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PATENTELYI] Fonns 100

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT

ENTRADA EN FASE NACIONAL

04 o7 1207:35 Do 5’378 FASENACIONAL

@ X Patente de Invencion.

X Capitulo I.

SOLICITUD DE:

[] Patente de Modelo de Utilidad.
[ capitulo 1.

©)

Nombre: SANOFI AVENTIS y

COMMISSARIAT A L'ENERGIE

ATOMIQUE C.E.A.

SOLIC;:ANTE Sociedades constituidas y existentes bajo
(71) las leyes de Francia.
Direccion: 174 avenue de France, IDENTIFICACION
75013 Paris,
Francia C.C. O NIT U
C.E. O] Otro ]
Y Cual
Batiment Le Ponant D-25, Namero
Rue Leblanc,
75015 Paris,
Francia
Domicilio: Paris,
Francia
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4%, No. 72-35 CC. NIT |:|
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| 211 86 50 CE. ] Otro L]
O APODERADO E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
1. Jess BENAVIDES 2. Hervé BOUTIN
@ cfo Sanofi Aventis, 8 Hawphorn drive,
Patent Department, Manchester M191GX,
INVENTOR (ES) 174 Avem{e de France, Reino Unido
(72) 75013 Paris,
Francia

3. Marie-Noélle CASTEL
c/o Sanofi Aventis,
Patent Department,
174 Avenue de France,
75013 Paris,

Francia

5. Frédéric DOLLE
10 Allée de Vileneuve,
91940 Gometz-le-Chatel,
Francia

7. Frank MARGUET
¢/o Sancfi Aventis,
Patent Department,
174 Avenue de France,
75013 Paris,
Francia

4. Annelaure DAMONT
13 rue de la Tour,
78117 Chéateaufort,
Francia

6. Philippe HANTRAYE

8 Allée Jean Frangois de la Pérouse,

91420 Morangis,
Francia

8. Thomas ROONEY
c/o Sanofi Aventis,
Patent Department,
174 Avenue de France,
75013 Paris,
Francia




CAVELIER ABOGADOS COLO 18249-841-001-4 ID-191386

9. Luc RYVRON 10. Bertrand TAVITIAN
c/o Sanofi Aventis, 186 Rue de Vaugirard,
Patent Department, 75015 Paris,

174 Avenue de France, Francia
75013 Paris,
Francia

11. Cyrille THOMINIAUX
12 rue de la République,
78470 Saint Rémy Les Chevreuses,
Francia

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/IB2009/007562 Fecha: 27 de octubre de 2009
Publicacion Internacional No. WO 2010/049819 A1 Fecha: 6 de mayo de 2010

Titulo (54)
USO DE 7-CLORO-N,N,5-TRIMETIL-4-OX0-3-FENIL-3,5-DiHIDRO-4H-
PIRIDAZINO[4,5-B]INDOL-1-ACETAMIDA COMO BIOMARCADOR DE LOS NIVELES
DEL RECEPTOR PERIFERICO DE BENZODIAZEPINAS

Clasificacion Internacional (51) A61K 051/004

OO O O

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
si NoLl] EP 28 de octubre de 2008 08291013.4
Comprobante de pago No.: 11-35353 Fecha: 15 de abril de 2011
Comprobante de pago No.: 11-38488 Fecha: 25 de abril de 2011
Comprobante de pago No.: 11-38489 Fecha: 25 de abril de 2011
Comprobante de pago No.: 11-38573 Fecha: 25 de abril de 2011

El D00 O0O00 RNOON XN KX e|

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 571.000.c0.

Comprobante de pago por 16 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $432.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder de la Sociedad SANOFI-AVENTIS.

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

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. {Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado poria IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de accesc.

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

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial ¢ totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA: Y2 Obrmsp,aocbBes

C.C. 35.456.344 de Usaquen T.P. 23.555
. -

JGG
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacion Internacional WO 2010/049818 A1
Descripcion:

Paginas 23 en el idioma original

Paginas 24 en espano!
Reivindicaciones: Namero (s) 26
Figuras: Numero (s) 11

|
2. X Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

3. X Extracto de'publicacién.

o
NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA

FASE INTERNACIONAL
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CERTIFICADO
DE GESTION

DE LACALIDAD

CERTIFICADO SC 3830-1
PRESTACICN DEL
SERVICIO PUBLICO
NOTARIAL

1SC 90¢01:2000
NTC-1S0O 8001:2000

CARRERA 9 No. 69-31 - PBX: 317 01 00 - FAX: 314 56 41

COPIA MUHERD 32

BE 1.6 ESCRITURA NURERO:

FECHA: 26/ Fulin/2010
ACTO O CONTRATO:
FODER ESFECIAL
OTORGANTES

CAVELIER AROGADDS

LUZ CLEMEMCIA BE PAEZ

= |i:iNet =

Correo Electrénico: notariasexta@etb.net.co

CIRCUI'OJDEIBOGOTAYDICH

SRR A

AMPARO QUINTERO ARTURO
NOTARIA SEXTA
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IMPRESD ER MAYD 1% DE 20ty PCR POLYPRINT EDITORIAL LIDA - NIT 530029 959.§

Ty 1

700044 126454 a
ESCRITURA PUBLICANUMERO  3.870 - - - -
s /- s
TRES MIL OCHOCIENTOS SETENTA = = =~ - - - -

/ :DE FECHA: JULI{VEINTISEI‘S/(ZG) . .-

DE DO/MIL DIEZ (2010) = = = = = = = = = -
OTORGADA EN LA NOTARIA SEXTA (62) DEL

CiRCULO NOTARIAL DE BOGOTA, D.C. -----=---crommemenee-

ACTO: PODER —--c-mmmem e s
F’ODEHD‘ANTE: CAVELIER ABOGADOS ’ Nit. 860.041.367-3 7
APODERADOS: ---nremrrmnsmmmems st ttm e sttt -
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ C.C. 35.456.344

NIDIA OSORIO LOPEZ C.C. 39.787.682

OSCAR FERNANDO CORREA BARBOSA C.C. 79.524.634

EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY C.C. 52.006.265

JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL C.C. 16.209.380 e

En la ciudad de Bogotd, Distrito Capital, Republica de Colombia, ante mi  amMparo
QUINTERO ARTURO £ - Notaria(o) Sexta(0) (6) - - - - - - de este Circulo

Notarial, Ise otorgé la escritura plblica que se consigna en los siguientes

términos:i SR - e e e e e et e

Comparecid: con minuta escrita la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO, mayor

de edad, Jvecina de esta ciudad, casada, identificada con la cédula de ciudadania

No. 51.680.061 de Bogota, y dijo: - N P—
| ESTIPULACIONES
PRIMERA: Que obra en su calidad’ de Representante Legal de la sociedad
denomin?da CAVELIER ABOGADO/S domiciliada en la Carrera 4 No. 72-35, &g

Bogotd, Colombia. -------e--emrmsrreeeeee . S e e
SEGUNDA: Que SANOFI-AVENTIS, sociedad constituida y existente bajo las

leyes de| Franc&a domiciliada en 174 Avenue de France, 75013 Paris, Franc:a

designd |a CAVELIER ABOGADOS como su representante para la Propiedad

Industrial en Colombia con facultades de nombrar apoderados tal como consta en

la copia auténtica del documento de representacidn que se protocoliza. ----------—--
TERCERA: Que en su cardcter de representante legal de CAVELIER
ABOGADOS, y en desarrollo de la facultad otorgada por SANOFI-AVENTIS,
confiere |poder a los abogados LUZ CLEMENCIA DE PAI':TZ'," T.P.A. No. 23.555,
identificada con cédula de ciudadania numero 35.456.34& de Usaquen, NIDIA

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLC NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA SL USUARIC
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7 :
OSORIO LOPEZ, T.PA. No0.73.366, identificada con cédula de ciudadania

namero 39.787.682 de Bogota, OSCAR FERNAN60 CORREA BAREOSA,
T.PA. No. 71.027 identificado con cédula de ciudadania nimero 79.524.63: de
Bogota, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada con
cédula de ciudadania nGmero 52.006.265 de Bogota y JORGE CHAVARRO
ARISTIZABAL: T.P.A. No. 40.119, identificado con cédula de ciudadania ndmero
16.209.380 ée Cartago (Valle), mayores de edad, vecinos de Bogota, para que
representen a la sociedad a cuyo nombre actda, ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccién, incluyendo las del orden administrativo,
contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de arbitramento, en

todo lo concerniente a los siguientes asuntos: ------=--=-==----ssmemcremosmmnenesnaonoonnaes

a) Obtencién de patentes de invencion, modelos de utilidad, disefios industriales,

trazado de circuitos integrados, secretos industriales; el registro de marcas de
tabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres
comerciales, ensefas, variedades vegetales, denominaciones de’ origen e
indicaciones de procedencia, su renovacion, traspaso, cambio de nombre o

domicilio, cancelacion voluntaria; y el registro de ficencias de uso de esos

derechos ----------v=-mnmmomsememmmnroeaaes - temmee
b) Las acciones de competencia desleal, proteccion del consumidor, obosiciones,
cancelacion administrativa o judicial, nulidad, rhedidas cautelares, accion por
infraccién, concesién de licencias, la proteccion de secretos industriales y de
nombres de dominio junto con su administracién y pago; acciones populares, de
tutela y de cumplimiento, y en general los procesos civiles, penales,
administrativos o contencioso administrativos, de conciliacién, arbitramento, tutela
relacionados con estos derechos; acciones y procesos gue promovamos 0 e nos

promuevan. ---- o mmn e m oo ea oS ooooooassssenoososinosees

CUARTO: Que los apoderados designados estan facultados en todos los asuntos
arriba determinados para sustituir este mandato, transigir, conciliar, arbitrar,

admitir 1os hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los

actos de agentes oficioS0S, -==em-s-m-s-mnssssmmmmmmmonosaoonsmmenomoon oo nn e

QUINTO: Que protocoliza con la presente escritura, un certificado expedido por la
Camara de Comercio de Bogota, que acredita la constitucion y personeria de la
sociedad CAVELIER ABOGADOS, iguaimente protocoliza copia autenticada del
documento de representacion otorgado e! dia 28 de Mayo de 2010 pbr SANOFI-
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CERTIFICADO DE EXISTENCIA Y REPRESENTACION LEGAL O INSCRIPCION DE

DOCUMENTOS

| CERTIFICA:
NOMBRE : CAVELIER ABOGADOS
N.I.T. : B60041367-3
DOMICILIO| : BOGOTA D.cC.

! CERTIFICA:
NO: 00820237

CERTIFICA:

CONSTITUCION : QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0006233 DE NOTARIA

SEXTA DE| BOGOTA D.C. DEL 10 DE SEPTIEMBRE DE 1974 , INSCRITA EL ,
26 DE SEPTIEMBRE DE 1974 BAJO EL NUMERO 00021234 DEL LIBRO IX, SE
CONSTITUYO . LA SOCIEDAD CIVIDL DENOMINADA: CAVELIER PERDOMO Y
CAVELTER. L o '

. CERTIFICA o

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0001000 DE NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
D.C. DEL| 10 DE MARZO DE 1983 + INSCRITA EL. S5 DE ABRIL DE 1983
BAJO EL |NUMERO 00130769 DEL LIBRO IX, LA SOCIEDAD CBMBIO SU
NOMBRE DE : CAVELIER PERDOMO Y CAVELIER. “POR EL DE : CAVELYER
ABOGADOS L e - :

| o CERTIFICA: :
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1.000 OTORGADA EN LA NOTARIA 6A.
DE BOGOTA|EL 10 DE MARZO DE 1.983, INSCRITA  EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO PL 5 DE ABRIL DE 1.983 BAJO EL NUMERO 130769 DEL LIBRO
IX, LA SOCIEDAD. CAMBIO SU NOMBRE DE: CAVELIER PERDOMO Y CAVELTER,
POR EL, DE{ CAVELIER ABOGADOS, E INTRODUJO OTRAS REFORMAS .
CERTIFICA:
CERTIFICA

QUE POR E:P.NO. 2.034 DE LA NOTARIA 6 DE SANTAFE DE BOGOTA DEL 18
DE RERIL DE 1.995, INSCRITA EL 27 DE ABRIL DE 1.995 BAJO EL NO.
5.937 DEL LIBRO XIII,LA SOCIEDAD TRASLADO SU DOMICILIO DE LA CTU.
DAD DE SANTAFE DE BOGOTA D.C. AL MUNICIPIO DE TABIO ( CUNDINAMAR.-
ca ). -,

CERTIFICA:
QUE PCR ESCRITURA PUBLICA NO. 7710 DE LA NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
"DEL 10 DE|OCTUBRE DE 1984, INSCRITA EL 15 DE NOVIEMBRE DE 1984
BAJO EL NG. 1559 DEL LIBRO XITII, LA SOCIEDAD CAMBIO SU
. NATURALEZA JURIDICA DE SOCIEDAD COMERCIAL A SOCIEDAD CIVIL.

CERTIFICA:
REFORMAS : ' A
ESCRITURAS NO. FECHA NOTARIA INSCRIPCION
842 10-v-1.977  18. BTA. 27-V-1.977-NO. 46.204
3.430 1-VII-1.980 6A. BTA. 3-IX-1.980-NO. 89.582 ‘
4.844 10-IX-1.980 6A. BTA. 8-X-1.980-NO. 91.261
433 10-II-1.983 GA. BTA. At) 8337
| : ey




e

7.710 10-X-1.984 6A. BTA.  15-XI-1.984-NO. 1.559

7.305 21-X-1.985 6A. BTA. 18-XI-1.985-NO. 1.90¢

2.567 29-1V-1.987 6A. BTA, 7-V- 1.987-NO. 2.386

4.278 3-VII-1.987 6A. BTA. 23-VII-1987 NO.215.652

2.657 25- IV-1.988 GA. BTA. 19- V -1988-NO. 2,740

9.033 21-XII-1.590 6A. BTA. 10- I - 1991L-NO. 3.786

25 3- I -1.991 6A. BTA, 10- I - 1991-NO. 3.787

1.608 8-ITI-1.991 6A. BTA. 14-III- 1991-NO. 3.841

2.1585 2-IV- 1.991 6A. BTA. 8-IV - 1991-NO. 3.862

797 7-I1 -1.991 6A. BTA. 7- VvV -1991-NO. 3.882

1.739 14-III-1.991 6A. BTA. 7- vV -1991-NO. 3.881

5.886 21-VIII-1.991 6A. BTA 27-VIII-1991 NO. 4.019

8.596 4-XTI -1.9%1 62, BTA 16-TIT -1892 NO. 4.430

1.494 10-IITI -1.992 6A. BTA. 19-III -1992 NO. 4.436

4.205 8 -VII -1.992 6A. BTA. 15-VITI -1992 NO. 4.554

8.829 16-XII -1.992 6A. BTA. 24-XII -1992 NO. 4.819

12 5-1 -1.993 6 STAFE BTA 13-I -1993 NO. 4.850

4.877 29-VI -1.993 6 STAFE BTA 7-VII -1993 NO. 5.065

5.216 12-VII -1.993 6 STAFE BTA 16-VII -1993 NO. 5.077

ACTA NO.71 2-IX- 1.993 JUNTA DE SOCIOS 29-IX- 1993 NO. 5.174

2.034 18-IV~- 1.995 6 STAFE BTA 27- IV -1995 NO. 5.937

2.227 25-IV-1.995 6 STAFE BTA 18-VIII-1.995 NO. 6.092

7.594 12-XITI-1.995 & STAFE BTA 19- XITI-1.995 NO. 6.294

676 11- II-1.897 6 STAFE BTA 14- II -1.997 NO. 6.873

- ‘CERTIFICA: o
REFORMAS : . T

E.P. NO. FECHA NOTARIA CIUDAD FECHA NQ, INSC.
0004506 1997/07/28 0006 BOGOTA D.C. 1997/09/02 00007115
0002103 1998/04/08 0006 BOGOTA D.C. 1998/04/21 .00007426
0005326 1998/08/06 0006 BOGOTA D.C. 1998/08/13 00007544
0005538 1998/08/14 0006 BOGOTA D.C. 19%8/08/27 00007564
0007760 1998/11/10 0006 BOGOTA D.C. 1898/11/12 00007644
0006709 1997/11/04 0006 BOGOTA D.C. 2000/12/04 00008481
0003034 2003/05/30 0006 BOGOTA D.C. 2003/06/04 00882729
0003786 2004/07/16 0006 BOGOTA D.C. 2004/07/28 00009703
0001432 2005/03/18 0006 BOGOTA D.C. 2005/04/07 00009917
0004818 2005/08/22 0006 BOGOTA D.C. 2005/08/26 00010008
0005506 2007/07/17 0006 BOGOTA D.C. 2007/07/24 00010841

5453 2009/10/19 0006 BOGOTA D.C. 2009/10/21 00012243
1336 2010/03/16 0006 BOGOTA D.C. 2010/03/24 00012506

CERTIFICA:
VIGENCIA: QUE LA SOCIEDAD NO SE HALLA DISUELTA. DURACION HASTA EL
1¢ DE SEPTIEMBRE DE 2024

CERTIFICA:
OBJETO SOCIAL: LA SOCIEDAD TENDRA POR QBJETO : EL EJERCICIO DE LA
ACTIVIDAD PROFESIONAL DE ABOGADOS. EN DESARROLLO DE ESTE OBJETO
LA SOCIEDAD PODRA ADQUIRIR, CONTRAER OBLIGACIONES Y CELEBRAR TODA
CLASE DE CONTRATOS DIRECTAMENTE RELACIONADOS Y SURBORDINADOS AT
MISMO, INCLUSIVE LOS DE ARRENDAMIENTO, HIPOTECA, MUTUO CON O SIN

- INTERES, MANDATO CIVIL Y COMERCIAL, Y SCCIEDAD, AST COoMO

. PARTICIPAR EN ASOCIACIONES CIENTIFICAS, GREMIALES O PROFESIONALES
-5IN ANIMO DE LUCRO.

CERTIFICA:
CAPITAL Y SOCIOS: $10,000.00 DIVIDIDO EN 10,000.00 CUOTAS CON VALOR
NOMINAL DE $1.00 CADA UNA, DISTRIBUIDO ASI
.~ SOCIO CAPITALISTA (8)
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ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568
NO. CUOTAS: 8,800.00 VALOR: $8,800.00
GAUDEBERT |DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
NO. CUOTAS: 1,200.00 VALOR: $1,200.00

= SOCIO INDUSTRIAL (S)

SUAREZ DE IPAEZ LUZ CLEMENCIA C.C. 000000035456344
NO. CUOTAS: 0.00 VALOR: $0.00

CHAVARRO JORGE . C.C. 000000016209380
NO. CUOTﬂS: 6.00 VALOR: $0.00
TOTALES

NO. CUOTAS: 10, 000.00 VALOR: $10,000.00

| CERTIFICA:

QUE POR ESCRITURAS PUBLICAS NO. 001431 Y 001432 DEL 18 DE MARZO

DE 2005 DE LA NOTARIA 06 DE BOGOTA D.C., INSCRITA EL 07 DE ABRIL

PE 2005 BAJO EL NG. 0009918 Y 0009917, RESPECTIVAMENTE DEL LTRRG
XIII, DE IAS MIL DOSCIENTAS ( 1200 )  PARTES DB INTERES SOCIAL
RADICADAS EN CABEZA DE AGNES GAUDEBERT DE CAVELIER, SEISCIENTAS
(600) PARTES ESTAN GRAVADAS O AFECTADAS EN PROPTEDAD FIDUCTARIA A
FAVOR DE LAS SIGUIENTES PERSONAS : GERMAN CAVELIER FRANCO,
ERNESTO CAVELIER FRANCO, JORGE CAVELIER FRANCO, INES CAVELIER
FRANCO, ~GUILLERMO '.CAVELIER FRANCO, ELENA CAVELIER  FRANCO,
ALEJANDRO 'CAVELIER ~FRANCO, BEATRIZ CAVELIER FRANCO, Y LUGIA
CAVELIER FRANCO, :

‘ .- .. CERTIFICA:
REPRESENTACION LEGAL: EL REPRESENTANTE LEGAL ES EL DIRECTOR. EL SOCTO
FUNDADOR = GERMAN CAVELIER GAVIRIA TENDRA EL CARACTER DE PRESIDENTE
DIRECTOR [VITALICIO, PARTICIPARA POR DERECHO PROPIO EN EL CONSEJO
SUPERIOR Y EN EL CONSEJO DIRECTIVO Y LLEVARA LA REPRESENTACION LEGAL
DE LA SOCIEDAD CUANDO LO ESTIME PERTINENTE SIN LIMITACION ALGUNA.
IGUAL PARTICIPACION Y ATRIBUCTONES TENDRA SU SUPLENTE AGNES GAUDEBERT
DE CAVELTER CUANDO OCUPE EL CARGO, EN CASO DE FALTA  ABSOLUTA DE GERMAN
CAVELIER GAVIRIA. LOS SOCIOS COLECTIVOS ESTAN AUTORIZADOS PARA EJERCER
LA REPRESENTACION DE LA SOCIEDAD EN CUALQUIER TIEMPO, SIN PERJUICIO DE -
LAS DELEGACIONS CONFERIDAS A LOS ORGANOS CREADOS POR LOS PRESENTES ﬂ%‘\%
ESTATUTOS BT ¢
i CERTIFICA: AR

** NOMBRAMIENTOS ** 3
QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DELV%a-
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJO EL NUMERQ R}
00010008 ﬂEL LIBRO XIII, FUE (RON) NOMBRADC (8):

NOMBRE IDENTIFICACION
PRESIDENTE DIRECTOR VITALICIO ‘
CAVELIER GAVIRTA GERMAN C.C. 000000002877924

QUE POR ACTA NOQ. 26 DE ASAMBLEA GENERAL DEL 13 DE MAYO DE 2010,
INSCRITA EL 24 DE MAYO DE 2010 BAJO EL NUME




I

FUE (RON} NOMBRADO (5):

TTTNOMBRET IDENTIFICACION

DIRECTORA

ZAPATA GIRALDC ADRIANA C.C. 000000051680061
REPRESENTANTE LEGAL

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568

REPRESENTANTE LEGAL

GALLON GIRALDO CARLOS C.C. 000000019066425
REPRESENTANTE LEGAL

GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
S50CI0 CCLECTIVQ

GAUDERERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
S0CIO COLECTIVO

ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO N.I.T. 000008001722568

QUE POR ESCRITURA PUBLICA NO. 0004818 DE NOTARIA 6 DE BOGOTA D.C. DEL
22 DE AGOSTO DE 2005, INSCRITA EL 26 DE AGOSTO DE 2005 BAJC EL NUMERO
00010008 DEL LIBRO XIITY, FUE (RON) NOMBRADO (2):

NOMBRE IDENTIFICACION
SUPLENTE DEL PRESIDENTE DIRECTCR VITALICIO
GAUDEBERT DE CAVELIER AGNES JEANNE C.E. 000000000131100
CERTIFICA:

QUE EL NOMBRAMIENTO DE GALLON GIRALDO CARLOS INSCRITO BAJO EL REGISTRO
00012618 DEL LIBRO XIII, SE DA EN SU CONDICION DE REPRESENTANTE LEGAL
DE LA ASOCIACION CAVELIER DEL DERECHO.

CERTIFICA:
FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL:- APARTE DE LAS - FACULTADES Y
DEBERES QUE DE TIEMPO EN TIEMPO SE .LE ASIGNEN POR_ EL CONSEJO
SUPERIOR, EL DIRECTOR TENDRA LAS SIGUIENTES FUNCIONES : A) LA DE
REPRESENTAR LEGALMENTE A LA SOCIEDAD ANTE LAS. - AUTORIDADES DE
CUALQUIER ORDEN O NATURALEZA Y ANTE OTRAS DERSONAS NATURALES O
JURIDICAS, CON FACULTADES PARA NOVAR, TRANSIGIR, - COMPROMETER Y
DESISTIR Y PARA COMPARECER EN JUICIOS8 INCLUSIVE 'EN CAQUELLOS  EN
DONDE SE DISPUTE LA PROPIEDAD DE BIENES INMUEBLES; B) CUMPLIR Y
HACER CUMPLIR LOS ESTATUTOS Y REGLAMENTOS DE LA SOCIEDAD ¥ C)
CREAR O SUPRIMIR TODOS LOS EMPLEQOS QUE SEAN NECESARIOS DE ACUERDO
CON EL CONSEJO SUPERIOR PARA EL BUEN FUNCIONAMIENTO DE LA
SOCIEDAD, ASIGNARLES FUNCIONES, FIJAR SUS SALARIOS Y NOMBRAR LAS
PERSONAS QUE DEBAN DESEMPENARLOS, AST COMO RETIRARLOS Y
REEMPLAZARLOS CUANDO HAYA LUGAR. CUANDO CUALQUIERA DE LOS ACTOS
INDICADOS EN LA CLAUSULA ANTERIOR SE REFIERR A OPERACIONES CUYO
MONTO EXCEDA DE LA SUMA EQUIVALENTE A CIENTO OCHENTA ( 180 )
SATARIOS MINIMOS MENSUALES, 5U CELEBRACION REQUERIRA La
APROBACTION PREVIA DEL CONSEJO SUPERIOR.

CERTIFICA:
*+ REVISOR FISCAL *+*

QUE POR ACTA NO. 0000071 DEL 2 DE SEPTIEMBRE DE 1993, INSCRITA EL 29

JE SEPTIEMBRE DE 1993 BAJO EL NUMERC 00005175 DEL LIBRO XI1ii, FUE

{RON) NOMBRADO (S}):

NOMBRE IDENTIFICACION
. REVISOR FISCAL
RINCON FANDINO MIGUEL ALFONSO C.C. 000000002877024

CERTIFICA:
DE CONFORMIDAD CON LO ESTABLECIDO POR LA LEY 962 DE 2005, LOS ACTOS DE
REGISTRC AQUI CERTIFICADOS QUEDAN EN FIRME CINCO (5} DIAS HARILES

DESPUES DE LA FECHA DE INSCRIPCION, SIEMPRE QUE NO SEAN OBJETO DE
RECURSOS EN LA VIA GUBERNATIVA
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¥ ok % EJ PRESENTE CERTIFICADO NO CONSTITUYE PERMISO DE * ok
* ok ow FUNCIONAMIENTO EN NINGUN CASC * ok

L

SENOR EMPRESARIO, $I SU EMPRESA TIENE ACTIVOS INFERIORES A 30.000

DE 2009,

RECUERDE |INGRESAR A Www.supersociedades.gov.co PARA VERIFICAR SI SU
EMPRESA ESTA OBLIGADA A REMITIR ESTADOS FINANCIEROS. EVITE SANCIONES.

EL SECRETARIO DE LA CAMARA DE COMERCIO,
VALOR : § 3,600 '
DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO 2150.DE 1995 Y LA AUTORIZACION IMPARTIDA
POR LA SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO, MEDIANTE EL OFICIO
DEL 18 DE NOVIEMBRE 'DE 1996, 'LA FIRMA MECANICA OUE APARECE a
CONTINUACION TIENE PLENA VALIDEZ PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES

| : . .

Bupion, Gl

w0 NOTARIA SEXTADEE. CIRCULO DE BOGOTA]
O HAOD CONSTARIUE LAFOTOCOPIA CONGIDE:

- ORIGINAL: GUE:HE -TENIDO-A LA VISTA,
BOGOTA 0.6 REPUBLICA DE COUOMEA

26 juL. 2010




conformidad con las| leyes de la Repiblica de
Colombia, mediante Escritura Phiblica No. 6233 del
10 de septiembre de 1974, otorgada en la Notaria
Sexta del Circulo de Bogota, domiciliada en Bogota
D.C., con matricula mbrcantil No. 00820237 y NIT
860041367-3, domiciliada en la Carrera 4a N° 72-35,
Bogota, Colombia, como nuestra representante en
todos los asuntos de Propiedad Industrial, com
facultad para recibir, notificaciones y nombrar
apoderados judiciales o extrajudiciales.

: |
CAVELIER ABOGADOS también podra

representarnos, con las mismas facultades arriba
indicadas, ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o  no  jurisdiccién,  autoridades
administrativas o jurisdiccionales, tribunales de

arbitramento, en aSuntos de naturaleza civil,
comercial, penal, constitucional, competencia,
competencia desleal, administrativa, contencioso
administrativa, prot!eccién del  consumidor,
variedades vegetales, nombres de dominio,
oposiciones  u  observaciones,  cancelacién
administrativa  y Jhdmal -nulidad, medidas

cautelares, concesidn de licencias, acciones de turela,
la proteccion de secretos industriales, derecho
regulatorio y en general para que nos represente en
cualesquiera acciones y procesos que promovamos
‘0 S€ nos promuevan, ‘

‘La representante podri, en nuestro nombre,

designar apoderados para actuar ante autoridades

administrativas y judiciales, por via extrajudicial y
|

S s £
LT \ | H l\' h
T e Vi
-, }'/ ) V} 0
CAVEI o¢
ABPGADOS:,.
EDIFICIO SlSKI o)
RRERA 43 K. 72-35
BOGOTA, B
N ARE
R ,
N x:f\ 7 KEPRESENTACION REPRESENTATION
'\_ H“--d—‘- |
|
Yo (nosotros), abajo firmado (s)/Je (nous) soussigné(s)
| - SANOFI-AVENTIS /
domiciliado (s) ,
domicilié(s)a 174 Avenue de France, 75013 PARIS, FRANCE ’
| .
Por el presente nombramos a CAVELIER| Par le présent instrument, procéde {(procédons) & la
ABOGADOS, sociedad colectiva constituida de| designation de CAVELIER ABOGADOS, une société

collective constituée conformeément aux lois de la
République de Colombie selon I’acte No. 6233 dépose
le 10 septembre 1974 au rang des minutes a 'étude de
notaire six de l'arrondissement notarial de Bogota, sise
a Bogota D.C, titulaire de 'immatriculation
commerciale No. 00820237 et du matricule fiscal
860041367-3, sise Carrera 4 No. 72 - 35, Bogota,
Colombie, comme notre représentant pour toutes les
affaires de Propriété Industrielle, ayant la faculté de
recevoir des notifications et de nommer les fonds des
pouvoirs judiciaires ou extrajudiciaires.

CAVELIER ABOGADOS pourra également nous
représenter, avec les mémes facultés ci-dessus
indiquées, devant toute entité ou toute personne, ayant
ou non juridiction, toute administration ou toute
autorité juridictionnelle, tout tribunal d'arbitrage, dans
des affaires de nature civile, commerciale, pénale,
constitutionnelle, de concurrence, de concurrencegys
déloyale, administrative, contentieuse-administrative,}
de protection du consommateur, de variétés végétales #i
de noms de domaine, d’ 0pposnt10ns ou d'observations, fd
de radiations admuinistratives et,;udxcmres, de nullite,
de mesures conservatoires, de“concession de licences,
d'actions de protection juridique des droits
constitutionnels, de protection de secrets industriels,
de droit régulatoire et en général pour qu’il me(nous)
represente dans toutes les actions ou dans tous les
. Bipipd
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demanaq \ ,  como_  demandados, como
' litiscorisdfted,” como | agentes oficiosos, como
tercerc)sj?? r llamamiento en garantia o como
- untervatienyes ad excludendum. Dentro de esta

: j’:}‘?ﬁom la represéntante podra facultar a los
\5;;19 ados que ella designe para transigir, conciliar,
admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar,

recibir, renunciar y lsustituir el poder que se le|

otorgue. Asi mismo, la representante tendra la
facultad para revocar el poder asi otorgado en el
momento  que considere pertinente.  La
representante en todo caso podra ratificar los actos
de agentes oficiosos.

VEGILILILLL VUMD WD pLULGD UL LULEE IIUITl’ €1 tant quc

demandeurs, défendeurs, cointéressés, agents officieux,
tiers, pour appel en garantie ou comme intervenants ad
excludendum. Dans le cadre de cette autorisation, le
représentant pourra autoriser les fondés de pouvoir
qu'il désignera a transiger, concilier, admettre les faits
du proces, désister, radier, recevoir, renoncer et
substituer le pouvoir qui lui sera octroyé. De méme, le
représentant aura la faculté de révoquer le pouvoir
ainsi octroyé au moment ou il jugera opportun. Le
représentant pourra en tout cas ratifier les actes
d'agents officieux.

[Lado y firmado hoy/Fait et signé

aujourd'hui le

eln/ i  Paris

28 Mai 2010

p{or/ par

IT" irma/Signature

Notaire & Panis, c
la signature de Ma‘

apposée sur le présent
Cette centification nie co
vénfication de I'exaclitude des faits ef
uctes mentionnés dass Ic préseoi document

T L

Je soussigné Me Hew POMMERY

cma

e aucune

PR




APOSTILLE

{Convention de La Haye du § octobre 1961)
L. Républigue francaise

Le présent acte, publi
2 ncc s s ) COMU ER

3. agissant en qualité de

G TR L I VR

6le.......... 0.8 JUN200......oooo
7

- par le Procureur général prés ia Cour

e AARTIN
- Aocat. gdnéral

"L Apostille confirme senlement Vauthenticité de la signatire, du sceau oy
fimbre sur le document. Elle pe signifie pas que e comtenn dn doctrment est
correct o que la Républigns frangaise appronve son conteny’




© |
TRADUCCION OFICIAL NO. 517/2010

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE UN DOCUMENTO
ESCRITO EN |FRANCES LLEVA SELLO Y FIRMA DE HELENA URIBE DE LEMOINE,
TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL, SEGUN RESOLUCION No. 3618 EXPEDIDA POR
EL MINISTERIO DE JUSTICIA EL 6 DE SEPT. DE 19872.

TRADUCCI(PN DE LOS SELLOS QUE SE ENCUENTRAN EN EL
DOCUMENTO DE REPRESENTACION OTORGADO POR SANOFI-AVENTIS,

DOMICILIADA EN 174 AVENUE DE FRANCE, 75013 PARIS, FRANCE, A
CAVELIER !ABOGADOS

DADO Y FIRMADO EL 28 DE MAYO DE 2010/

POR: JOSIANE MERLIER, DIRECTOR ADMINISTRACION DE PATENTES
|

EL SUSCRITO ABOGADO HERVE POMMERY, NOTARIO DE PARIS,
CERTIFICA‘ MATERIALMENTE LA FIRMA DE LA SENORA JOSIANE
MERLIER, _. PUESTA EN EL PRESENTE DOCUMENTO. ESTA
CERTIFICACION NO CONLLEVA NINGUNA VERIFICACION ACERCA DE LA
EXACTITUD DE LOS HECHOS Y ACTOS MENCIONADOS EN EL
PRESENTE|DOCUMENTO.

FIRMADO: HERVE POMMERY, NOTARIO ASOCIADO DE PARIS.
HAY SELLO DEL NOTARIO.

MIMSTERIG
JUSTICHA

cono "35““ SEXTA/DEE. TIREULO DEBOGGTA )

CONSTARQUE LA FOT
ORGIAL G rErt\glc:mm\c::tmm:me_.
i REPUBLICAOF







TRADUCCI(

1. PAIS:

DN OFICIAL NO. 517/2010

APOSTILLA

CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961

REPUBLICA FRANCESA

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO

2. HA SIDO FIRMADO POR: EL ABOGADO HERVE POMMERY
. ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO
4.  LLEVA EL SELLO DE: SU DESPACHO

EL: 8
POR|

CERTIFICADO

EN: PARIS

DE JUNIO DE 2010
EL PROCURADOR GENERAL DE LA CORTE DE APELACIONES

DE PARIS
BAJO EL NO: 40356

SELL

0. CORTE DE APELACIONES DE PARIS

10.  FIRMADQ: JEAN MARTIN, ABOGADO GENERAL

La Apostilla cor%firma enicamente fa autenticidad de fa firma, del selic o de la estampilla del documenta, No

implica que ef contenido del documento sea verdadero ni que la Repiblica Francesa apruebe su contenido.

LA TRADUCTORA OFICIAL

® il b s

HELENA URIBE DE LEMOINE
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ATTON NOTARIEE

Je sou551gne Malbre Hervé POMMERY,

N CERTIFIE

i

Que la signature qui précede de
Mme Josiane MERLIER est
authentique

Que la signataire exerce actuellement la
fonction de

Directeur, Administration Brevéts
de la société
SANOFI AVENTIS

Société légalement constituée et existant

selon les lois de France

Domiciliée &

174 Avenue de'France
75013 PARIS, (France)

Et que la signatziirc est dliment autorisée 4
conceder e prééent document,

| .
Fait et signé & €¢m$ '
Le 4 _ﬁib\v.u Zolo

Signature : Harié POMMERY
| NOTAIRE

OO kfb

CERTIFICACION NOTARIAL

El infrascrito, Maitre Hervé POMMERY,
Notario ;

CERTIFICA :

Que la Firma que antecede de
Sra. Josiane MERLIER es auténtica

Que ¢l signatario desempefia actualmente
€l cargo de

Directeur, Administration Brevets
de la compania

SANOFI AVENTIS

Sociedad que actualmente existe y esta

organizada de acuerdo a las leyes de
FRANCIA

Que la direccién de dicha compafifa es

174 Avenue de France
75013 PARIS, (Francia) ,

Y que el signatario tiene facultad para
otorgar este documento.

Dado y firmado en [PAf2L S

Elgt Ob\.p\xc— Ao Zoto

Hervé POMMEHY;
NOTAIRE

N ."/"’:D
C——\—w\/\,—\

Firma:




APOSTILLE

1. Républigue fran¢aise

Le présent acte ppblic |
2. a été signé par. L/ “’Poﬁﬂéﬂy .............

3. agissant en qualité de.. Notaire ...

4. est revétu du sceaw/timbre de. Sonet“de ...................

5. soms " l’f@fﬁ?ﬂﬁf§fﬁfff.’ﬁfﬁif. Bpe—
9, Sceau : Jarz‘ﬁ ﬁ;maﬁnﬂc

{Convention de La Haye du § octobre 1961} e

PP RPTRPIPPTIT IV

“L'dpostille confirme senlement | Yertheanticité de la signature, du sceait ou
snbre sur le docuntent. Elle ne signifie pas que Iz contenii du document est
gue ln Réprbligue frongaise appronve son confen n

..m‘géi:l'lOTlﬂu-:‘sEx:m,xm:... . N
0y , A:DEL TIRCULO OE iy
R B AR QUE A OO k.

TADC: RenGo s (D0, A“LA- VST
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TRADUCCION OFICIAL NO. 517/2010

AUTENTICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)
EL INFRASCRITO ABOGADO HERVE POMMERY, NOTARIO:, CERTIFICA
QUE LA FIRMA QUE ANTECEDE DE LA SENORA JOSIANE MERLIER ES
AUTENTICA; QUE EL SIGNATARIO DESEMPENA ACTULAMETNE EL
CARGO DE DIRECTOR, ADMINISTRACION DE PATENTES, DE LA
SOCIEDAD| SANOF! AVENTIS, SOCIEDAD QUE ACTUALMENTE EXISTE Y
ESTA ORGANIZADA DE ACUERDO A LAS LEYES DE FRANCIA, QUE LA
DIRECCION DE DICHA COMPANIA ES 174 AVENUE DE FRANCE, 75013
PARIS, (FRANCIA) Y QUE EL SIGNATARIO TIENE FACULTAD PARA
OTORGAR ESTE DOCUMENTO.
DADO Y FIRMADO: EN PARIS EL 7 DE JUNIO DE 2010
FIRMADO: HERVE POMMERY, NOTARIO DE PARIS
HAY SELL® DEL NOTARIO

LFE)

“SETADEE CIRET UG BE A va-

\ ET%?'WELAEO.roo%gfbmc&?

BOGOTAD C. REPURY I DE L L VISTA:
. REPUBLICA D
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TRADUCCION OFICIAL NO. §17/2010

9.

10.

APOSTILLA

CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961
PAIS: REPUBLICA FRANCESA

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO

HA SIDO FIRMADQ POR: EL ABOGADO HERVE POMMERY

ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO
LLEVA EL SELLO DE: SU DESPACHO

CERTIFICADO

EN: PARIS

EL: 8 DE JUNIO DE 2010

POR: EL. PROCURADOR GENERAL DE LA CORTE DE APELACIONES
DE PARIS

BAJJ) EL NO: 40355

SELLO: CORTE DE APELACIONES DE PARIS

FIRN!’IADO: JEAN MARTIN, ABOGADO GENERAL

La Apostilla confirma Gnicamente la autenticidad de (a firma, del sello o de ta estampilla del documento. No

implica que el contenido del documento sea verdadero ni gue la Repibiica Francesa apruebe su contenido.

LA TRADUCTORA OFlCIAL

o %/M%W bdosine .

HELENA URIBE DE LEMOINE
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IMFRESO EN MAYQ 1* DE 2010 POR POLYPRINT EDITORIAL LTOA - NIT 830 029.956-5

3

T,

ra

AVENTIS, documento que esta debidamente legalizado. --
_Presente la sefiora ADRIANA ZAPATA GIRALDO ~

700044 " 125990

domiciliada en Bogotd, identificada como aparece al pie de

2 lsu firma y manifesté que estd conforme con et contenido

de esta escritura publica. - -

OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION. Leido, el presente instrumento publico por

el otorgante, dio su asentimiento y en prueba de elio lo firma junto con la suscrita

Notaria quien en esta forma lo autoriza.

DERECHOS NOTARIALES:$  42.860.00 - = - = = - = = — — - = -
Y

|

IVA: $ 1?.732.00 ______________________

&

REGAUDO SUPERINTENDENGIA: $3.570.00 )
RECAUDO FONDO NACIONAL DE NOTARIADO: $3.570.00 ------------=-===--=--=====
RESOLL;JCI(')N 10301 DE DICIEMBRE 17 DE 2009 ---- - -
PAPEL NOTARIAL‘: El presente instrumento publico se extendid y firmé en las

hojas de| papel notarial nimeros: 7-700044-126454 7-700044-125990

EN BLANCO... EN BLANCO
’ V

C.C. Slbg O/
TEL. 241234y
Representante Legal de CAVELIER ABOGADOS

NOTARIA(O) SEXTA(O) (6]

T . GAVEUERAngsfcaPE

- - e v

PAPEL DE USO EXCLUSIVO DEL PROTOCOLO NOTARIAL . NO TIENE COSTO PARA EL USUARIQ




ES FIEL % TREIMTA % L3S COPLE (POTOCORIA: TOMADA DE Lh
ESCRITURA PUBLICA MUMERD 3870 DE FECHA 26 DE JULIO DE 2010,

COPLAE QUE EXPIDG BN 12 HOOAS RUBRICADAS EM SUS MARGEMES |, Lb
Clml. CARECE DE MOTAS DE REWDCATORIA, MODIFICACION O

SUSTITUCION, POR TAMTO SE PRESUME WIGENTE EL PODER ENM ELLA
CONTEMIDO.

HOGOTA, DnLE, 1% DE ABRIL ©E 2011

RESCLUCTOM 01 DE 2008

MEBEL &HORES RODBIGLIEZ D,
WOTARLS SEXTE {E). DEL CIRCULO DE BOGUTA D.C.
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Title: | USE OF

7-CHLORO-N,N,5-TRIMETHYL-4-0X0-3-PHENYL-3,5-DIHYDRO-4H-PYRIDAZINO[4,5-
I-J}CETAMH)E AS A BIOMARKLER OF PERIPHERAL BENZODIAZEPINE RECEPTOR LEVELS

(57) Abstract: Use of a radiolabelled form of 7-chloro-A/,A/,5-trimethyl-4-0x0-3-phenyl-3,5-dihydro-4/-/- pyridazino[4,5-b]in-
dole-1-acetamidc as a biomarker for the detection, in an individual, of PBR levels associated with normal and pathological condi-
tions. Mothod for the delection of PBR levels associated with normal and pathological conditions. Diagnostic kit.
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USE OF 7-CHLORO-N,N,5-TRIMETHYL-4-0OX0-3-PHENYL-3,5-DIHYDRO-4H-
PYRIDAZINOI[4,5-B]INDOLE-1-ACETAMIDE AS A BIOMARKER
OF PERIPHERAL BENZODIAZEPINE RECEPTOR LEVELS

The current invention relates to the use of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-
4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide as a biomarker for the detection, in an individual, of
PBR (peripheral benzodiazepine receptor) levels associated with normal and pathological
conditions. Thei current invention also concerns a method of detection of PBR levels for the
above purposes.

Under normal physiological conditions, the PBR, also known as translocator protein 18 kDa
(TSPOQ) (Papadopoulos, B. ef al. (2006) Trends Pharmacol. Sci. 27: 402-409), is expressed at
low levels in ttlue brain, mainly in microglial cells, and is highly expressed in a number of
peripheral tissues, such as adrenal glands, pineal gland, salivary glands, gonads, kidney, lung,
heart and skeletal muscle (Chen, M-K. and Guilarte, T. (2008) Pharmacology and Therapeutics
118: 1-17,; Venr‘1eti, S. et al. (20086) Progress in Neurobicl. 80: 308-322). Subcellular localization

studies with the reference PBR ligand, [3H]PK11195, have demonstrated that the PBR is
located in the o!uter mitochondria membrane (Anhoit, R.R. et al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 576-
583; Antkiewicz-Michaluk, L. ef al. (1988) Mol. Pharmacol. 34: 272-278). However,
immunohistochemical studies have also shown that the PBR is expressed in blood cells
(devoid of mito'chondria) (Olson, J.M. et al. {1988) Eur. J. Pharmacol. 152: 47-53) and can be
localized to the plasma membrane (O’'Beirne, G. ef al. (1990) Eur. J. Biochem. 188: 131-138;
Woods, M.J. et al. (1996) Biochem. Pharmacol. 51: 1283-1292). A nuclear or peri-nuclear
localization of the PBR has also been observed in breast cancer (Hardwick, M. ef al. (1999)
Cancer Res. 5'9: 831-842), human glioma cells (Brown, R.C. et al. (2000) Cancer Lett. 156:
125-132), hepatic tumor cells (Corsi, L. ef al. (2005) Life Sci. 76: 2523-2533) and glial cells
(Kuhlmann, A.C. and Guilarte, T.R. (2000} J. Neurochem. 74: 1694~ 1704).

A marked increlrase in PBR levels is observed after cell injury, Inflammation or proliferation and
is associated with a number of acute and chronic pathological conditions {Chen, M-K. and
Guilarte, T. (2!008) Pharmacology and Therapeutics 118: 1-17; Venneti, S. et al (2006)
Progress in Neurobiology 80: 308-322). These include: brain injuries, such as stroke and
ischemia-reperfusion injury (Gerhard, A. et al. (2000) Neuroreport 11: 2957-2960; Gerhard, A.
et al. (2005} Neurcimage 24: 404-412), traumatic brain injury (Raghavendra, R. et al. (2000)
Exp. Neurol. 161: 102-114); brain infections, such as encephalitis (Banati, R.B. et al. {1989)
Neurology 53: 2199-2203; Cagin, A. et al. (2001) Brain 124: 2014-2027); neurological

ﬁ
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diseases, such|as multiple sclerosis (Banati, R.B. et al. (2000) Brain 123: 2321-2337),
Alzheimer's disease and dementia (Cagnin, A. ef al. (2001) Lancet 358: 461-467; Versijpt, J.J.
et al. (2003) Eun!'. Neurol. 50; 39-47), Parkinson's disease (Ouchi, Y. ef al. (2005) Ann. Neurol.
57: 168-175; Gerhard, A. et al. (2006) Neurobiol. Dis. 21: 404-412), amyotrophic lateral
sclerosis (Turner, M.R. et af. (2004) Neurobiol. Dis. 15: 601-609), cortico-basal degeneration
(Gerhard A. et al. (2004) Mov. Disord. 19: 1221-1226; Henkel, K. ef al. (2004) Mov. Disord. 19:
817-821), Huntington’s disease (Messmer, K. and Reynolds, G.P. (1998) Neurosci. Lett. 241:
53-56; Pavese, N. ef al. (2006) Neurology 66: 1638-1643) and epilepsy (Sauvageau, A. et al.
(2002) Metab. E'Brain Dis. 17; 3-11). The increased PBR levels in CNS pathologies are mainly
observed in microglial cells (Chen, M-K. and Guilarte, T. (2008) Pharmacology and
Therapeutics 118: 1-17; Venneti, S. ef al. (2006) Progress in Neurobiology 80: 308-322) .
Large increases in PBR are also observed in cancer (Cornu, P. ef al. (1992) Acta. Neurichir.
119: 146-152; Hardwick, M. et al. (1999) Cancer Res. 59: 831-842; Maaser, K. ef al. (2002)
Cancer Res. 8:! 3205-3209), pulmonary inflammation (Audi, S.H. et al. (2002) Lung. 180: 241-
250; Hardwick, M.J. et al. (2005} Mol. Imaging. 4: 432-438), cardiac ischemia (Mazzone, A. et
al. (2000) J. Am. Coll. Cardiol. 36; 746-750), renal ischemia (Zhang, K. et al. (2006) J. Am.
Coll. Surg. 203: 353-364), rheumatism (fibromyalgia) (Faggioli, P. ef al. {2004) Rheumatclogy
(Oxford) 43: ‘?224-1225), sciatic nerve regeneration (Mills, C.D. et al. (2005) Mol. Cell.
Neurosci. 30: 228-237), psoriasic arthritis (Guisti, L. ef al. (2004) Clin. Biochem. 37.61-66) and
altherosclerosisI (Fujimura, Y. et al. (2008) Atheroscierosis, 201: 108-111; Laitinen, l. et al.
(2008) Eur. J. Nuc. Med. Mol. Imaging 36: 73-80).

By contrast, 8 decrease in PBR levels is observed in the brain of schizophrenia patients
(Kurumaji, A. et al. (1997) J. Neural. Transm. 104: 1361-1370; Wodarz, N. et al. (1998)
Psychiatry Rels. 14: 363-369) and in rheumatoid arthritis (Bribes, E. et al. (2002) Eur. J.
Pharmacol. 452: 111-122) and osteoarthritis (Bazzichi, L. ef al. (2003) Clin. Biochem. 36: 57-
60).

The ability to image PBR levels in vivo in brain and other tissues could therefore serve as an
important biomarker of disease progression, to determine and evaluate the efficacy of a
therapeutic freatment and to evaluate PBR receptor occupancy in vivo.

The reference PET PBR ligand, [11C]PK11195. has been used extensively for in vivo imaging
of PBR levels!in a number of neuropathological conditions (Chen, M-K and Guilarte, T. (2008)
Pharmacology and Therapeutics 118: 1-17; Venneti, S. et al. (2006) Progress in Neurobiology
80: 308—322).| However, [11C]JPK11195 shows relatively low brain uptake, high non-specific

binding and a poor signal to noise ratio. These properties limit the sensitivity of ['I 1CIPK11195
for PET imaging of PBR levels and occupancy studies in the CNS. The development of
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I
improved PBR] PET ligands with higher specific binding and greater sensitivity than

[11CIPK11195 would therefore provide a major advance for the imaging of PBR levels in brain
and other tissués.

Among the compounds described and claimed in the documents WQ99/06406 and
WOO00/44384, a pyridazino[4,5-blindole derivative, 7-chloro-N, N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide, was identified as particularly interesting for
use as a PET |(or SPECT) ligand for the PBR. This compound has high affinity for the PBR in
vitro and in w'wl) (Ferzaz, B. ef al. (2002) J. Pharm. Exp. Therap. 301: 1067-1078).

Summary of Invention

The present invention concemns the use of a radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-
oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide as a biomarker for the
detection of PBR levels associated with normal conditions and PBR levels associated with
pathclogical conditions.

The present invention also concerns a method for the detection of PBR levels assaciated with
normal conditions and PBR levels associated with pathological conditions using a radiolabelled
foorm  of '/:-chIoro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3.5-dihydro—4H-pyridazino[4,5-b]indole-1-
acetamide.

The present inlvention also concerns a diagnostic kit for the detection of PBR levels.

Definitions

For convenient reasons and to facilitate reading, the compound 7-chloro-N, N, 5-trimethyl-4-oxo-
3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-bJindole-1-acetamide has been renamed as “A” in

some chapters of the current application.
For the present invention the following words are to be understood accordingly.

-Biomarker: a characteristic that can be objectively measured (ie with acceptable precision and
reproducibility:) and used as an indicator of a normal physiological or pathological process and
to evaluate the action of medical therapies. A biomarker can be a biological, anatomic,
physiological, |blochemical or molecular parameter that can be detected in tissue or biological
fluid.

-Inflammation; response to injury or destruction of tissues. In the periphery, acute inflammation

20
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consists of Ieulkocytic infiltrates characterized by polymorphonuclear cells {neutrophils) and
chronic inflammation consists of mononuclear cells (macrophages, lymphocytes, plasma cells).
In the brain, iAf[ammation incorporates a wide spectrum of cellular responses that include
activation of microglia and astrocytes and the participation of cytokines and chemokines,
complement pr:l:teins, acute phase proteins, oxidative injury, and related molecular processes.
These events may have detrimental effects on neuronal function, leading to neuronal injury and
further glial activation and ultimately neurodegeneration. In response to brain inflammation,
glial cells (mosfly microglia) are activated and overexpress the PBR. The levels of PBR in the
brain are therefore an indicator of heuroinflammation and can be considered as a biomarker of

neuroinflammation for the present invention.

-Pathological gonditions: these conditions can include neurclogical diseases: any injury,
disorder or disease that affects the function of the central nervous system. These can include
acute brain injulries, such as stroke, ischemia-reperfusion injury and traumatic brain injury; brain
infections, such as encephalitis; neurological diseases, such as multiple sclerosis, Alzheimer's
disease, Parkinson’s disease, amyotrophic lateral sclerosis, dementia, cortico-basal
degeneration, Huntington’s disease and epilepsy; pathological conditions can also include
psychiatric diseases, such as schizophrenia; peripheral inflammatory processes, such as
pulmonary inflammation, atherosclerosis, cardiac ischemia, renal ischemia, rheumatism
(fibromyalgia), psoriasic arthritis, rheumatoid arthritis and osteoarthritis; proliferative diseases,
such as canceri.

-Receptor occullpancy: a measure of the quantity of binding to a biochemical target or receptor.
The level of receptor occupancy for a drug can be measured by comparing the time-activity
measurements| obtained with a radiolabelled PET ligand alone and when the PET ligand
is given after idministration of the unlabelled drug. The PET ligand must hind to the same
receptor as thg unlabelled drug. The amount of the radiolabelled PET ligand binding to the
receptor decreases in the presence of increasing concentrations of the uniabelled drug. The

magnitude of this decrease is defined as the receptor occupancy of the unlabelled drug.

-PET imaging: ‘positron emission tomography is an imaging technique which produces a three-
dimensional image or map of functional processes in the body. The system detects pairs of
gamma rays emitted indirectly by a positron-emitting radionuclide (tracer), which is introduced
into the body on a biologically active molecule. Images of tracer concentration in 3-dimensional
space within the body are then reconstructed by computer analysis. The materials used for
PET are scinfillators like bismuth germanate, lutetium oxy-orthosilicate, or gadolinium-
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orthosilicate, btl-zcause of their high Y-ray stopping power and speed of signal conversion. Micro
PET is the application of PET for small animal imaging.

-SPECT imaging: single photon emission computed tomography is another imaging technique
which produces a three-dimensional image or map of functional processes in ‘the body. The
system directly, detects gamma rays emitted by a single photon-emitting radionuclide (tracer),
which is introtuced into the body on a biologically active molecule. Images of tracer
concentration in 3-dimensional space within the body are also then reconstructed by computer
analysis.

-Radiolabelled form: any molecule where one or several atoms have been replaced by isotopes

enabling its detection. The positron emitting radioisotopes most frequently used for PET
imaging are: carbon-11 (or ''C, t,,=20 min), nitrogen-13 (or N, t,;=10 min), oxygen-15 (or
150, t»=2 min). Also to be considered are molecules where additional atoms have been added
in order to Iabell the derivatives with other positron emitting radioisotopes for PET imaging, such
as fluorine-18 {or "®F, t,,=110 min), but also gallium-68 (*Ga, ,,=68 min), copper-64 (*‘Cu,
t2=12.7 hrs), bromine-76 {or Br, t»=16.1 hrs) and iodine-124 (or 24, t,,=4.2 days). Finally,
also to be conéidered are molecules where other additional atoms have been added in order to
label the deri\)atives with single photon emitting radioisotopes for SPECT imaging, such as
lodine-123 (or 121, t,,=13.1 hrs) or fechnetitm-09m (or **™T¢, t,,,=6.0 hrs).

The synthesis 'of radiolabelled ligands and the substitution of an atom by an isotope can be
performed by several techniques known to persons skilled in the art. For example, for the

substitution of| a carbon atom by a carbon-11, we can use several derivatives such as
["Clmethyl iodide or ["'Clmethyl trifiate (Welch M.J. et al. (2003) In Handbook of
Radiopharmaceuticals - Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New
York-Chichester-Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 1-848). In the case of A, several
methyl groups|can be labelled with carbon-11, such as the N,N-dimethylacetamide or the N-
methylindole functions.

In the case of a labelling with fluorine-18, the radioisotope may be directly attached to the core
structure (A) by nucleophilic aliphatic or aromatic (including heteroaromatic (Dollé F. et al.
(2005) Curr. Pharm. Design 11: 3221-3235)) substitutions or electrophilic substitutions or linked
through the addition of a spacer group, both techniques known to persons skilled in the art
(Kilbourn MR. (1990) In Fluorine-18 Labeling of Radiopharmaceuticals, Nuclear Science Series
(Kilbourn MR Ed.), National Academy Press, Washington, D.C., 1-149; Lasne M.-C. et a/.
{2002) Topics Iin Current Chemistry 222: 201-258; Cai L. et al. (2008) Eur. J. Org, Chem. 17:
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2853-2873; Dclllé F. of al. (2008) In Fluorine and Health: Molecular Imaging, Biomedical
Materials and Pharmaceuticals, Tressaud A, Haufe G (Eds). Elsevier. Amsterdam-Boston-
Heidelberg-London-New  York-Oxford-Paris-San Diego-San  Francisco-Singapore-Sydney-
Tokyo, 3-65). Of particular interest is the use of an alkyl, alkenyl or alkynyl linker for the
addition of the!fluorine-18 atom {(Damont A. ef al. (2008) J. Label. Compds Radiopharm. 51:
286-292; Dollé| F. ef al. (2006) Bioorg. Med. Chem. 14: 1115-1125; Dolté F. et al. (2007) J.
Label. Compds Radiopharm. 50: 716-723).

In the case of a labelling with another halogen (such as bromine-76, iodine-123 or iodine-124),
the radioisotope may also be directly attached by nucleophilic or electrophilic substitutions to
the core structure (A) or linked through the addition of a spacer group, both techniques known
to persons skilled in the art (Maziére B. et al. (2001) Curr. Pharm. Des. 7: 1931-1943; Coenen
H.H. et al. (20 | 6) In Radiciodination reactions for pharmaceuticals — Compendium for effective
synthesis strategies, Coenen H.H., Mertens J., Maziére B. (Eds), Springer Verlag, Berlin-
Heidelberg, 1-101).

In the case of the labelling with metal radicisotopes (such as gallium-68, copper-64 or
technetium-99m), the preferred approach used, which will be considered by a person skilled in

the art, is thel use of a bifunctional chelating agent based on, for example, the open-chain
polyaminocarb:oxylates ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) and diethylenetriamine
pentaacetic = acid (DTPA), the polyaminocarboxylic macrocycle 1,4,7,10-
tetraazacyclodlodecane-1 4,7, 10-tetraacetic acid (DOTA), mercaptoacetyldi- and triglycine
(MAG2, MAG3), bis-(S-benzoyl-thioglycoloyl)diaminopropancate  ((SBT),DAP) and
hydrazinonicotinic acid (HYNIC), facilitating the complexation of the radiometal cation at one
function and the covalent attachment to the core molecule at another (Brunner UK. et al.
(1995) Radiotracer production — Radiometals and their chelates In Principle of Nuclear
Medecine, Ws:.agner H.N. (Ed). Saunders: Philadelphia, 220-228; Weiner R.E. et al. (2003)
Chemistry of gallium and indium radiopharmaceuticals in Handbook of Radiopharmaceuticals -
Radiochemistr:y and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New York-Chichester-
Brisbane—Torolnto, Wiley-Interscience Pub., 363-400; Anderson C.J. et al. (2003) Chemistry of
copper radionucleides and radiopharmaceutical products In  Handbook  of
Radiopharmaceuticals - Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New
York-Chichester-Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 401-422; Mahmood A. et al
(2003) Technetium radiopharmaceuticals In  Handbook of Radiopharmacetuticals -
Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New York-Chichester-

Brisbane-Toranto, Wiley-Interscience Pub., 323-362).
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Direct addition of the fluorine-18 atom (or bromine-76, iodine-123 or iodine-124) may be
performed, for |example, on fhe 3-phenyl and/or the pyridazino[4,5-bjindole aromatic rings, as
well as on any, other chemically accessible position (such as the acetamide function). Indirect
addition of these radichalogens (for example through the use a spacer group), or addition of
the metal radioactive isotopes mentioned above (gallium-68, copper-64 or technetium-99m,
through the use of a chelating agent), may also be performed at any chemically accessible
position of | the N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-
acetamide (A) core (see references above).

-Administration: by preference the administration of a radiolabelled biomarker is by an

. . | .. .
intraveinous route of administration.

A first embc)(!iiment is the use of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-
pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide as a biomarker for the detection, in an individual, of the
PBR (per]pher!al benzodiazepine receptor) levels and inflammation associated with pathological
conditions, wh‘lerein said compound is radiolabelled, wherein the radiolabel is chosen among
carbon-11, radichalogens and radiometals. Preferentially said compound is radiolabelled with
carbon-11 and more preferentially radiolabelled with carbon-11 on the carbon of the methyl
group situated: on position 5 of the indole nucleus.

In another embodiment, 7-chloro-N, N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyt-3,5-dihydro-4H-
pyridazino[4,5tblindole-1-acetamide is radiolabelled with radiometals, preferentially on the 3-
phenyl ring atithe para position, at the 7-position of the pyridazinof4,5-bjindole in replacement
of the chlorine atom (with or without a spacer, vide infra), or at any N-methyl position (N,N-
dimethylacetamide function or the methyl group situated on position & of the indole nucleus).

In another embodiment, 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-
pyridazino[4,55-b]indole~1-acetamide is radiolabelled with radiohalogens, preferentially

radiolabelled with the radiohalogen fluorine-18, preferentially on the 3-phenyl ring at the para
position, at the 7-position of the pyridazino[4,5-blindole in replacement of the chlorine atom
(with or without a spacer, vide infra), or at any N-methyl position (N,N-dimethylacetamide
function or the methyl group situated on position 5 of the indole nucleus).

In some embodiments, the detection of PBR levels and inflammation is performed by PET
imaging (positron emission tomography) or by SPECT imaging (single photon emission
computed ton?ography).

In some embodiments of the invention, a radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-
3-pheny!-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide is used as a biomarker for the
detection of PBR level changes and inflammation associated with pathological conditions,
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wherein said pathological conditions are selected from brain injuries, such as stroke, ischemia-
reperfusion injury and traumatic brain injury; brain infections, such as encephalitis: neurological
diseases, such! as multiple sclerosis, Alzheimer's disease, Parkinson’s disease, amyotrophic
lateral sclerosis, dementia, cortico-basal degeneration, Huntington's disease and epilepsy;
psychiatric diséases, such as schizophrenia; peripheral inflammatory processes, such as

pulmonary inﬂlammation, atherosclerosis, cardiac ischemia, renal ischemia, rheumatism

{fibromyalgia), fpsoriasic arthritis, rheumatoid arthritis and osteoarthritis; proliferative diseases,

such as cancer!.

In some embodiments of the invention a radiolabelled form of 7-chloro-N, N, 5-trimethyl-4-ox0-3-
phenyl—3,5-dih;}dro-d,H-pyridazino[tl,5-b]indole-1-acetamide is used as a biomarker of PBR
levels and inflammation, wherein inflammation is neuroinflammation.

In some emboqiments of the invention a radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-
phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-b]indole-1-acetamide is used for evaluating the efficacy
of a therapeutic treatment.

The present invention also concerns a method for the detection of the PBR and inflammation
assoclated with pathological conditions using a radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-
oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide.

In some embodiments, the radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-

dihydro-4H-pyridazino[4,5-bindole-1-acetamide contains a radiolabel chosen among carbon-
11, radiohalogens and radiometals. In some embodiments, the radiolabelled form of 7-chloro-
N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-b]indole~-1-acetamide is labelled
with carbon-11
In some embdcliments, the radiolabelled form of 7-chlore-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide is radiolabelled on the carbon of the methyl
group situated on position 5 of the indole nucleus.

In some embodiments, 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-
blindole-1-acetamide is radiolabelled with radiometals, preferentially on the 3-phenyl ring at the

para position, at the 7-position of the pyridazino[4,5-b)indole in replacement of the chlorine
atom (with or V\Lithout a spacer, vide infra), or at any N-methyl position (N, N-dimethylacetamide
function or the methyl group situated on position 5 of the indole nucleus).

In some embogiments, 7-chloro-N, N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-
blindole-1-acetamide is radiolabelled with radiohalogens, preferentially radiolabelled with the
radiohalogen fluorine-18, preferentially on the 3-phenyl ring at the para position, at the 7-
position of the pyridazino[4,5-blindole in replacement of the chlorine atom (with or without a

spacer, vide in:fra), or at any N-methyl position (N,N-dimethylacetamide function or the methyl
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group situated on position 5 of the indole nucleus).

In some embodiments of the invention, the pathological conditions are selected from brain
injuries, such as stroke, ischemia-reperfusion injury, traumatic brain injury; brain infections,
such as encephalitis; neurological diseases, such as multiple sclerosis, Alzheimer's disease,
Parkinson’s disease, amyotrophic lateral sclerosis, dementia, cortico-basal degeneration,
Huntington’s dlisease and epilepsy, psychiatric diseases, such as schizophrenia; peripheral
inflammatory processes such as pulmonary inflammation, atherosclerosis, cardiac ischemia,
renal ischemia, rheumatism (fibromyalgla), psoriasic arthritis, rheumatoid arthritis and
osteoarthritis; proliferative diseases, such as cancer.

Another emboldiment according to the invention is a method of detection of the PBR and
inflammation | associated with pathological conditions, wherein inflammation s
neuroinflamma‘tion.

Another embo!diment according to the invention is a method of detection of the PBR and
inflammation associated with pathological conditions, which is performed for occupancy
studies.
Another embodiment is a method of detection of the PBR and inflammation associated with
pathological conditions, said method comprising the following steps:

a) Administrating a radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-
phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide ;

b) Acquiring images in a region of interest in the brain or other peripherat
tissues using the PET (or SPECT) technique ;

¢} Quantification of the levels of the PBR in a region of interest by quantifying
the PET signal associated with a radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-
trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazinof4,5-b]indole-1-acetamide
in this region of interest ;

d) Comparing the PET (SPECT) signal obtained in step c¢) with the signal
obtained in a control region of interest ;

e) Determining the presence of inflammation associated with pathological
conditions.

The present invention also relates to a diagnostic kit for the detection of PBR levels associated
with normal clonditions and changes in PBR levels associated with pathological conditions
comprising a radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-
pyridazino[4,5%b]indo]e-1-acetamide.

The following Iexamples further illustrate the present invention and are not intended to limit the
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invention. For |convenient reasons and to facilitate reading, the compound 7-chloro-N,N,5-
trimethyl—4-oxo-i3-pheny]-3,5-dihydro-4H—pyridaz‘|no[4,5-b]indole~1—acetamide has been

renamed as “A” into the figures and the results.

Figure 1: Time|-activity-curves of ['""'CJ-A and ["'C]PK11195 in lesioned and intact rat striatum.

Data are exprelssed as percentage of injected dose per cubic centimeter as a function of post-
injection time {min).

Figure 2: The'ratio of ["'C]-A and [''C]PK11195 uptake in lesioned vs intact controlateral rat

striatum.

Figure 3: Time-activity-curves of [''C]-A in lesioned (ipsi) and intact rat striatum (contro). Arrow

indicates addit|ion of an excess of 1mg/kg of PK11195 20 min after injection of ["CJ-A in

lesioned (ipsi + PK) and intact contralaterat (contro + PK) rat striatum. Data are expressed as
percentage of injected dose per cubic centimeter as a function of post-injection time (min).

Figure 4: Time-activity-curves of ["'C]-A in lesioned (ipsi A) and intact rat striatum (contro A).
Arrow indicateg addition of an excess of 1mg/kg of A 20 min after injection of ["'C]-A in lesioned
(ipsi A + A) and intact contralateral (contro A+ A) rat striatum. Data are expressed as
percentage of injected dose per cubic centimeter as a function of post-injection time {min)

Figure 5: [”Cﬁ-A (18 nM) autoradiography in rat brain sections (20 pm) 7-8 days post-lesion.
Non-specific binding was assessed using an excess of either unlabelled PK11195 (23 pM) or A
(22 uM). Spedificity for PBR vs central benzodiazepine binding sites was evaluated using an
excess of unlabelied Flumazeni! (27 uM). Data are expressed as dpm per arbitrary area unit. *
indicates a siglniﬁcant difference relative to the [''CJ-A (18 niM) binding in the lesioned striatum.

Figure 6: Time-activity-curves of [''C]-A and ["'C]PK11195 in the whole brain (cerebellum
excluded) of 11-12 month APP/S1 and wild type PS1 transgenic mice. Data are expressed as
percentage ofinjected dose per cubic centimeter as a function of post-injection time (min).

Figure 7: [''C]-A (18 nM) autoradiography in whole brain sections from 20-23 month old
APP/PS1 and wild type PS1 transgenic mice. Non-specific binding was assessed using an
excess of either unlabelled PK11195 (23 pM) or A (22 pM). Specificity for PBR vs central
benzodiazepine binding sites was evaluated using an excess of unlabelled Flumazenil (27 pM).

Data are expressed as dpm per arbitrary area unit.
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Figure 8: Time-activity-curves of [''C]-A in 4 different brain regions of a non-human primate
(ight and left| striatum, prefrontal cortex, cerebelium) and corresponding PET summation

images of selected coronal brain slices over 120 min at different time-points of the study :
baseline (A,B) and 24 hrs post lesion in the right striatum (C,D). The panel (E,F) displays the
[""CJ-A time acltivity curves at 48 hrs post lesion in the left striatum and at 7 months post lesion
in the right striatum. Data are expressed as percentage of injected dose per 100 mbL (%1D/100
mL}as a functiion of post-injection time (min).

Figure 9: Time-activity-curves of ["'C]-A in 4 different brain regions (right and left striatum,
prefrontal cortex, cerebellum) and corresponding PET summation images of selected coronal
brain slices over 120 min at four different time-points of the study : baseline (A,B), at 48 hrs post
lesion (C,D), alt 9 days post lesion (E,F) and at 16 days post lesion in the left striatum and at 48
hrs post lesion in the right striatum (G,H). Arrow indicates time of administration of excess
unlabelled PK11195 (1 mg/kg). Data are expressed as percentage of injected dose per 100 mL

(%1D/100mL) as a function of post-injection time (min).
Figure 10: Analysis of [''C]-A metabolites in plasma and brain.
Figure 11: Selected carbon-11-labelled and fluorine-18-labelled form of A.

Methods

Radiosynthesis of ligands

Labelling with carbon-11

["CIPK11195  ((R)-N-[""C]Methyl-N-{1-methylpropyl)-1-(2-chlorophenyl)isoquinoline-3-
carboxamide} R-enantiomer). Preparation of [''C]PK11195 is based on minor modifications of
published pro'cesses {Camsonne C. et al. (1984) J. Label. Comp. Radiopharm 21: 985-991,
Cremer J.E. ef al. (1992) Int. J. Rad. Appl. Instrum. B. 19: 159-66; Boutin, H. et al. (2007) Glia
55. 1459-68; lBoutin, H. et al. (2007) J. Nucl. Med. 48: 573-581) and includes the following
steps : (1) trapping at -10°C of [''C]methyl iodide in DMF/DMSO (2/1 (v:v), 300 pL) containing
1.5t020mg lof the precursor for labelling and 15-20 mg of powdered hydroxide (excess) ; (2)
heating at 110°C for 3 min ; (3) taking-up the mixture with 0.5 mL of the HPLC mobile phase
and (4) purification using semi-preparative HPLC. Quality controls, in particufar radiochemical
and chemical purity determinations, were performed on an aliquot of the final production batch.

|
[''C]-A labelling at the N-methylindole function: 7-Chloro-N,N-dimethyl-5-["'C]methyl-4-
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12
oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazinof4,5-blindole-1-acetamide). Preparation of ["'CJ-A
includes the following steps: (1) trapping at -10°C of ["'Cimethyl triflate in DMF (300 L)
containing 0.2/to 0.3 mg of the precursor for labelling and 4 mg of powdered potassium
carbonate (excess) ; (2) heating at 120°C for 3 min ; (3) taking-up the mixture with 0.5 mL of

the HPLC mobile phase and (4) purification using semi-preparative HPLC. Quality controls, in
particular radiochemical and chemical purity determinations, were performed on an aliquot of
the final production batch.

[''C]-A (Labelling at the N,N-dimethylacetamide function: 7-Chloro-N-[""C]methyl-N,5-
dimethyl-4-ox0-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-b]indole-1-acetamide).
Preparation of|["'C]-A also includes the following steps : (1) trapping at -10°C of ["'C]methyl
iodide in a 1/2| (v:v) mixture of DMF and DMSO (100/200 pL) containing 0.5 to 1.0 mg of the
precursor for labelling and 5 uL of an 1M tetrabutylammoniumhydroxide solution in methanol ;
(2) heating at 120°C for 3 min ; (3) taking-up the mixture with 0.5 mL of the HPL.C mobile phase
and (4) purificétion using semi-preparative HPLC. Quality controls, in particular radiochemical

and chemical p!urity determinations, were performed on an aliquot of the final production batch.

Labelling with fluorine-18
Preparation of 'all flucrine-18-labelled derivatives of A includes at least the following steps : (1)

fluorination using a [**Flfluoride source at moderate to high temperature in a selected solvent
(300 to 900 yL) containing 1 to 10 mg of the appropriate precursor for labelling and (2}
purification usiﬁg for example semi-preparative HPLC. As described above, quality controls, in
particular radiochemical and chemical purity determinations, were performed on an aliquot of
the final production batch.

There is no particular restriction on the nature of the sources of ['®FJfluoride anions to be used
in this reactioni, and any sources of ['®Flfluoride anions conventionally used in reactions of this
type may equallly be used here, provided that it has no adverse effect on other parts of the
molecule. Examples of suitable sources of ["Flfluoride anions include: alkali metal
["®Fifluorides, such as sodium [**F]fluoride, potassium [“FIflucride, cesium ["®Flfluoride;
ammonium ["Flfluoride, tetraalkylammonium [®FJflucrides, such as tetrabutylammonium
[®Fiflucride. Of these, the alkali metal ["*Flfluorides, and notably a potassium fluoride, are
preferred. The 'source of ["®Flflucride anions may be activated by the presence of a ligand able
to complex the|counter cationic species of the source of ['*FJfluoride anions. The ligand may be
notably a cyclic or polycyclic multidentate ligand. Examples of suitable ligands include notably
crown ethers |such as 1,4,7,10,13-pentaoxacyclooctadecane (18-C-6) or cryptands such as
4,7,13,16, 21,2]4-hexaoxa-1,10-diazabicyclo-[B,8,8]hexacosane sold under the name K222°
Preferably, the [source of ["®FIfluoride anions is an alkaline metal [*®Flfluoride-cryptate complex,
notably a potassium ["*Flfluoride-cryptate complex, preferably the potassium ['*Flfluoride -
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4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10-diazabicyclo-[8,8,8lhexacosane (K['*F1/K222). The complex
KI"®*FYK222° miay be prepared by any conventional methods (Dollé F. et al. (1999) J. Med.
Chem. 42: 2251-2259 or Dolci L. ef al. (1929) Bioorg. Med. Chem, 7: 467-479).

The fluorinatior‘lll reaction can be performed in various solvents and can take place over a wide
range of temperatures. In general, it is convenient to carry out the reaction at a temperature
from about 50°C to about 200°C and the more ofien used solvents are dimethylsulfoxide
(DMSO), dimethylformamide (DMF) and acetonitrile. The time requwed for the reaction may
also vary widely (from about 5 min to 15 min for example), depending on many factors, notably
" the reaction te%mperature. the nature of the reagents and solvents and the amount of the
labelling precursor used (Kibourn MR. (1990) |In Fluorine-18 Labeling of
Radiopharmaceuticals, Nuclear Science Series (Kilbourn MR Ed.}, National Academy Press,
Washington, D.C., 1-149; Lasne M.-C. et al. (2002) Topics in Current Chemistry, 222: 201-238;
Dollé F. et all (2005) Curr. Pharm. Design 11: 3221-3235; Cai L. et al. (2008) Eur. J. Org.
Chem. 17: 28:53~2873; Dolle F. ef al. (2008) In Fluorine and Health: Molecular Imaging,
Biomedical Materials and Pharmaceuticals, Tressaud A, Haufe G (Eds). Elsevier: Amsterdam-
Boston-Heidelberg-London-New  York-Oxford-Paris-San  Diego-San  Francisco-Singapore-
Sydney—Tokyoi, 3-65). The radiofluorinated compounds thus prepared are usually purified by
HPLC as decribed for the carbone-11-labelled derivatives, but may also be recovered or pre-
purified from the reaction mixture by the use of other known chromatography techniques or
simply by filtration on a pre-packed separation column.

[®F]Fluoroethoxy-A  (7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-(4-[*Flflucroethoxy)-phenyl-3,5-
dihydro-4H-pyridazino[4,5-b]indole~1-acetamide)

Preparation of [*®FJfluoroethoxy-A includes the following steps : (1) taking up the K{*F]F-
Kryptofix®222 complex with a DMSO solution (600 pL) containing the tosyloxy precursor for
labelling (2.0-%.0 mg) ; (2) heating at 165°C for 3-10 min ; (3} pre-purification using a C-8 or C-
18 PrepSep cartridge and (4) purification using semi-preparative HPLC. Quality controls, in
particular radiochemical and chemica! purity determinations, were performed on an aliquot of
the final production batch.

Labelling with other halogens (bromine-76, iodine~123, iodine-124)

Preparation of all other radichalogenated derivatives (bromine-76, iodine-123, iodine-124)
followed stanc!{ard technigues and procedures known from skilled man in the art (Maziere B. et
al. (2001) Curr. Pharm. Des. 7: 1931-1943; Coenen H.H. et al. (2006) In Radioiodination
reactions for pharmacetticals — Compendium for effective synthesis strategies, Coenen H.H.,
Mertens J., Maziére B. (Eds), Springer Verlag, Berlin-Heidelberg, 1-101).

B
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Labelling with|radiometals {gallium-68, copper-64 and technetium-99m)
Preparation of  derivatives labelled with radiometals (gallium-68, copper-64 and technefium-

89m) also followed standard techniques and procedures known from skilled man in the art
(Brunner U.K. et al. (1995) Radiotracer production — Radiometals and their chelates In Principfe
of Nuclear Medecine, Wagner H.N. (Ed). Saunders: Philadelphia, 220-228; Weiner R.E. et al.
(2003) Chemlistry of gallium and indium radiopharmaceuticals In Handbook of
Radiopharmaccleuticals - Radiochemistry and Applications (Weich MJ, Redvanly CS Eds.), New
York-Chicheste:ar-Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 363-400; Anderson C.J. et al.
{2003) Chemistry of copper radionucleides and radiopharmaceuticals products in Handbook of
Radiopharmaceuticals - Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New
York-Chichester-Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 401-422; Mahmood A. et al.
(2003) Techr!letium radiopharmaceuticals In Handbook of Radiopharmaceuticals -
Radiochemistrytlf and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New York-Chichester-
Brisbane—Toror_‘lﬁo, Wiley-Interscience Pub., 323-362).

|
Formulation
Formulation of‘[“C]PK1 1185, ["'C)-A or any other radiolabelied A derivatives as an i.v. solution
for injection often includes a Waters SepPak® cartridge-based removal of the HPLC solvents
and/or a simple dilution with aq. 0.9% NaCl (physiological saline) to an ethanol concentration
below 10%.

|
Animal Modells
All studies were conducted in accordance with the French legislation and European directives.

Rat model of nheuroinflammation

Wistar rats (average body weight 300 g, centre d’Elevage René Janvier, France) were kept in
thennoregulatc%d', humidity controlled facilities under a 12h/12h light/dark cycle (light on
between 7h AM and 7h PM) and were allowed free access to food and water.
Neuroinﬂammétion was induced by stereotaxic injection of AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionate) (15 mM in PBS buffer, Sigma®) using a 1 uL microsyringe and
micropump (injection rate: 0.5pL/min, UltraMicroPump |I® and Micro4® Controller, WPI Inc.,
USA), as previously described (Boutin, H. et al. (2007) Glia 55: 1459-68.; Boutin, H. ef al.
(2007) J. Nucl! Med. 48: 573-581). AMPA (0.5 pL) was injected into the right striatum {Bregma
+0.7 mm, frorh sagittal suture: 2.7 mm, depth from brain surface: 5.5 mm). Animals were
maintained nc_:rmo_thermic (body temperature: 36.7+0.5°C, meanzSD) during the surgery
through the use of a heating blanket (Homeothermic Blanket Control Unit, Harvard Apparatus
Limited®, Edenbridge, Kent, UK).

|
|
|
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Primate model of neuroinflammation

Cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) weighing 4-5 kg were housed in
thermoregulated, humidity controlled facilities under a 12 h/12 h light/dark cycle (light on

between 7 h|a.m. and 7 h p.m.) and were allowed free access to food and water.
Neuroinflammation was induced by local sterotaxic injections of quinolinic acid (quinolinic acid,

Sigma, St. Louts, MO; dissolved in 0.1 M PBS, pH 7.2) into the primate striatum (1 injection site

into caudate and 2 injection sites into the putamen) during two different surgical interventions
where quinolinic acid was injected into one hemisphere on day 1 and the second hemisphere 2
weeks or 7 manths later (Fig. 8 and 9). During each surgical session the animais received 60
nmol of quinolil‘nic acid distributed over three different striatal sites, one 5 pL site in the caudate
and two 10 pll sites in the putamen using a 10 pL-Hamilton syringe attached to a 26-gauge
needle. The stereotactic coordinates, determined according to the stereotactic atlas of Swabo
and Cowan (1984), were as follows: caudate site [AP +19 mm, ML +6 mm, DV -14 mm from
sinus] ; putaminal site1 [AP: +19 mm, ML: 12 mm, DV: -17 mm from stereotaxic zero] ;
putaminal site| 2 [AP: +17 mm, ML: #13 mm, DV: -16 mm from sinus]. The excitotoxin was
injected at a rate of 0.1 pl/min and the injection syringe left in piace for an additional 5 min to
avoid backflow of the toxin. Throughout the surgery, the primate temperature was maintained
normothermic [(rectal temperature, 36 °C £ 0.6°C, mean + SD). After removing the needle, the
skin was sutured and the animals were allowed to recover from anesthesia and returned to
their cages wf%en fully awake.

Transgenic nlice

Generation and characterization of single PS1M146L (PS1) and double APP751SLxPS1M146L
(APPxP$1) transgenic mice were achieved, as described previously (Blanchard, V. et al.
(2003) Exp. I\;leurol. 184: 247-263). In these animals APP is expressed at a high level in all
cortical neurons under the control of the Thy-1 promoter. Human PS1 with the M146L mutation
is expressed l:.mder the control of the HMG-CoA reductase promoter. The level of amyloid load
was found to be quite reproducible at a given age. Both single PS1 and double APPxPS1 mice,
provided by Sanofi-Aventis, were used for PET imaging at the age of 11-12 months and
autoradiography at 20-23 months.

MicroPET scans and data acquisition
Rats and trar:lsgenic mice

MicroPET imaging was performed 7 days post-AMPA injection in rats and in 11-12 month old
transgenic mice. In both mice and rats, anaesthesia was induced by isoflurane 5%, and
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thereafter maintained by 2-2.5% of isoflurane in a mixture of 70%/30% NOo/O»o. For PET

scans, the heali of the rat was placed in a home-made stereotaxic frame compatible with PET
acquisition and the rats were maintained normothermic (rectal temperature: 36.7+0.5°C,
meantSD). Mlce were placed on a bed equipped with an anaesthetlc mask allowing heating of
the air flow and the rectal temperature was monitored using the Homeothermic Blanket Control
Unit. All imaging protocols were conducted with a Concorde Focus 220 PET scanner using
either [”C]PK‘!I 1195 or ['1C]-A.

In rats, radiclabelled compounds and unlabelled ligands were injected in the caudal vein with
the use of 24 gauge catheter. Radiolabelled compounds were injected concomitantly at the
start of the PE%T acquisition and uniabelled compounds were injected 20 min after injection of
radiotracers. PET data were acquired for 80 min. In mice, radiolabelled compounds were
injected in the ‘caudal vein using 28 gauge needles immediately before the PET scan initiation.
PET data were acquired for 60 min.

Primates
Imaging sessions were performed before and at various times after quinolinic-acid injection (24
hrs, 48 hrs, 9 days, 16 days and 7 months post lesion). [''C}-A was injected and brain kinetics
followed by PE%.T for 90 min.

One hour before PET imaging, animals were anaesthetized by intramuscular injection of a
ketamine / xyt:!;\zine mixture (15 mafkg / 1.5 mg/kg) and intubated. Catheters were then placed
in a saphenous vein for radiotracer injection and in a femoral artery for biood sampling. Animals
were maintained anaesthetized by an intravenous injection of propofol (Diprivan® 1%, 0.05
mg.kg~1.min-1).
To ensure correct positioning of the animal in the apparatus, the animal's head was secured in

a home-made’ stereotactic frame. PET scans were performed using the high-resolution Focus
micro-PET (CTI-Siemens, Knoxville, TN}, which acquires 95 contiguous planes simultaneously. -
For attenuation correction, a fransmission scan was first performed using a *Ge rotating rod
source. Macaques were intravenously injected with 192,29 + 33.67 MBg of [''C)-A and the
acquisition performed for 90 min. All PET acquisitions were performed in list mode (3D mode)
and images were reconstructed using the following time frame: (4 images of 25 s) + (4 images
of 30 s) + (2 i:mages of 1 min) + (5 images of 2 min) + (3 images of 5 min) + (3 images of 10
min) and (1 image of 15 min), for a total time of 90 min for ["'CJ-A.

Image analysis
PET image analysis was performed using ASIPro VM™ (CT! Concorde Microsystems' Analysis
Tools and System Setup/Diagnostics Tool) and Brainvisa/Anatomist (http:/brainvisa.info/).
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Metabolite analysis in rat blood and brain

Naive or operated adult male Wistar rats (body weight 300-400 g) were injected i.v in the tail
vein with ['C]-A. Animals were sacrificed 10, 20 or 30 min later. A blood sample was collected
and plasma isalated by centrifugation (5 min, 3000 rpm). Plasma proteins were precipitated
from 400 pL of serum by addition of 400 ul of acetonitrile. After centrifugation (5 min, 3000
rpm), the supe-lrnatant was injected onto the HPLC column. Rat brains were removed and
hemispheres were separated. Homogenisation by sonication was performed in 1 mL of
acetonitrile per| hemisphere. After a rapid centrifugation, the supernatant was separated from
the pellet and, concentrated under reduced pressure before injection onto the HPLC (see
radiochemistry section for HPLC conditions).

Autoradiography

[''CJ-A autoradliography was performed using 20 pm brain sections from rats (7-8 days post-
lesion} or mice (20-23 months). Non-specific binding was assessed using an excess of either
unlabelled PKJ;I1195 or A. Specificity for PBR vs central benzodiazepine binding sites was
evaluated by using an excess of unlabelled Flumazenil. Sections were incubated for 20 min in
Tris Buffer (TRIZMA pre-set Crystals, Sigma®, adjusted at pH 7.4 at 4°C, 50 mM with NaCl
120 miM), therll rinsed 2 times for 2 min with cold buffer, followed by a quick wash in cold
distilled water.,Sections were then placed in direct contact with a Phosphor-Imager screen and

exposed overnlight. Autoradiograms were analysed using ImageQuant™ software.

EXAMPLE 1

[MCIPK11195 |radiosynthesis: Final HPLC purification of [M'C]JPK11195 was performed on a
semi-preparative Waters Symmetry® C-18 HPLC colum (eluent : water / acetonitrile / TFA : 40/
60 / 01 [v:v:\}] - flow-rate : 7 mL/min) and the peak corresponding to radiochemically pure
["'CJPK11195 (Rt : 6.5-7.0 min) was collected. Typically, starting from a 55.5 GBq [''C]CO,
cyclotron prod:uction batch, about 4.5-5.0 GBq of ['"C]PK11195 were obtained within 30 min of
radiosynthesis (including HPLC purification and formulation). Radiochemical purity (determined
by analytical HPLC on Waters Symmetry-M® C-18 column) was greater than 95% and specific
radioactivities ranged from 50 to 90 GBq/umol (at the end of the radiosynthesis).

EXAMPLE 2

["CJ-A radiosynthesis (Labeling at the N-methylindole function): Final HPLC purification of
[''C]-A was pérformed on a semi-preparative Zorbax® SB-C-18 HPLC colum (eluent : 0.9% aq.
NaCl / EtOH /| 1M ag. phosphate buffer (pH 2,3) : 50/ 50/ 0.1 [v:v:v] ; flow-rate : 6 mL/min) and
the peak corresponding to radiochemically pure [''CJ-A (Rt : 8.0-8.5 min) was collected.
Typically, starting from a 55.5 GBq [''C]CO; cyclotron production batch, about 4.5-6.0 GBq of
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['"CI-A were obtained within 25 min of radiosynthesis (including HPLC purification and
formulation). Radiochemical purity (determined by analytical HPLC on Waters Symmetry—l\/l® C-
18 column) was greater than 95% and specific radioactivities ranged from 50 to 90 GBqg/umol
{at the end of the radiosynthesis).

EXAMPLE 3
["'Cl-A radioslynthesis (Labelling at the N,N-dimethylacetamide function): Final HPLC
purification of i ["'C]-A was performed on a semi-preparative SymmetryPrep® C-18 HPLC
column (eluent: - water / acetonitrile / TFA : 50/ 50 / 0.1 [viviv] ; flow-rate : 5 mL/min) and the
peak corresponding to radiochemically pure [''C]-A (Rt : 8.0-8.5 min) was collected. Typically,
starting from a 55.5 GBq ['"C]CO, cyclotron production baich, about 3.5-5.0 GBq of ["'CJ-A

were obtained| within 25 min of radiosynthesis (including HPLC purification and formulation).

Radiochemical purity (determined by analytical HPLC on Waters Symmetry-M® C-18 column)
was greater than 95% and specific radioactivities ranged from 50 to 90 GBg/pmol (at the end of
the radiosynthesis).

EXAMPLE 4

i) 4-hydroxy-Al synthesis. 4-Hydroxy-A may be resynthesized according to WO00/44384. R :
0.15 (SiO,-TLC (CH,Cly/MeOH: 95/5 v:v)). 'H NMR (DMSO-dg) 6 9.71 (s, 1H), 7.94 (s, 1H),
7.86 (d, 1H, Ji 8.4 Hz), 7.39 (d, 1H, J: 8.4 Hz), 7.32 (d, 2H, J: 8.8 Hz), 6.84 (d, 2H, J: 8.8 Hz),
4.27 (s, 3H), 4:'1.20 (s, 2H), 3.16 (s, 3H), 2.84 (s, 3H). *C NMR (DMSO-ds) & 168.6 [C], 157.1
[C], 154.8 [C],! 141.2 [C), 140.9 [C], 133.6 [C], 132.1 [C], 130.9 [C], 127.8 [2.CH], 124.0 [CH],
122.6 [CH], 118.9 [C], 117.3 [C], 115.3 [2.CH], 111.6 [CH], 40.0 [CH_], 37.4 [CH3], 35.4 [CHy],
32.0 [CHa].
i) ['*C]Methoxy-A radiosynthesis. Labelling with carbone-11 and final HPLC purification may be
performed as|described for the preparation of [''C]-A (example 2 / example 3} using the 4-
hydroxyderivative of A synthesized just above (example 4i).

EXAMPLE 5 _

General procedure for the synthesis of {fluoro)alkoxy-A and tosyloxyalkoxy-A. To a suspension
of K,CO5 (1 OTI mg, 0.73 mmol) in dry DMF (8-12 mL)} is added the 4-hydroxyderivative of A
{150 mg, 0.36 mmol, see WQ00/44384), in solution in dry DMF {2 mL). The reaction mixture is
stirred for 30, min at room temperature, followed by the gradual addition of the appropriate
alkylating reagent (2 eq.) in solution in DMF (2 mL}). The whole mixture was stirred for 2 hrs at
70°C and stirred an additional hour at room temperature. The mixture was then quenched by
addition of a gaturated aq NH,CI solution and extracted with CH,Cl,. The organic layers were
combined, washed with brine, dried over sodium sulfate, filkered and concentrated to dryness.
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The residue was purified by silica gel column chromatography (CH,Cl/MeOH 98:2 to 95:5 viv
as eluent) to afford the expected (fluoro)alkoxy-A as white powders or white fluffy solids,

EXAMPLE 6

Methoxy-A synthesis. The general procedure above (example 5) was used with methyliodide to
afford the target compound in 40% vield. R; : 0.35 (SiOZQTLC (CH2Cly/MeOH: 95/5 v:v)). 'H
NMR (CDCls) é 7.94 (d, 1H, J: 8.4 Hz), 7.53 (m, 3H), 7.33 (dd, 1H, J: 8.4, 1.6 Hz), 7.00 (d, 2H,
J: 8.8 Hz), 4.3:_$ (s, 3H), 4.18 (s, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.22 (s, 3H), 3.00 (s, 3H). *C NMR (CDCl,) &
168.4 [C], 158:.9 [C], 155.3 [C], 141.6 [C], 140.1 [C], 134.6 [C], 133.2 [C], 131.3 [C], 127.3
[2.CH], 123.3 [CH], 123.0 [CH], 119.0 [C], 117.4 [C], 113.9 [2.CH], 110.6 [CH], 55.5 [CH;], 39.6
[CHJ], 37.6 [C|-||3], 35.7 [CHz], 31.6 [CH4].

EXAMPLE 7 _
Fluoroethoxy-A synthesis. The general procedure above (example 5) was used with 2-
ﬂuoroethyl-tl-nlethylbenzenesulfonate (synthesized according to Damont A. et al. (2008) J.
label. Compds, Radiopharm. 51: 286-292) to afford the target compound in 83% vield. R;; 0.38
(8i02-TLC (CHCly/MeOH: 95/5 v:v)). 'H NMR (CD,Cl,) § 7.89 (d, 1H, J: 8.8 Hz), 7.58 (d, 1H, J:
1.6 Hz), 7.54 (Id 2H, J: 9.2 Hz), 7.34 (dd, 1H, J: 8.8, 1.6 Hz), 7.03 (d, 2H, J: 9.2 Hz), 4.78 (dt,
2H, Par 47.6! Sun 1 4.0 Hz), 4.32 (s, 3H), 4.27 (dt, 2H, S 28.4 Hz, LPuus: 4.0 Hz), 4.16 (s,
2H), 3.19 (s, 3H), 2.96 (s, 3H). *C NMR (CD,C!;) & 168.2 [C], 157.6 [C], 155.1 [C], 141.3 [C),
140.7 [C], 140.3 [C], 135.4 [C], 132.8 [C], 127.4 [2.CH], 123.2 [CH], 122.6 [CH], 118.9 [C],
117.2 [C], 114.3 [2.CH], 110.7 [CH], 82.0 [d, J'cr: 169 Hz, CHy), 67.5 [d, J%cs: 20 Hz, CHJ),
39.5 [CHg], 37.4 [CH3], 35.2 [CHg], 31.6 [CH4]. Anal. Calcd for CasHzCIFN,O4.0.15 Ho0O: C,
60.11, H, 4.89] N, 12.19, found : C, 60.00, H, 4.96, N, 12.18.

EXAMPLE 8
Fluoropropoxy-A synthesis. The general procedure above (example 5) was used with 3-

fIuoropropyl-4-lmethylbenzenesulfonate to afford the target compound in 58% vield. R; : 0.39
(SiOTLC (Cl—ilchZIMeOH: 95/5 v:v)). 'H NMR (CD,Cly) & 7.89 (d, 1H, J: 8.4 Hz), 7.58 (d, 1H, J:
1.6 Hz), 7.52 (d, 2H, J: 8.2 Hz), 7.34 (dd, 1H, J: 8.4, 1.6 Hz), 7.01 (d, 2H, J: 9.2 Hz), 4.67 (dt,
2H, J%e: 46.8 Hz, % : 6.0 Hz), 4.31 (s, 3H), 4.16 (m, 4H), 3.19 (s, 3H), 2.96 (s, 3H), 2.20
(da®, 2H, S35 26.0 Hz, J%,: 6.0). *C NMR (CD:Cl,) & 168.2 [C], 158.0 [C], 155.1 [C], 141.3
[C], 140.3 [C],|135.0 [C], 132.8 [C], 131.3 [C], 127.3 [2.CH], 123.2 [CH], 122.5 [CH], 119.0 [C},
117.2 [C], 114.2 [2.CH], 110.7 [CH), 80.8 [d, J'cr: 163 Hz, CH,], 63.9 [d, S 6.0 Hz, CHy),
39.5 [CHy), 37)4 [CHa], 35.2 [CH3], 31.5 [CHa], 30.3 [CH,, J%:.x 20.0 HZ].

3
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EXAMPLE 9 ‘

Fluorobutoxy-A synthesis. The general procedure above (example 5) was used with 4-
fluorobutylbror%lide to afford the target compound in 70% vyield. R : 0.40 (SiO,TLC
(CH,Cl./MeOH: 95/5 v:v)). 'H NMR (CD,Cl;) 5 7.90 (d, 1H, J: 8.8 Hz), 7.58 (d, 1H, J: 1.6 Hz),
7.51 (d, 2H, J:'9.2 Hz), 7.34 (dd, 1H, J: 8.8, 1.6 Hz), 6.99 (d, 2H, J: 8.2 Hz), 4.54 (dt, 2H, J3¢:
47.2 Hz, JPun 5.6 Hz), 4.33 (s, 3H), 4.16 (s, 2H), 4.08 (t, 2H, J: 5.6 Hz), 3.19 (s, 3H), 2.96 (s,
3H), 1.97-1.85 (m, 4H). *C NMR (CD.Cl,) § 168.2 [C), 158.2 [C], 155.1 [C], 141.3 [C], 140.2
[C]. 134.9 [C],|132.8 [C], 131.4 [C], 127.3 [2.CH], 123.2 [CH], 122.5 [CH], 119.0 [C], 117.2 [C],
114.2 [2.CH], 110.7 [CH], 83.8 [d, J'cr: 163 Hz, CH,], 67.6 [CHal, 39.5 [CH_], 37.4 [CH4], 35.2
[CH], 31.5 [CHy], 27.1 [CHy, J2crr 20.0 Hz), 25.1 [CH,, o5 5.0 Hz).

EXAMPLE 10l

2-(Fluoroethoxy)ethoxy-A synthesis. The general procedure above (example 5) was used with
2-(2-fluoroethoxy)ethyl-4-methylbenzenesulfonate to afford the target compound in 69% vield.
R: : 0.45 (SiOy-TLC (CHyCly/acetone: 80/20 v:v)). '"H NMR (CD.Cl,) § 7.91 (d, 1H, J: 8.4 Hz),
7.60 (d, 1H, J: 1.6 Hz), 7.54 (d, 2H, J: 8.8 Hz), 7.36 (dd, 1H, J: 8.4, 1.6 Hz), 7.04 (d, 2H, J: 8.8
Hz), 4.61 (dt, |2H, J%¢: 48.0 Hz, S50 4.0 H2), 4.34 (s, 3H), 4.22 (t, 2H, J: 4.8 Hz), 4.17 (s,
2H), 3.91 (@, 2H, J: 4.8 Hz), 3.83 (dt, 2H, S 30.0, JPun: 4.0 Hz), 3.21 (s, 3H), 2.98 (s, 3H).
C NMR (CD,Cl,) & 168.2 [C], 157.9 [C], 155.1 [C], 141.3 [C], 140.3 [C], 135.1 [C], 132.8 [C],
131.4 [C], 127.3 [2.CH], 123.2 [CH], 122.5 [CH], 119.0 [C], 117.2 [C], 114.3 [2.CH], 110.7 [CH],
83.2 [d, J'cr: 167 Hz, CH3], 70.4 [d, J%c¢: 19 Hz, CH;), 69.7 [CHz), 67.8 [CH2], 39.5 [CHy), 37.4
[CHa], 35.2 [CH3], 31.6 [CH].

EXAMPLE 11
2-(2-(Fluoroethoxy)ethoxy)ethoxy-A synthesis. The general procedure above (example 5) was
used with 2-(2-(2-fluorosthoxy)ethoxy)ethyl-4-methylbenzenesulfonate to afford the target
compound in 63% yield. R : 0.32 (Si0,-TLC (CH,Clofacetone: 80/20 viv)). "H NMR (CD;Cly) &
7.91 (g, 1H, J: 8.8 Hz), 7.60 (d, 1H, J: 1.6 Hz), 7.54 (d, 2H, J: 8.8 Hz), 7.36 (dd, 1H, J: 8.8, 1.6
Hz), 7.04 (d, 2H, J: 8.8 Hz), 4.57 (dt, 2H, J3.r: 47.6 Hz, Jun 1 4.4 Hz), 4.33 (s, 3H), 4.21 (¢, 2H,
J: 4.4 Hz), 4.17 (s, 2H), 3.88 (t, 2H, J: 4.8 Hz), 3.80-3.65 (m, 6H), 3.21 (s, 3H), 2.98 (s, 3H). °C
NMR (CD:Cl) 5 168.2 [C], 158.0 [C], 155.1 [C], 141.3 [C], 140.3 [C], 135.1 [C], 132.8 [C], 131.4
[C], 127.3 [2.¢H], 123.2 [CH], 122.5 [CH], 118.0 [C], 117.2 [C], 114.3 [2.CH], 110.7 [CH], 83.2
[d, J'cs: 167 Hz, CHg, 70.7 [CHy), 70.8 [CH], 70.3 [d, J%c¢: 19 Hz, CH,], 69.6 [CH,], 67.8
[CHy], 39.5 [C!H;g], 37.4 [CH3), 35.2 [CHg)], 31.6 [CH3].
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EXAMPLE 12
Tosyloxyethoﬁ-A synthesis. The general procedure above (example 5) was used with ethane-
1,2-diyl bis(4-methylbenzenesulfonate) (synthesized according to Damont A. et al. (2008) J.
label. Compds Radiopharm, 51: 286-292) to afford the target compound in 45% vield. Ry: 0.72
(SiO.-TLC (CHp_Clg/MeOH 95/5 v:v)). 'H NMR (CD.Cl,) & 7.89 (d, 1H, J: 8.8 Hz), 7.84 (d, 2H, J:
8.4 Hz), 760(d 1H, J: 1.6 Hz), 7.53 (d, 2H, J: 8.8 Hz), 7.41 (d, 2H, J: 8.4 Hz), 7.36 (dd, 1H, J:
8.8, 1.6 Hz), 6|91 (d, 2H, J: 8.8 Hz), 4.40 (t, 2H, J: 4.4 Hz), 4.32 (s, 3H), 4.22 {t, 2H, J: 4.4 Hz),
4.17 (s, 2H), 321 (s, 3H), 2.98 (s, 3H), 2.48 (s, 3H). °C NMR (CDCl;) 5 168.1 [C], 157.2 [C],

155.0 [C], 145.2 [C], 141.2 [C], 140.3 [C], 135.5 [C], 132.8 [C], 132.7 [C], 131.3 [C], 129.2
[2.CH], 127.9 [2.CH], 127.4 [2.CH], 123.2 [CH], 122.6 [CH], 118.9 [C], 117.2 [C], 114.4 [2.CH],
110.7 [CH], 68.3 [CH,], 65.8 [CH;], 39.5 [CH], 37.4 [CH3], 35.2 [CH3], 31.6 [CH3], 21.3 [CHal.
Tosyloxypropoxy-A, tosyloxybutoxy-A, 2-(tosyloxyethoxy)ethoxy-A and 2-(2-
(tosyloxyethoxy)ethoxy)ethoxy-A as precursors for the labelling with fluorine-18 of the above
described fluoroalkoxy-A derivatives may be prepared as described just above with the
appropriate alkylating reagent. |

EXAMPLE 13
['®F]Flucroethdxy-A radiosynthesis: Final HPLC purification of [“Flflucroethoxy-A was
performed onla semi-preparative Symmetry® C-18 HPLC colum (eluent : water / acetonitrile /
TFA : 60/ 40/ 0.1 [v:v:v] ; flow-rate : 5 mL/min} and the peak corresponding to radiochemically
pure [*°*Flfluoroethoxy-A (Rt : 11.0-13.0 min) was collected. Starting from a 37 GBq ["®F]fluoride
cyclotron production batch, about 3.7 GBq of [°Ffluoroethoxy-A were obtained within 90 min of
radiosynthesis (including HPLC purification and formulation). Radiochemical purity (determined
by analytical HPLC on Waters Symmetry-M® C-18 column) was greater than 95% and specific

radioactivities|greater than 50 GBg/umol (at the end of the radiosynthesis).
[®F]Fluoropropoxy-A,  [*Fifluorobutoxy-A,  2-([*Flflucroethoxy)ethoxy-A  and  2-(2-
(["®F]fluoroethoxy)ethoxy)ethoxy-A may be prepared as described just above from the
corresponding tosyloxyalkoxy-A derivatives (example 12) as precursors for fluorine-18-
labelling.

EXAMPLE 14

The uptake o|f ["'C]-A is significantly higher in the lesioned striatum of AMPA-injected rats (the
region in which PBR expression is induced) compared to the intact controlateral striatum which
is expected to express no or non-significant amounts of PBR (Figure 1). The uptake of ["'C]-A
is also significantly higher than the uptake observed with reference PBR PET ligand,
[MCIPK11195, in the lesioned striatum (Figure 1). The ratio of the uptake in the lesioned over
the intact striatum is also significantly higher for ["'CJ-A than for [''CIPK11195 (Figure 2). The

|
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binding potentilal and R1 are significantly higher for ['"C]-A than for [''C]PK11195 (BP = 1.65 *
0.36 vs 0.66 = 0.15; R1 = 1.26 £ 0.08 vs 1,10 + 0.05).

Both unlabeueli PK11195 (Figure 3) and A (Figure 4) (1 mg/kg i.v.; 20 min post [''C]-A
injection) significantly reduced the brain uptake of [''C]-A in the lesioned striatum. Both
unlabelled compounds induced a small increase in [''C]-A binding in the controlateral side
+ which is probably due to an increase in the blood concentration of [''C]-A due to the release of
["'C}-A from extra-cerebral binding sites.

Analysis of the! metabolites present in the blood and the plasma of rats at 10 and 20 min after
"'C)-A injectioﬁ and of the metabolites present in the brain of rats at 10, 20 and 30 min after
["'C]-A injection essentially detected the parent compound only (Figure 10).

In addition, autoradiography of [''C]-A binding on brain sections mirrored the imaging results
with a high ipsilateral to contralateral ratio (3.8), which is abolished by an excess of unlabelléd
PK11195 or A (Figure 5). A small, but significant reduction of [''CJ-A binding was observed with

unlabelled flumazenil, a benzodiazepine antagonist (Figure 5)

EXAMPLE 15|
in both APPxf|P81 and wild type PS1 transgenic mice, [''C]-A uptake in the whole brain
(cerebellum excluded) is higher than the uptake of ["CJPK11195 (Figure 6). However, the
uptake of both [''C]-A and ["'CJPK11195 is not significantly higher in APPxPS1 vs wild type
PS1. By contr?st, specific of [°H]-A binding is about 2-fold greater in whole brain sections from
APPxPS1 mice compared to wild type PS1 mice (Figure 7).

These data demonstrate that ['"CJ]-A can specifically detect increased PBR binding and
inflammation in an acute model of rat neuroinflammation and in a mouse model of Alzheimer's
disease. In vivo PET imaging confims that [''C]-A can be used to image PBR receptor
overexpressiop and neuroinflammation in rodents. Moreover, the PBR receptor binding
observed by PET imaging with [''C}-A is greater than that observed with the reference PBR
receptor PET ligand, ['C]JPK11195.

EXAMPLE 16|

The uptake of [''CJ-A is significantly higher in the lesioned right striatum of a quinolinic acid-
injected primate compared to [''C]-A uptake in the contralateral non-injected striatum and two
non-injected control brain regions (cerebellum, prefrontal cortex) 24 hrs after excitotoxin
injection (Figure 8). ['CJ-A uptake in the contralateral non-injected striatum remained stable
and at the same level as ["MCJ-A uptake in the brain regions of a non-injected primate (Figure
8). The increase in ["*CI-A uptake could still be visualized at 48 hrs after excitotoxin injection (in
the left hemisphere), whereas ["C]-A uptake at 7 months after excitotoxin injection (kinetics in
the right striatum lesioned 7 months earlier) had retumned to baseline levels. A more detailed
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characterisation of the early phase of neuroinflammation demonstrates that the increased [''C]-
A uptake can be visualised from 24 hrs up to 16 days (Figure 9). Systemic administration of a
large excess of unlabelled PK11195 30 min after radiotracer injection resulted in a specific
displacement !of the ["'C]-A binding in the lesioned striatﬁm with no noticeable changes
observed in the non-lesioned control brain regions (Figure 9).

Applications:

The present inivention can be applied as a diagnostic tool and as a tool to follow the evolution
and progression of pathologies in which the levels of the PBR are altered and in which
inflammation is present. The invention can also be applied to receptor occupancy studies and
to evaluate the efficacy of therapeutic freatments in pathological conditions and as a
translational biomarker for research from animai models to humans.
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CLAIMS

1. Use of radiolabelled 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-
pyridazilno[4,5-b]indole-1-acetamide as a biomarker for the detection, in an individual, of
PBR levels associated with normal and pathological conditions, wherein the radiotabel
is chosen among carbon-11, radichalogens and radiometals.

2. Use according to claim 1 wherein 7-chioro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydror4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide is radiolabelled with carbon-11,

3. Use according to claims 1 and 2 wherein 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-
phenyl-3,5-dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide is radiclabelled with carbon-
11 on the carbon of the methyl group located on position 5 of the indole nucleus.

4. Use according to claim 1 wherein 7-chloro-N, N, 5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide is radiolabelled with radiohalogens.

5. Use according to claims 1, or 4 wherein 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-
phenyl—ia,5—dihydro-4H-pyridazino[4,5-b1indo[e-1-acetamide is radiolabelled with the
rad ioha:logen fluorine-18.

6. Use according to claims 1 or 5 wherein 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydror4H-pyridazino[4,5-b]indole-1-acetamide is radiolabelled with fluorine-18 on the
para position of the 3-phenyle ring.

7. Use according to claims 1-6 wherein the detection of PBR levels and
inflammation is performed by PET imaging (positron emission tomography) or SPECT
imaging (single photon emission computed tomography).

8. Use according to claims 1-7 wherein the detection of PBR levels and inflammation is

performed by PET imaging (positron emission tomography).

9. Use according to claims 1-8 wherein pathological conditions related to changes
in PBR levels are selected from brain injuries, brain infections and neurological

]
. |
diseases.

10. Use according to claims 1-8 wherein pathological conditions related to changes

in PBR [levels are selected from psychiatric diseases.
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11.  Wse according to claims 1-8 wherein pathological conditions related to changes
in PBR levels are selected from proliferative diseases.

12.  Use according to claims 1-8 wherein pathological conditions related to changes
in PBR levels are selected from peripheral inflammatory processes.

13.  Use according to claims 1-8 wherein detection of PBR levels is performed for

occupancy studies.

14, Use according to claims 1-8 wherein detection of PBR levels is performed for

evaluating the efficacy of a therapeutic treatment.

15. Method for the detection of PBR levels associated with normal conditions and
changes in PBR levels associated with pathological conditions wherein the detection is
performed using a radiolabelied form of 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydro|—4H-pyridazino[4,5-b]indole-1-acetamide, wherein the radiolabel is chosen

among carbon-11, radichalogens and radiometals.

16.  Method according to claim 15 wherein the radiolabelled form of 7-chloro-N,N,5-
trimethy'rl-4-oxo-3-phenyt-s,5-dihydro-4H—pyridazino[4,5—b]indo]e—1-acetamide contains

carbonl1 1.

|
17. Il‘v‘[ethod according to claims 15-16 wherein 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-
phenyl-'3,5—dihydro-4H-pyridazino[4,5-b]indo!e-1-acetamide is radiolabelled with carbon-
11 on the carbon of the methyl group located on position 5 of the indole nucleus.

|
18, Melthod according to claim 15, wherein 7-chloro-N, N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydro-4H-pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide is radiolabelled with fluorine-18,

19. Method according to claim 15 wherein 7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-oxo-3-phenyl-3,5-
dihydro|-4H-pyridazino[4.5-b]indole-'l-acetamide is radiolabelled with fluorine-18 on the
para position of the 3-phenyle ring.

20. Method according to claims 15-19 wherein pathological conditions related to
changés in PBR levels are selected from brain injuries, brain infections, and

neuroclogical diseases.

21.  'Method according to claims 15-19 wherein pathological conditions related to
changes in PBR levels are selected from psychiatric diseases.

22, Method according to claims 15-19 wherein pathological conditions related to
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changes in PBR levels are selected from proliferative diseases.

23.  Method according to claims 15-19 wherein pathological conditions related to
changes in PBR levels are selected from peripheral inflammatory processes.

24. Method according to claims 15-19 wherein detection of PBR levels is performed
for occupancy studies.

25. Method according to claims 15-19 wherein detection of PBR levels is performed
for evaluating the efficacy of a therapeutic treatment.

26.  Diagnostic kit for the detection of PBR levels associated with normal conditions
and changes in PBR levels associated with pathological conditions comprising a
radioIatLelled foorm  of  7-chloro-N,N,5-trimethyl-4-ox0-3-phenyl-3,5-dihydro-4H-
pyridazino[4,5-blindole-1-acetamide.
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Plasma Brain
Ligand Sac;riﬁce plasma/ % HPLC Numberof | Extraction | % HPLC Number of | Extraction
(min post blood intact metaholites yield intact metabolites yield
Injection) ratlo fonm form
|
-A 10 0.1 100 0 89 100 99
A 2|0 0.1 100 0 n.d. 100/100 * n.d.
[ Undetectable
-A 30 0.1 level 100/100 * ] n.d.
* lesioned / controlateral side
Figure 10
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USO DE 7-CLORO-N,N,5-TRIMETIL-4-OX0-3-FENIL-3,5-DIHIDRO-4H-PIRIDAZINO[4,5-
l B]INDOL-1-ACETAMIDA COMO BIOMARCADOR
DE LOS NIVELES DEL RECEPTOR PERIFERICO DE BENZODIAZEPINAS

|
La presente invencién se refiere al uso de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-

piridazino[4,5-inndol-1-acetamida como biomarcador para la deteccién, en un individuo, de los
niveles de PBR (receptor periférico de benzodiazepinas) asociados con estados normales y
patologicos. Lal presente invencion también se ocupa de un método de deteccion de los

niveles de PBR para los propdsitos anteriores.

Bajo estados fisicldgicos normales, el PBR, también conocido como proteina translocadora 18
kDa (TSPO) (Papadopoulos, B. ef al. {2006) Trends Pharmacol. Sci. 27: 402-409), se expresa
en bajos niveles en el cerebro, principalmente en las célutas microgliales, y se expresa en gran

medida en varios tejidos periféricos, tales como las glandulas adrenales, glandula pineal,

glandulas salivares, génadas, rifién, pulmoén, corazén y musculo esquelético (Chen, M-K. y
Guilarte, T. (2008) Pharmacology and Therapeutics 118: 1-17; Venneti, S. et al (2006)

Progress in Neurobiol. 80: 308-322). Estudios de localizacion subcelular con el ligando de

referencia del |PBR, [3H]PK11195, han demostrado que el PBR esta localizado en la
membrana exte'rior de las mitocondrias (Anholt, R.R. et al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 576-583;
Antkiewicz-Michaluk, L. ef al. (1988) Mol. Pharmacol. 34: 272-278). Sin embargo, estudios
inmunohistoquimicos también han mostrado que el PBR se expresa en celulas sanguineas
(desprovistas de mitocondrias) (Olson, J.M. et al. (1988) Eur. J. Pharmacol. 152: 47-33) y
puede estar lodalizado en la membrana plasmatica (O'Beirne, G. et al. (1990) Eur. J. Biochem,
188: 131-138; Woods, M.J. et al. (1996) Biochem. Pharmacol. 51: 1283-1292). También se ha
observado unajlocalizacién nuclear o perinuclear del PBR en el cancer de mama (Hardwick, M.
et al. (1999) Céncer Res. 59: 831-842), células de glioma humanas (Brown, R.C. ef al. (2000)
Cancer Lett. 156: 125-132), células de tumor hepatico (Corsi, L. et al. (2005) Life Sci. 76: 2523-
2533}y célulasI gliales (Kuhlmann, A.C. y Guilarte, T.R. (2000} J. Neurochem. 74: 1694-1704).

Se observa un notable aumento en los niveles de PBR después de un dafio celular,
inflamacién o proliferacion, y esta asociado con varios estados patolégicos agudos y crénicos
(Chen, M-K. y Guilarte, T. (2008) Pharmacology and Therapeutics 118: 1-17; Venneti, S. et al.
(2006) Progress in Neurabiology 80: 308-322). Estos incluyen: lesiones cerebrales, tales como
ictus y dafio por isquemia-reperfusion (Gerhard, A. et al. (2000} Neuroreport 11: 2957-2960;
Gerhard, A. efjal. (2005) Neuroimage 24: 404-412), dafio cerebral traumatico (Raghavendra,
R. et al. (2000) Exp. Neurol. 161. 102-114); infecciones cerebrales, tales como encefalitis
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(Banati, R.B. etjal. (1999) Neurology 53: 2199-2203; Cagin, A. et al. (2001) Brain 124: 2014-
2027); enfermedades neuroclogicas, tales como esclerosis multiple (Banati, R.B. et al. (2000)
Brain 123: 2321-2337), enfermedad de Alzheimer y demencia (Cagnin, A. et al. (2001) Lancet
358 461-467; \llersijpt, J.J. et al. {2003) Eur. Neurol. 50: 39-47), enfermedad de Parkinson
{Ouchi, Y. et al|(2005) Ann. Neurol. 57: 168-175; Gerhard, A. ef al. (2006) Neurobiol. Dis. 21:
404-412), escleli'osis lateral amiotréfica (Turner, M.R. et al. {2004) Neurobiol. Dis. 15: 601-609),
degeneracion cortico-basal (Gerhard A. et al. (2004) Mov. Disord. 19: 1221-1226; Henkel, K. et
al. (2004) Mov. Disord. 19: 817-821), enfermedad de Huntington (Messmer, K. y Reynolds,
G.P. (1998) Neurosci. Lett. 241: 53-56; Pavese, N. ef al. (2006) Neurology 66: 1638-1643) y
epilepsia (Sauvfageau, A. et al. (2002) Metab. Brain Dis. 17: 3-11). El aumento de los niveles

de PBR en patologias del SNC se observa principalmente en las células microgliales (Chen,
M-K. y Guilarte,| T. (2008) Pharmacology and Therapeutics 118: 1-17; Venneti, S. ef al. (2006)
Progress in Neurobiology 80: 308-322).

También se observan grandes aumentos en el PBR en el cancer (Cornu, P. et al. (1992) Acta.
Neurichir. 119: 146-152; Hardwick, M. et al. (1999) Cancer Res. 59: 831-842; Maaser, K. et al.
{2002) Cancer Res. 8: 3205-3209), inflamacién pulmonar (Audi, S.H. et al. (2002) Lung. 180:
241-250; Hardwick, M.J. et al. (2005) Mol. Imaging. 4: 432-438), isquemia cardiaca (Mazzone,
A. et al. (2000) J. Am. Coll. Cardiol. 36: 746-750), isquemia renal (Zhang, K. et al. (2006) J.
Am. Coll. Surg. 203: 353-364), reumatismo (fibromialgia} (Faggioli, P. et al. (2004)
Rheumatology [(Oxford) 43: 1224-1225), degeneracion del nervio ciatico (Mills, C.D. et al.
(2005) Mol. Cell. Neurosci. 30: 228-237), artritis psoriatica (Guisti, L. et al. (2004) Clin.
Biochem. 37: 61-66) y aterosclerosis (Fujimura, Y. et af. (2008) Atherosclerosis, 201: 108-111;
Laitinen, I. ef al. (2008) Eur. J. Nuc. Med. Mol. Imaging 36: 73-80).

En contraste, |se observa una disminucion en los niveles de PBR en el cerebro de los

pacientes de gsquizofrenia (Kurumaji, A. et al. (1997) J. Neural. Transm. 104: 1361-1370;
Wodarz, N. et al. (1998) Psychiatry Res. 14: 363-369) y en la artritis reumatoide (Bribes, E. et
al. (2002) Eur. J. Pharmacol. 452; 111-122) y osteoartritis (Bazzichi, L. ef al. (2003) Clin.
Biochem. 36: 57-60).

La capacidad clie tomar imagenes de los niveles de PBR in vivo en el cerebro y otros tejidos
podria servir, por lo tanto, como un importante biomarcador de la progresion de la enfermedad,
para determinar y evaluar la eficacia de un tratamiento terapeutico y para evaluar la ocupacion

del receptor PBR in vivo.

El ligando PET de referencia para PBR, [11C]PK11195, ha sido usado de manera extensa
para la toma de imagenes in vivo de los niveles de PBR en varios estados neuropatolégicos
(Chen, M-K'y Guilarte, T. (2008) Pharmacology and Therapeutics 118: 1-17; Venneti, S. ef al.



(2006) Progress's in Neurobiology 80: 308-322). Sin embargo, el [11C]PK11195 muestra una
absorcion en el|{cerebro relativamente baja, una alta unién no especifica y una pobre relacion
sefial a ruido. Estas propiedades limitan la sensibilidad del [11CJPK11195 para la toma de
imagenes PET ide los niveles de PBR y estudios de ocupacion en el SNC. El desarrollo de
ligandos PET pgara PBR mejorados, con una unidén especifica mas alta y mayor sensibilidad

que el [V1C]PK11195 proporcionaria, por lo tanto, un importante avance para la toma de

imagenes de los niveles de PBR en el cerebro y otros tejidos.

Entre los compuestos descritos y reivindicados en los documentos WO 99/06406 y WO
00/44384, un derivado de piridazino[4,5-bjindol, la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-
dihidro-4H-piridazino[4,5-blindol-1-acetamida, fue identificado como  particularmente
interesante parll el uso como ligando PET (o0 SPECT) para el PBR. Este compuesto tiene una
alta afinidad por el PBR in vifro e in vivo (Ferzaz, B. et al. (2002} J. Pharm. Exp. Therap. 301:
1067-1078).

Compendio de la invencion

La presente invencion se ocupa del uso de una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-
4-oxo-3-feniI-3,’|.5-dihidro-4H—piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida como biomarcador para la
deteccién de niveles de PBR asociados con estados normales y niveles de PBR asociados con
estados patologicos.

La presente invencion tambiéen se ocupa de un método para la deteccion de niveles de PBR
asociados con estados normales y niveles de PBR asociados con estados patolégicos usando
una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-
blindol-1-acetamida.

La presente invencion también se ocupa de un kit de diagndstico para la deteccion de niveles

de PBR.

Definiciones

Por razones de conveniencia y para facilitar la lectura, el compuesto 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-
oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida se ha renombrado como “A" en

algunos capitulos de la presente solicitud.

Para la presente invencion, las siguientes palabras se deben entender de la manera gque sigue.

LY
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-Biomarcador: una caracteristica que puede ser medida objetivamente (es decir, con precision

y reproducibilidad aceptables) y usada como indicador de un proceso fisiolégico normal o
patolégico y para evaluar la accién de terapias médicas. Un biomarcador puede ser un
parametro bioldgico, anatémico, fisioldgico, bioquimico o molecular que puede ser detectado

en un tejido o eh un fluido biologico.

-Inflamacién: respuesta al dafio o la destruccion de los tejidos. En la periferia, la inflamacion
aguda consiste en infiltrados leucociticos caracterizados por células polimorfonucleares
(neutrdfilos) y | la inflamacién cronica consiste en células mononucleares (macrofagos,
linfocitos, célulelas del plasma). En el cerebro, la inflamacion incorpora un amplio espectro de
respuestas celulares, que incluyen la activacion de la microglia y los astrocitos y la
participacion de citocinas y quimiocinas, proteinas de! complemento, proteinas de fase aguda,
dafio oxidativo, y procesos moleculares relacionados. Estos sucesos pueden tener efectos
perjudiciales sobre la funcién neuronal, conduciendo a un dafio neuronal y activacion glial
posterior y finalmente neurodegeneracién. En respuesta a la inflamacion cerebral, las células

gliales (mayoritariamente microglia) se activan y sobreexpresan el PBR. Los niveles de PBR

en el cerebro son, por lo tanto, un indicador de la neurcinflamacion, y pueden ser considerados

como un biomarcador de la neurcinflamacion para la presente invencion.

-Estados patolégicos: estos estados pueden incluir enfermedades neurclogicas: cualquier
dano, trastorno o enfermedad que afecte a la funcion del sistema nervioso central. Estos

pueden incluir |[dafios cerebrales agudos, tales como ictus, dafio por isquemia-reperfusion y

dano cerebrall traumatico; infecciones cerebrales, tales como encefalitis; enfermedades
neuroldgicas, tales como esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, escl1erosis lateral amiotrofica, demencia, degeneracion cortico-basal, enfermedad
de Huntington‘y epilepsia; los estados patologicos tambien pueden incluir enfermedades
psiquiatricas, tales como esquizofrenia; procesos inflamatorios periféricos, tales como
inflamacion pulmonar, aterosclerosis, isquemia cardiaca, isquemia renal, reumatismo
(fibromialgia), alartritis psoriatica, artritis reumatoide y osteoartritis; enfermedades proliferativas,

t
tales como cancer.

-Ocupacién de|| receptor: una medida de la cantidad de unién a una diana bioquimica o
receptor. El nivel de ocupacion del receptor para un farmaco se puede medir comparando las
medidas de tiémpo-actividad obtenidas con un ligando PET radiomarcado solo y cuando el
ligando PET es dado despues de la administracién del farmaco sin marcar. El ligando PET
debe unirse al mismo receptor que el farmaco sin marcar. La cantidad del ligando PET

: | - . . .
radiomarcado que se une al receptor disminuye en presencia de concentraciones crecientes




del farmaco sin marcar. La magnitud de esta disminucion se define como la ocupacion del

- ,
receptor del farmaco sin marcar.

-Toma de imagenes por PET: la tomografia de emisién de positrones es una tecnica de toma
de imagenes que produce una imagen o mapa tridimensional de procesos funcionales en el
cuerpo. El sistema detecta pares de rayos gamma emitidos indirectamente por un radioniclido

emisor de positrones (frazador), que es introducido en el cuerpo sobre una molécula

|

espacio tridime|nsiona| dentro del cuerpo mediante analisis por ordenador. Los materiales

usados para la PET son escintiladores como germanato de bismuto, oxi-ortosilicato de lutecio

bioldgicamente activa. Después se reconstruyen imagenes de la concentracion del trazador en

u ortosilicato de gadolinio, debido a su alto poder de detencién de rayos y y velocidad de
conversion de sefales. La micro PET es la aplicacion de la PET para la toma de imagenes en

animales pequenos.

-Toma de imagenes por SPECT: la tomografia computerizada de emisién de fotones
individuales es‘| ofra técnica de toma de imagenes que produce una imagen o mapa
tridimensional de procesos funcionales en el cuerpo. El sistema detecta directamente rayos
gamma emitidos por un radionlclido emisor de fotones individuales (trazador), que es
introducido en el cuerpo sobre una molécula bioldégicamente activa. Despues se reconstruyen
tambien imagenes de la concentracidn del trazador en espacio tridimensicnal dentro del

cuerpo mediantle analisis por ordenador.

-Forma radiomarcada: cualquier molécula donde uno o varios atomos han sido reemplazados
por isétopos que permiten su deteccidn. Los radicisétopos emisores de positrones usados més
frecuentemente para la toma de imagenes por PET son: carbono-11 (6 ''C, t2=20 min),
nitrégeno-13 (csi BN, t,,=10 min), oxigeno-15 (6 0, t,»=2 min). También son de consideracion
moléculas a Ias} que se han anadido atomos adicionales con el fin de marcar los derivados con
otros radioisétopos emisores de positrones para la toma de imagenes por PET, tales como
flior-18 (6 °F, t,,=110 min), pero también galio-68 (**Ga, t,,=68 min), cobre-64 (*Cu, t,,=12,7
h), bromo-76 (6 "Br, t,,=16,1 h) y yodo-124 (6 ", t,,=4,2 dias). Finalmente, también son de
consideracién moléculas a las ‘que se han anadido otros atomos adicionales con el fin de
marcar 0s de}ivados con radioisotopos emisores de fotones individuales para la toma de
imagenes por |[SPECT, tales como yodo-123 (6 I, t,=13,1 h} o tecnecio-99m (6 *™Tc,

t1,'2=6,0 h)

La sintesis de IIigandos radiomarcados y la sustitucion de un atomo por un isétopo se pueden
realizar mediante varias técnicas conocidas por las personas expertas en la técnica. Por

ejemplo, para la sustitucion de un atomo de carbono por un carbono-11, se pueden usar varios



derivados, tales como yoduro de ['C]metilo o triflato de [''C]metilo (Welch M.J. et al. (2003) en
Handbook of R'adiopharmaceuticals - Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly
CS Eds.), New York-Chichester-Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 1-848). En el caso
de A, varios grupos metilo pueden ser marcados con carbono-11, tales come las funciones

N, N-dimetilacetamida o N-metilindol.

En el caso de un marcado con flior-18, el radioisétopo puede unirse directamente a la
estructura central (A) por sustituciones nucledfilas alifaticas o aromaticas (incluyendo
heteroarométicgs {Dollé F. et al. (2005) Curr. Pharm. Design 11: 3221-3235)) o sustituciones
electrofilas, o e‘nlazarse mediante la adicién de un grupo espaciador, siendo ambas técnicas
conocidas por (las personas expertas en la técnica (Kilbourn MR. (1990) en Fluorine-18
Labeling of Radiopharmaceuticals, Nuclear Science Series (KiIonm MR Ed.}), National
Academy Pres's, Washington, D.C., 1-148; Lasne M.-C. ef al. (2002) Topics in Current
Chemistry 222:/1201-258; Cai L. ef al. (2008) Eur. J. Org. Chem. 17: 2853-2873; Dollé F. et al.
(2008) en Fluotine and Health: Molecular Imaging, Biomedical Materials and Pharmaceuticals,

Tressaud A, Haufe G (Eds). Elsevier: Amsterdam-Boston-Heidelberg-London-New York-

Oxford-Paris-San Diego-San Francisco-Singapore-Sydney-Tokyo, 3-65). De particular interes
es el uso de un enlazante de alquilo, alguenilo o alquinilo para la adicion del atomo de fltor-18
(Damont A. et |al. (2008) J. Label. Compds Radiopharm. 51: 286-292; Dollé F. et al. {2006)
Bioorg. Med. Chem. 14: 1115-1125; Dollé F. et af. (2007) J. Label. Compds Radiopharm. 50:
716-723).

En el caso de un marcado con otro haldégeno (tal como bromo-76, yodo-123 o yodo-124), el
radiocisotopo tarlnbién puede unirse directamente por sustituciones nucledfilas o electrdfilas a la
estructura central (A) o enlazarse mediante la adicion de un grupo espaciador, siendo ambas
técnicas conocidas por las personas expertas en la técnica (Maziére B. et al. (2001) Curr.
Pharm. Des. ']I 1931-1943; Coenen H.H. et al. (2006) en Radioiodination reactions for
pharmaceuticals — Compendium for effective synthesis strategies, Coenen H.H., Mertens J,,

Maziére B. (Eds), Springer Verlag, Berlin-Heidelberg, 1-101).

En el caso del marcado con radiois6topos metalicos (tales como galio-68, cobre-64 o tecnecio-
99m), el método preferido usado, que sera considerado por una persona experta en la técnica,
es el uso de un agente quelante bifuncional basado en, por ejemplo, los poliaminocarboxilatos
de cadena abierta acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y acido dietilentriaminopentaaceético
(DTPA), el m!acrociclo poliaminocarboxilico acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético (DOTA), mercaptoacetildi- y triglicina (MAG2, MAG3), bis-(S-benzoil-

tioglicoloil)diaminopropanoato ((SBT),DAP) y acido hidrazinonicotinico (HYNIC), que facilitan la




complejacion del cation radiometalico en una funcion y la union covalente a la molecula central
en otra (Brunner U.K. ef al. (1995) Radiotracer production — Radiometals and their chelates en
Principle of Nu¢i;lear Medecine, Wagner H.N. (Ed). Saunders: Philadelphia, 220-228; Weiner
R.E. et al. (2003) Chemistry of gallium and indium radiopharmaceuticals en Handbook of

Radiopharmaceuticals - Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New

York-Chichester-Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 363-400; Anderson C.J. et al.
(2003) Chemistry of copper radionucleides and radiopharmaceutical products en Handbook of
Radiopharmaceuticals - Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New
York-Chichester-Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 401-422; Mahmood A. et al
(2003) Technietium radiopharmaceuticals In  Handbook of Radiopharmaceuticals -
Radiochemistry, and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New York-Chichester-
Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 323-362).

La adicién directa del atomo de fldor-18 (o bromo-76, yodo-123 o yodo-124) se puede realizar,
por ejemplo, sdbre los anillos aroméaticos de 3-fenilo y/o del piridazino[4,5-blindal, asi como
sobre cua!quieT otra posicién quimicamente accesible (tal como la funcion acetamida). La
adicion indirecta de estos radiohalégenos (por ejemplo mediante el uso de un grupo
espaciador), 0la adicién de los isétopos radiactivos metalicos mencionados anteriormente
(galio-68, cobre-64 o tecnecio-99m, mediante el uso de un agente quelante), también se puede
realizar en cualquier posicion quimicamente accesible del nucleo de la N,N,5-trimetil-4-oxo-3-

fenil-3,5-dihidro|-4H-piridazino[4,5—b]indol-1-acetamida (A) (véanse las referencias anteriores).

-Administracion: con preferencia, la administracion de un biomarcador radiomarcado es

mediante una v‘|a de administracion intravenosa.

|

piridazino[4,5-blindol-1-acetamida como biomarcador para la deteccion, en un individuo, de los

Una primera realizacion es el uso de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-
niveles de PBR (receptor periférico de benzodiazepinas) y la inflamacién asociados con
estados patolé!qicos, en el que dicho compuesto esta radiomarcado, en donde la radiomarca
se elige entre Larbono—ﬂ, radiohalégenos y radiometales. Preferentemente dicho compuesto
se radiomarca con carbono-11 y mas preferentemente se radiomarca con carbono-11 sobre el
carbono del grtLpo metilo situado en la posicion & del nicleo de indol.

En otra realizalcién, la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-b]indol-
1-acetamida sé radiomarca con radiometales, preferentemente sobre el anilio de 3-fenilo en la
posicion para, en la posicion 7 del piridazino[4,5-b]indol en sustitucion del atomo de cloro (con

o sin un espaciador, ver mas adelante), o en cualquier posicién de N-metilo (funcién N,N-
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dimetilacetamida o el grupo metilo situado en la posicion 5 del nicleo de indol).
En otra realiza&ién, la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-b]indol-

1-acetamida sc-”f radiomarca con radiohaldgenos, preferentemente se radiomarca con el

radiohaldgeno flior-18, preferentemente sobre el anillo de 3-fenilo en la posicion para, en la
posicion 7 del piridazino[4,5-blindo! en sustitucidén del atomo de cloro (con o sin un espaciador,
ver mas adelante), o en cualquier posicion de N-metilo (funcidn N,N-dimetilacetamida o el
grupo metilo situado en la posicion 5 del nicleo de indol).

En algunas realizaciones, la deteccidn de los niveles de PBR y la inflamacién se realiza
mediante la toma de imagenes por PET (tomografia de emisién de positrones) o mediante la
toma de imagenes por SPECT (tomografia computerizada de emisidn de fotones individuales).
En algunas reeJIizaciones de la invencion, se usa una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-
trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-blindol-1-acetamida como biomarcador para
la deteccidn de| cambios en los niveles de PBR y de la inflamacion asociados con estados
patologicos, en| donde dichos estados patolégicos se seleccionan entre lesiones cerebrales,
tales como icths, dafio por isquemia-reperfusién y dafio cerebral traumdtico; infecciones
cerebrales, tales como encefalitis; enfermedades neuroldgicas, tales como esclerosis mdltiple,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, demencia,
degeneracion |cortico-basal, enfermedad de Huntington y epilepsia; enfermedades
psiquiatricas, tales como esquizofrenia; procesos inflamatorios periféricos, tales como
inflamacion pulmonar, aterosclerosis, isquemia cardiaca, isquemia renal, reumatismo
(fibromialgia), artritis psoriatica, artritis reumatoide y osteoartritis; enfermedades proliferativas,
tales como cancer.

En algunas realizaciones de la invencién, se usa una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-
trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida como biomarcador de
niveles de PBR e inflamacién, en donde la inflamacion es neuroinflamacion.

En algunas realizaciones de Ia invencion, se usa una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-
trimetil-4-oxo-3:fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida para evaluar la eficacia

de un tratamiento terapéutico.

La presente invencion también se ocupa de un método para la deteccion del PBR y la
inflamacién asociados con estados patoldgicos que usa una forma radiomarcada de 7-cloro-
N, N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida.

En algunas realizaciones, la forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-
dihidro-4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida contiene una radiomarca elegida entre carbono-
11, radiohalégenos y radiometales. En algunas realizaciones, la forma radiomarcada de 7-

cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-blindol-1-acetamida se marca
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En algunas realizaciones, la forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-

con carbono-11

dihidro-4H-piridazino[4,5-bJindol-1-acetamida se radiomarca sobre el carbono del grupo metilo
situado en la posicion 5 del nucleo de indol.

En algunas realizaciones, la forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-
dihidro-4H—piridlazino[4,5-b]indol-1-acetamida se radiomarca con radiometales, preferente-
mente sobre el @nillo de 3-fenilo en la posicidn para, en la posicién 7 del piridazino[4,5-blindol
en sustitucion d;el atomo de cloro (con o sin un espaciador, ver mas adelante), o en cualquier
posicién de N-r|netilo {funcion N,N-dimetilacetamida o el grupo metilo situadc en la posicion 5
del ndcleo de indol).

En algunas realizaciones, la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-
blindol-1-acetarnida se radiomarca con radiohalégenos, preferentemente se radiomarca con el
radiohaldgeno flior-18, preferentemente sobre el anillo de 3-fenilo en la posicidn para, en la
posicién 7 del qiridazino[4,5-b]indol en sustitucion del atomo de cloro (con o sin un espaciador,
ver mas adelante), o en cualquier posicion de N-metilo (funcién N,N-dimetilacetamida o el

grupo metilo sit}Jado en la posicién 5 del nicleo de indol).

En algunas realizaciones de la invencion, los estados patologicos se seleccionan entre dafios
cerebrales, tales como ictus, dafio por isquemia-reperfusion, dafic cerebral traumatico;
infecciones ce;rebrales, tales como encefalitis; enfermedades neurologicas, tales como
esclerosis multiiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica, demencia, degeneracion cortico-basal, enfermedad de Huntington y epilepsia;
enfermedades psiquiatricas, tales como esquizofrenia; procesos inflamatorios periféricos, tales
como inflamacién pulmonar, aterosclerosis, isquemia cardiaca, isquemia renal, reumatismo
(fibromialgia), artritis psoriatica, artritis reumatoide y osteoartritis; enfermedades proliferativas,
tales como cancer.

Otra realizacién acorde con la invencion es un método de deteccién de! PBR y la inflamacioén

asociados con estados patologicos, en donde la inflamacién es neuroinflamacion.

Ofra realizacion acorde con la invencidn es un método de deteccion del PBR vy la inflamacion
asociados con estados patologicos, que se realiza para estudios de ocupacion.
Otra realizaciér|1 acorde con la invencién es un método de deteccion del PBR vy la inflamacion
asociados con estados patolégicos, comprendiendo dicho método las siguientes etapas:
a) Administrar una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-
3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida ;
b) Adquirir imagenes en una region de interés en el cerebro u otros tejidos
periféricos usando la técnica PET (o SPECT);

¢) Cuantificacion de los niveles del PBR en una regién de interés cuantificando
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la senal de PET asociada con una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-
trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida en
esta region de interes;

d) Comparar la sefial de PET (SPECT) obtenida en la etapa c) con la sefal

obtenida en una regién de control de interés ;

e) Determinar la presencia de inflamacion asociada con estados patologicos.

La presente invlencion también se refiere a un kit de diagnéstico para la deteccion de niveles
de PBR asocia[dos con estados normales y cambios en los niveles de PBR asociados con
estados patoldgicos, que comprende una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-
3-feni|-3,S-dihid:ro-4H-piridazino[4,5-b]indol—1-acetamida.

Los siguientes éjemplos ilustran adicionalmente la presente invencion, y no pretenden limitar la
invencian. Por razones de conveniencia y para facilitar la lectura, el compuesto 7-cloro-N,N,5-
trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4, 5-blindol-1-acetamida se ha renombrado como

“A" en las figuras y los resultados.

Figura 1: Curvas de tiempo-actividad de [''CJ-A y [''C]JPK11195 en estriado ("striatum") de
rata lesionado |e intacto. Los datos se expresan como porcentaje de dosis inyectada por

centimetro cubico en funcién del tiempo de post-inyeccion (min).

Figura 2: La re||acién de la absorcion de [''CJ-A y [''C]PK11195 en estriado de rata lesionado

frente a intacto controlateral.

Figura 3: Curvias de tiempo-actividad de [''C]-A en estriado de rata lesionado (ipsi) e intacto
(contro). La flecha indica la adicion de un exceso de 1mg/kg de PK11195 20 min después de la

inyeccién de ['|C]-A en estriado de rata lesionado (ipsi + PK) e intacto contralateral (contro +

PK). Los datos se expresan como porcentaje de dosis inyectada por centimetro cibico en

funcion del tiempo de post-inyeccion {min).

Figura 4: Curvas de tiempo-actividad de [''C]-A en estriado de rata lesionado (ipsi A) e intacto
(contro A). La flecha indica la adicién de un exceso de 1mg/kg de A 20 min después de la
inyeccion de ['C]-A en estriado de rata lesionado (ipsi A + A} e intacto contralateral (contro A+
A). Los datos 'se expresan como porcentaje de dosis inyectada por centimetro cubico en

funcidn del tiempo de post-inyeccion (min).
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Figura 5: Autorradiografia de [''C]-A (18 nM) en secciones de cerebro de rata (20 pm) 7-8

dias después de la lesion. La unién no especifica fue evaluada usando un exceso de bien
PK11195 sin marcar (23 pM) o bien de A (22 pM). La especificidad para el PBR frente a sitios
centrales de ur}ién de benzodiazepinas fue evaluada usando un exceso de Flumazenil sin
marcar (27 uM). Los datos se expresan como dpm por unidad de area arbitraria. * indica una

diferencia significativa en relacién a la union de [''C]-A (18 nM) en el estriado lesionado.

Figura 6: Curvas de tiempo-actividad de ["C)-Ay ['"C]JPK11195 en el cerebro entero (cerebelo
excluido) de ratones transgénicos APP/S1 y PS1 de tipo salvaje (WT) de 11-12 meses. Los
datos se expresan como porcentaje de dosis inyectada por centimetro cubico en funcion del

tiempo de post—inyeccién (min).

Figura 7: Autorradiografia de ["'CI-A (18 nM) en secciones de cerebro entero de ratones
transgénicos APP/PS1 y PS1 de tipo salvaje (WT) de 20-23 meses de edad. La unién no
especifica fue Fi:valuada usando un exceso de bien PK11195 sin marcar (23 pM) o bien de A
(22 uM). La especificidad para el PBR frente a sitios centrales de unién de benzodiazepinas
fue evaluada u!sando un exceso de Flumazenil sin marcar (27 uM). Los datos se expresan

como dpm por unidad de area arbitraria.

Figura 8: Curvés de tiempo-actividad (CTAs) de [''C]-A en 4 regiones cerebrales diferentes de
un primate no humano (estriado derecho (R-str) e izquierdo (L-str), cortex prefrontal, cerebelo)
e imagenes PET sumadas correspondientes de rodajas coronales de cerebro seleccionadas a
lo largo de 120 min a diferentes puntos de tiempo del estudio: linea de base (A, B) y 24 h

después de la|lesion en el estriado derecho (C, D). El panel (E, F) muestra las curvas de

tiempo-actividad de ["'C]-A a 48 h después de la lesion en el estriado izquierdo y a 7 meses
después de la lesidn en el estriado derecho. Los datos se expresan como porcentaje de dosis

inyectada por 100 ml (%ID/100 ml) en funcion del tiempo de post-inyeccidn (min).

Figura 9: Curvas de tiempo-actividad de ["'C]-A en 4 regiones cerebrales diferentes (estriado
derecho (R-str;) e izquierdo (L-str), cortex prefrontal, cerebelo} e imagenes PET sumadas
correspondient\les de rodajas coronales de cerebro seleccionadas a lo largo de 120 min a cuatro
diferentes puntos de tiempo del estudio : linea de base (A, B), a 48 h después de la lesion (C,
D), a 9 dias después de la lesion (E, F) y a 16 dias después de la lesion en el estriado izquierdo
y a 48 h después de la lesion en el estriado derecho (G, H). La flecha indica el tiempo de
administracion |del exceso de PK11195 sin marcar {1 mg/kg). Los datos se expresan como

porcentaje de dosis inyectada por 100 ml (%ID/100 ml) en funcion del tiempo de post-inyeccion
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Figura 10: Analisis de metabolitos de [''C]-A en el plasma y el cerebro.

Figura 11: Formas seleccionadas de A marcadas con carbono-11 y marcadas con fldor-18.

Métodos

Radiosintesis de ligandos

Marcado con carbono-11

[""CIPK11195 wl((R)-N-[”C]Metil-N—(1-metilpropil)-1-(2-c|orofeniI)isoquinolina-3-carboxami-
da, enantiémero R). La preparacion de {''C]JPK11195 se basa en medificaciones menores de
procedimientos| publicados (Camsonne C. ef al. (1984) J. Label. Comp. Radiopharm 21: 985-
991; Cremer J.E. ef al. (1992} Int. J. Rad. Appl. Instrum. B. 19: 159-66; Boutin, H. et al. (2007)
Glia 55: 1459-68; Boutin, H. ef al. (2007) J. Nucl. Med. 48: 573-581), e incluye las siguientes
etapas: (1) atrapar a -10°C yoduro de [''C]metilo en DMF/DMSO (2/1 (v.v), 300 ul) que
contiene 1,5 a 2,0 mg del precursor para el marcado y 15-20 mg de hidréxido de potasio en
polvo (exceso);|(2) calentar a 110°C durante 3 min; (3} recoger la mezcla con 0,5 ml de la fase

movil de HPLC, y (4) purificacién usando HPLC semipreparativa. Se realizaron controles de
calidad, en particular determinaciones de pureza radioquimica y quimica, sobre una alicuota
del lote de prodlucci()n final.

['"'Cl1-A (Marca\ldo en la funcién N-metilindol: 7-Cloro-N,N-dimetil-5-["'C]metil-4-ox0-3-
feniI-3,5-dihid|§0-4H-piridazino[4,5-b]indo!-1-acetamida). La preparacion dei [''C]-A incluye
las siguientes étapas: (1) atrapar a -10°C triflato de ['C]metilo en DMF (300 pl) que contiene
0,2 a 0,3 mg del precursor para el marcado y 4 mg de carbonato de potasio en polvo (exceso);
(2) calentar a 120°C durante 3 min; (3) recoger la mezcla con 0,5 ml de la fase mévil de HPLC,
y (4) purificacion usando HPLC semipreparativa. Se realizaron controles de calidad, en
particular deter!minaciones de pureza radioquimica y quimica, sobre una alicuota del lote de
produccién fina|l.

[""C]-A (Marcado en la funcién N,N-dimetilacetamida: 7-Cloro-N-["'C]metil-N,5-dimetil-4-
oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida). La preparacion de [''C]-A
también incluyel las siguientes etapas: (1) atrapar a -10°C yoduro de [''C]metilo en una mezcla
1/2 (viv) de DMF y DMSO (100/200 pl) que contiene 0,5 a 1,0 mg del precursor para el
marcado y 5 ul:de una disolucion 1M de hidréxido de tetrabutilamonio en metanol; (2) calentar
a 120°C durante 3 min; (3) recoger la mezcla con 0,5 mi de la fase mévil de HPLC, y (4)

purificacién usando HPLC semipreparativa. Se realizaron controles de calidad, en particular

o
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determinaciones de pureza radioquimica y quimica, sobre una alicuota del lote de produccion

final.

Marcado con fljl.'IOl'-18

La preparaciéon de todos los derivados de A marcados con flior-18 incluye al menos las
siguientes etapas: {1) fluoracién usando una fuente de [“FJfluoruro a temperatura de
moderada a alta en un disolvente seleccionado (300 a 900 pl) que contiene 1 a 10 mg del
precursor apropiado para el marcado, y (2} purificacion usando por ejemplo HPLC
semipreparativa. Como se describié anteriormente, se realizaron controles de calidad, en
particular determinaciones de pureza radioquimica y quimica, sobre una alicuota del lote de

produccién finaI:.

No hay restricc
usadas en esta

[**Fifluoruro usa

6n particular en la naturaleza de las fuentes de aniones ["®F]fluoruro para ser
reaccion, y se pueden usar igualmente aqui cualesquiera fuentes de aniones

das convencionalmente en las reacciones de este tipo, a condicién de que no

tengan un efecto adverso sobre ofras partes de la molecula. Los ejemplos de fuentes
adecuadas de
["®F)fluoruro de

["®Flfluoruros d‘f tetraalquilamonio, tales como ['®Flfluoruro de tetrabutilamonio. De estos, se
18

aniones ["®F]fluoruro incluyen: ["®F]fluoruros de metales alcalinos, tales como
sodio, [®F}flucruro de potasio, ["®F]fluoruro de cesio; ["°Flfluoruro de amonio,
prefieren los ['|F]fluoruros de metales alcalinos, y notablemente un fluoruro de potasio. La
fuente de aniones ["°FJfluoruro puede ser activada por la presencia de un ligando capaz de
complejar las especies contracatiénicas de la fuente de aniones [*®F]fluoruro. Ei ligando puede
ser notablemente un ligando multidentado ciclico o policiclico. Los ejemplos de ligandos
1,4,7,10,13-

pentaoxacicloocta_decano (18-C-6) o criptandos tales como 4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10-

adecuados incluyen  notablemente  éteres corona tales como
diazabiciclo-[8,§.8]hexacosano, comercializado bajo el nombre K222%. Preferiblemente, la
fuente de aniones ["®F]fluoruro es un complejo de ['®Ffluoruro de metal alcalino-criptato,
notablemente ufn complejo ['°FJfluoruro de potasio-criptato, preferiblemente el [*®F]fluoruro de
potasio—4,7,13,f6,21,24-hexaoxa-1,10-diazabiciclo—[B,8,8]hexacosano (K[*®F)/K222). El com-
plejo K['®F]/K222° se puede preparar por cualquier método convencional (Dollé F. et al. (1999)
J. Med. Chem. &2: 2251-2259 o Dolci L. et al. (1999) Bioorg. Med. Chem. 7: 467-479).

La reaccion de ‘fluoracién se puede realizar en diversos disolventes, y puede tener lugar sobre
un amplio intervalo de temperaturas. En general, es conveniente llevar a cabo la reaccion a
una temperatura de aproximadamente 50°C a aproximadamente 200°C, y los disolventes
usados mas a menudo son el dimetilsulféxido (DMSQ), dimetilformamida (DMF) y acetonitrilo.
El tiempo reguerido para la reaccion también puede variar ampliamente (desde
aproximadamente 5 min hasta 15 min por ejemplo), dependiendo de muchos factores,

notablemente |a temperatura de reaccion, la naturaleza de los reactivos y disolventes y la
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cantidad del precursor de marcado usado (Kilbourn MR. (1990) en Fluorine-18 Labeling of

Radiopharmace‘uticals, Nuclear Science Series (Kilbourn MR Ed.), National Academy Press,
Washington, D? 1-149; Lasne M.-C. et al. (2002) Topics in Current Chemistry, 222: 201-258;
Dollé F. et al. (2005) Curr. Pharm. Design 11: 3221-3235; Cai L. et al. (2008) Eur. J. Org.
Chem. 17: 2853-2873; Dollé F. et al. (2008) en Fluorine and Health: Molecular Imaging,
Biomedical Materials and Pharmaceuticals, Tressaud A, Haufe G (Eds). Elsevier: Amsterdam-
Boston-Heidelberg-London-New  York-Oxford-Paris-San  Diego-San  Francisco-Singapore-

Sydney-Tokyo, 3-65). Los compuestos radiofluorados asi preparados se purifican usualmente

por HPLC, como se describe para los derivados marcados con carbono-11, pero también
pueden ser recuperados o prepurificados de la mezcla de reaccién mediante el uso de otras
técnicas de cromatografia conocidas o simplemente por filtracién sobre una columna de

separacion rellelnada previamente.

[‘SF]FIuoroetoJci-A (7-cloro-N,N,5-trimetil-4-ox0-3-(4-[ *F]fluoroetoxi)-fenil-3,5-dihidro-4 H-
piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida)

La preparacién de ["®Ffluoroetoxi-A incluye las siguientes etapas: (1) recoger el complejo
K['"®F]F-Kryptofix®222 con una disolucién de DMSO (600 ul) que contiene el precursor tosiloxi
para el marcaciio (2,0-8,0 mqg); (2) calentar a 165°C durante 3-10 min; (3) prepurificacion
usando un cartucho PrepSep C-8 o C-18 y {4) purificacion usando HPLC semipreparativa. Se
realizaron controles de calidad, en particular determinaciones de pureza radioquimica y

quimica, sobre una alicuota del iote de produccidn final.

Marcado con <|1tros halégenos (bromo-76, yodo-123, yodo-124)

La preparacion| de todos los demas derivados radichalogenados (bromo-76, yodo-123, yodo-
124) siguid técnicas estandar y procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica
(Maziere B. ef| al. (2001} Curr. Pharm. Des. 7. 1931-1943; Coenen H.H. et al. (2006) en
Radioiodination reactions for pharmaceuticals — Compendium for effective synthesis strategies,
Coenen H.H., Mertens J., Maziere B. (Eds), Springer Verlag, Berlin-Heidelberg, 1-101).

Marcado con radiometales {galio-68, cobre-64 y tecnecio-99m)
lLa preparacién! de derivados marcados con radiometales (galio-68, cobre-64 y tecnecio-99m)

tambien siguid| técnicas estandar y procedimientos bien conocidos por los expertos en la

técnica (Brunner U.K. et al. (1995) Radiotracer production — Radiometals and their chelates en
Principle of Nuclear Medecine, Wagner H. N. (Ed). Saunders. Philadelphia, 220-228; Weiner
R.E. et al. (2003) Chemistry of gallium and indium radiopharmaceuticals en Handbook of
Radiopharmaceuticals - Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New
York-ChichesteEr—Brisbane—Toronto, Wiley-Interscience Pub., 363-400; Anderson C.J. et al.
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(2003) Chemistry of copper radionucleides and radiopharmaceuticals products en Handbook of
Radfopharmacebﬁca!s - Radiochemistry and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New
York-Chichester-Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 401-422;, Mahmood A. ef al.
(2003) Technétium radiopharmaceuticals en Handbook of Radiopharmaceuticals -
Radiochemistry'and Applications (Welch MJ, Redvanly CS Eds.), New York-Chichester-
Brisbane-Toronto, Wiley-Interscience Pub., 323-362).

Formulacion

La formulacion de ['C]PK11195, [''C]-A o cualesquiera otros derivados de A radiomarcados
como disolucion para inyeccion intravenosa incluye a menudo una retirada de los disolventes
de la HPLC basada en el cartucho Waters SepPak® y/o una simple dilucién con NaCl ac. al

0,9% (suero salino fisiolégico) a una concentracion en etanol por debajo de 10%.

Modelos animales
Todos los estudios se realizaron de acuerdo con la legislacion francesa y las directivas

europeas.

Modelo de neuroinflamacion en ratas

Se mantuvieron| ratas Wistar (peso corporal medio 300 g, centre d’Elevage René Janvier,

Francia) en instalaciones de humedad controlada, termorreguladas, bajo un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h/12 h (la luz encendida entre las 7 h AM y 7 h PM) y se les dejo libre
acceso a comida y agua. Se indujo neuroinflamacién por inyeccién estereotaxica de AMPA
{propionato de alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol) (15 mM en amortiguador PBS, Sigma®)
usando una microjeringa de 1 pl y microbomba (velocidad de inyeccion: 0,5 pl/min,
UItraMicroPump!Il@ y Micro4® Controller, WPI Inc., EE.UU.}, como se ha descrito previamente
(Boutin, H. et al. (2007) Glia 55: 1459-68; Boutin, H. et al. (2007) J. Nucl. Med. 48: 573-581).
Se inyecto AMP}-\ (0,5 ph) en el estriado derecho (Bregma +0,7 mm, desde la sutura sagital: 2,7
mm, profundidaﬁi desde la superficie del cerebro: 5,5 mm). Los animales fueron mantenidos
normotérmicos (temperatura corporal: 36,7 £ 0,5 °C, media + DS) durante la cirugia mediante
el uso de una manta calefactora (Homeothermic Blanket Control Unit, Harvard Apparatus
Limited®, Edenbridge, Kent, Reino Unido).

Modelo de neuroinflamacion en primates

Se alojaron macacos Cynomolgus (Macaca fascicularis) que pesaban 4-5 kg en instalaciones
de humedad cor!nrolada, termorreguladas, bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h (la luz
encendida entre|las 7 ha.m. y 7 h p.m.) y se les dejé libre acceso a comida y agua. Se indujo
neuroinflamacion mediante inyecciones estereotaxicas locales de acido quinolinico (acido

quinolinico, Sigma, St. Louis, MO; disuelto en PBS 0,1 M, pH 7,2) en el estriado de los
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primates (1 sitio| de inyeccion en el caudate y 2 sitios de inyeccion en el putamen) durante dos

intervenciones quirdrgicas diferentes en las que se inyectd el acido quinolinico en un
hemisferio en e‘|l dia 1 y el segundo hemisferio 2 semanas o 7 meses después (Fig. 8 y 9).
Durante cada sllzsién quirdrgica los animales recibieron 60 nmol de 4cido quinolinico distribuido
sobre tres diferéntes sitios del estriado, un sitio de 5 ul en el caudate y dos sitics de 10 pl en el
putamen, usando una jeringa Hamitton de 10 pl unida a una aguja de calibre 26. Las
coordenadas estereotacticas, determinadas segin el atlas estereotactico de Swabo y Cowan
(1984), fueron como sigue: sitio del caudate [AP +19 mm, ML £6 mm, DV -14 mm desde el
seno] ; sitio putaminal 1 [AP: +19 mm, ML: £12 mm, DV: -17 mm desde ¢l cero estereotaxico] ;
sitio putaminal |2 [AP: +17 mm, ML: +13 mm, DV: -16 mm desde el seno]. La excitotoxina fue
inyectada a una velocidad de 0,1 pul/min y la jeringa de inyeccidn se dej6 en su lugar durante 5
min adicionales para evitar el retroflujo de la toxina. Durante toda la cirugia, la temperatura de
los primates fue mantenida normotérmica (temperatura rectal, 36°C * 0,6°C, media + SD).
Despues de retirar la aguja, se suturd la piel y se dejo que los animales se recuperaran de la

anestesia, y se devolvieron a sus jaulas cuando estuvieron totalmente despiertos.

Ratones transgénicos

Se obtuvo la gelneracién y caracterizacion de ratones transgénicos PS1M146L {PS1) simple y
APP751SLxPS1M146L (APPxPS1) doble, como se ha descrito previamente (Blanchard, V. et
al. (2003) Exp.|Neurol. 184: 247-263). En estos animales se expresa APP a un alto nivel en
todas las neurpnas corticales bajo el control del promotor Thy-1. EI PS1 humano con la
mutacién M146L se expresa bajo el control del promotor de la reductasa HMG-CoA. Se
encontrd que el nivel de la carga amiloide era muy reproducible a una edad dada. Ambos
ratones PS1 sirinple y APPxPS51 doble, proporcionados por Sanofi-Aventis, se usaron para fa

toma de imagenes PET a la edad de 11-12 meses y para la autorradiografia a 20-23 meses.
Escaneos microPET y adquisicion de datos

Ratas y ratones transgénicos

Se realizd una toma de imagenes de microPET 7 dias después de la inyeccion de AMPA en

las ratas y en Ios ratones transgénicos de 11-12 meses de edad. Tanto en los ratones como en
las ratas, la anestesia fue inducida por isoflurano al 5%, y después de esto fue mantenida

mediante 2-2,5% de isoflurano en una mezcla de 70%/30% de NO2/O9. Para los escaneos

PET, se puso la cabeza de la rata en un armazén estereotaxico casero compatible con la
adquisicion de PET, y las ratas fueron mantenidas normotérmicas (temperatura rectal: 36,7

0,5 °C, media| + DS). Se pusieron los ratones en un lecho equipado con una mascara
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anestésica que| permitia el calentamiento del flujo de aire, y la temperatura rectal fue

monitorizada usando la manta calefactora Homeothermic Blanket Control Unit. Todos los
protocolos de !é toma de imagenes fueron realizados con un escaner Concorde Focus 220
PET usando bien [''C]PK11195 o bien [''CJ-A.

En las ratas, se inyectaron los compuestos radiomarcados y ligandos sin marcar en la vena
caudal con el uso de un catéter de calibre 24. Los compuestos radiomarcados fueron
inyectados al mismo tiempo en el inicio de la adquisicion de PET y los compuestos sin marcar
fueron inyectados 20 min después de la inyeccién de los radiotrazadores. Los datos de PET
fueron adquiridos durante 80 min. En los ratones, los compuestos radiomarcados fueron
inyectados en la vena caudal usando agujas del calibre 28 inmediatamente antes del inicio del

escaneo PET. Lios datos de PET fueron adquiridos durante 60 min.

Primates
Las sesiones de toma de imagenes se realizaron antes y a diversos tiempos después de la
inyeccion de acido quinolinico (24 h, 48 h, 9 dias, 16 dias y 7 meses después de la lesién). Se
inyecto [''CJ-A y se siguid la cinética cerebral por PET durante 90 min.

Una hora antes|de la toma de imagenes PET, los animales fueron anestesiados por inyeccion
inframuscular de una mezcla de ketamina/xilazina (15 mg/kg/1,5 mg/kg) y entubados. Después
se pusieron catéteres en una vena safenosa para la inyeccion del radiotrazador y en una

arteria femoral|para la toma de muestras de sangre. Los animales fueron mantenidos
anestesiados mediante una inyeccion intravenosa de propofol (Diprivan® 1%, 0,05 mg.kg"
1. min-1.
Para asegurar el correcto posicionamiento del animal en el aparato, la cabeza del animal fue

sujetada en un armazén estereotactico casero. Se realizaron escaneos PET usando el Focus

micro-PET de lalta resolucion (CTI-Siemens, Knoxville, TN), el cual adquiere 95 planos

contiguos simultaneamente. Para la correccion de la atenuacion, se realizd primero un
escaneo de transmisién usando una varilla rotatoria de ®*Ge como fuente. Los macacos fueron
inyectados por: via intravenosa con 192,29 + 33,67 MBq de [''C]-A y la adquisicion de
imagenes se resalizé durante 90 min. Todas las adquisiciones PET fueron realizadas en modo
lista (modo 3D)'y las imagenes fueron reconstruidas usando el siguiente esquema de tiempo:
(4 imagenes de|25 s) + (4 imagenes de 30 s) + (2 imagenes de 1 min) + (5 imagenes de 2 min)
+ (3 imagenes de 5 min) + (3 imagenes de 10 min} y (1 imagen de 15 min), para un tiempo
total de 90 min para la [''CJ-A.

A
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El analisis de las imagenes PET se realizd usando ASIPro VM™ (CTI Concorde Microsystems’
Tool) vy

Analisis de imagenes

s and Brainvisa/Anatomist
nfo/).

Anilisis de metabolitos en la sangre y el cerebro de las ratas

Analysis  Too System  Setup/Diagnostics

(http://brainvisa.

Ratas Wistar macho adultas, naive u operadas (peso corporal 300-400 g) fueron inyectadas
por via intravenosa en la vena de la cola con [''CJ-A. Los animales fueron sacrificados 10, 20 6

30 min después. Se recogid una muestra de sangre y se aisld ¢l plasma por centrifugacion (5

min, 3000 rpm)

Las proteinas del plasma fueron precipitadas de 400 ul de suero por adicion

de 400 pl de acetonitrilo. Después de una centrifugacion (5 min, 3000 rpm), el sobrenadante

fue inyectado s
hemisferios fue
acetonitrilo por

obre la columna de HPLC. Los cerebros de las ratas fueron retirados y los
ron separados. Se realizé una homogeneizacion por sonicacién en 1 ml de

hemisferio. Después de una centrifugacion rapida, el sobrenadante fue

separado del precipitado y concentrado a presion reducida antes de la inyeccion sobre la

HPLC (véase la.seccién de radioguimica para las condiciones de la HPLC).

Autorradiograf'ia

Se realizo una autorradiografia de [''CJ-A usando secciones cerebrales de 20 ym de las ratas
(7-8 dias después de la lesidn) o los ratones (20-23 meses). La unidon no especifica fue
evaluada usando un exceso © bien de PK11195 sin marcar o bien de A. La especificidad para

el PBR frente a los sitios de union de benzodiazepinas centrales fue evaluada usando un

exceso de Flu
Amortiguador T
NaCl 120 mM),

mazenil sin marcar. Las secciones fueron incubadas durante 20 min en
ris (TRIZMA pre-set Crystals, Sigma®, ajustado a pH 7,4 a 4°C, 50 mM con

después se aclararon 2 veces durante 2 min con amortiguador frio, seguido de

un favado répiciio en agua destilada fria. Después, las secciones se pusieron en contacto
directo con una pantalla Phosphor-Imager y fueron expuestas durante una noche. Los

autorradiogramas fueron analizados usando el software ImageQuant.

EJEMPLO 1
Radiosintesis de [''C]JPK11195: La purificacién final por HPLC de ["'C]PK11195 se realizé en
una columna| de HPLC semipreparativa Waters Symmetry® C-18 (eluyente:

agualacetonitril?ﬁ FA: 40/60/0,1 [v.v:v]; caudal: 7 ml/min), y se recogié el pico correspondiente
a ["'C]PK11195 radiogquimicamente puro (Rt: 6,5-7,0 min). Por regla general, partiendo de un
lote de produccion en ciclotrén de ['C]CO, de 55,5 GBgq, se obtuvieron aproximadamente 4,5-
5,0 GBq de [”Cl.]PK11195 a los 30 min de radiosintesis {incluyendo la purificacién por HPLC y
la formulacic'an).i La pureza radioquimica (determinada por HPLC analitica en una columna

Waters Symmetry-M® C-18) fue mayor que 95% y las radiactividades especificas oscilaron de
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50 a 90 GBg/pmol (al final de la radiosintesis).

EJEMPLO 2

Radiosintesis de ["'C]-A {marcado en la funcion N-metilindol): La purificacién final por HPLC de

[''C]-A se realiz? en una columna de HPLC Zorbax® SB-C-18 semipreparativa (eluyente: NaCl
ac. al 0,9%/EtOH/ tampon fosfato ac. 1M (pH 2,3): 50/50/0,1 [v:v:v]; caudal: 6 ml/min) y se
recogio el pico correspondiente a [''CJ-A radioquimicamente puro (Rt: 8,0-8,5 min). Por regla
general, partiendo de un lote de produccién en ciclotron de [''C]JCO, de 55,5 GBg, se
obtuvieron aprokimadamente 4,5-6,0 GBq de [''C]-A a los 25 min de radiosintesis (incluyendo
la purificacion plor HPLC y la formulacién). La pureza radioquimica (determinada por HPLC
analitica en unalcolumna Waters Symmetry-M® C-18) fue mayor que 95% y las radiactividades

especificas oscilaron de 50 a 80 GBg/umol (al final de |a radiosintesis).

EJEMPLO 3 |

Radiosintesis de [''C]-A (marcado en la funcion N,N-dimetilacetamida): La purificacion final por
|

HPLC de ["'C]-A se realizd en una columna de HPLC SymmetryPrep® C-18 semipreparativa

{eluyente: agua/acetonitrilo/TFA: 50/50/0,1 [viviv]; caudal: 5 ml/min) y se recogi¢ el pico
correspondiente‘ a ["'CJ-A radioquimicamente pura (Rt: 8,0-8,5 min). Por regla general,
partiendo de un lote de produccion en ciclotron de [''C]JCO, de 55,5 GBgq, se obtuvieron
aproximadamenlte 3,5-5,0 GBq de [''C]-A a los 25 min de radiosintesis (incluyendo la
purificacion por HPLC y la formulacion). La pureza radioquimica (determinada por HPLC
analitica en una columna Waters Symmetry-M® C-18) fue mayor que 95% v las radiactividades

especificas oscilaron de 50 a< 90 GBqg/umol (al final de la radiosintesis).

EJEMPLO 4
i) Sintesis de 4-hidroxi-A. La 4-hidroxi-A se puede resintetizar segun la solicitud de patente
internacional WO 00/44384. R;: 0,15 (SiO5-TLC (CH,Cl/MeOH: 95/5 v:v)). '"H NMR (DMSO-
dg) 0 9,71 (s, 1H), 7,94 (s, 1H), 7,86 (d, 1H, J: 8,4 Hz), 7,39 (d, 1H, J: 8,4 Hz), 7,32 (d, 2H, J:
8,8 Hz), 6,84 (d; 2H, J: 8,8 Hz), 4,27 (s, 3H), 4,20 (s, 2H), 3,16 (s, 3H), 2,84 (s, 3H). °C NMR
(DMSO-ds) 6 1t3=8,6 [C], 157,1 [C], 154,8 [C], 141,2 [C], 140,9 [C), 133,6 [C], 132,1 [C], 130,9
[C], 127,8 [2.CI-|I], 124,0 [CH], 122,6 [CH], 118,9 [C], 117,3 [C], 115,3 [2.CH], 111,6 [CH], 40,0
[CHg], 37,4 [CH3), 35,4 [CH3], 32,0 [CH;).

i) Radiosintesis| de [''Cmetoxi-A. El marcado con carbono-11 y la purificacion final por HPLC

se puede realizar como se describe para la preparacion de [''CJ-A (ejemplo 2 / ejemplo 3)

usando el derivado 4-hidroxi de A sintetizado justo anteriormente (ejemplo 4i).
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EJEMPLO 5

Procedimiento general para la sintesis de (fluoro)alcoxi-A y tosiloxialcoxi-A. A una suspension
de K,CO; (101 mg 0,73 mmol) en DMF seco (8-12 ml) se le afade el derivado 4-hidroxi de A
(150 mg, 0,36 nl'lmol, vease la solicitud de patente internacional WO 00/44384), en disolucion
en DMF seco (2 ml). La mezcla de reaccién se agita durante 30 min a temperatura ambiente,
seguido de la adicion gradual del reactivo de alquilacién apropiado (2 eq.) en disolucién en
DMF (2 ml). La| mezcla entera se agitd durante 2 h a 70°C y se agité una hora adicional a
temperatura amibiente. Después la mezcla se calmé por adicion de una disolucion de NH,CI
ac. saturado y se extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas se combinaron, se lavaron con
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a sequedad. El
residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (CH,Cl,/MeOH 98:2 a 95:5
viv como eluyente) para dar la (fluoro)alcoxi-A esperada como polvos blancos o solidos

esponjosos blancos.

EJEMPLO 6

Sintesis de metoxi-A. Se usé el procedimiento general anterior (ejemplo 5) con yoduro de

metilo para dar el compuesto diana en un rendimiente de 40%. Ry 0,35 (SiO,-TLC
(CH,Cl/MeOH: 95/5 v:v)). 'H NMR (CDCl3) & 7,94 (d, 1H, J: 8,4 Hz), 7,53 (m, 3H), 7,33 (dd,
1H, J: 8,4, 1,6 Hz), 7,00 (d, 2H, J: 8,8 Hz), 4,32 (s, 3H), 4,18 (s, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,22 (s, 3H),
3,00 (s, 3H). °C NMR (CDCl5) 3 168,4 [C], 158,9 [C], 155,3 [C], 141,6 [C], 140,1 [C), 134,6 [C],
133,2 [C], 131,5 [C], 127,3 [2,CH], 123,3 [CH], 123,0 [CH], 119,0 [C], 117,4 [C], 113,9 [2,CH],
110,6 [CH], 55,5 [CH3), 39,6 [CH_], 37,6 [CH3), 35,7 [CH3], 31,6 [CH4].

EJEMPLO 7

Sintesis de fluoroetoxi-A. Se usd el procedimiento general anterior (ejemplo 5) con 4-

metilbencenosulfonato de 2-fluoroetilo (sintetizado segtin Damont A. et al. (2008) J. label.
Compds Radio;):harm. 51: 286-292) para dar el compuesto diana en un rendimiento de 63%.
Ry 0,38 (SiOg-Ti;LC (CH,Cl/MeOH: 95/5 v:v)). 'H NMR (CD,Cl;) 8 7,89 (d, 1H, J: 8,8 Hz), 7,58
(d, 1H, J: 1,6 Hﬁ), 7,54 (d, 2H, J: 9,2 Hz), 7,34 (dd, 1H, J: 8,8, 1,6 Hz), 7,03 (d, 2H, J: 9,2 Hz),
4,78 (dt, 2H, J2ur: 47,6, JPun: 4,0 Hz), 4,32 (s, 3H), 4,27 (dt, 2H, Jur: 28,4 Hz, Py 4,0 H2),
4,16 (s, 2H), 3,19 (s, 3H), 2,96 (s, 3H). *C NMR (CD,Cl,) & 168,2 [C], 157,6 [C], 155,1 [C],
141,3 [C), 140,7 [C], 140,3 [C], 135,4 [C], 132,8 [C], 127.4 [2,CH], 123,2 [CH], 122,6 [CH],
118,9 [C], 117,2.[C], 114,3 [2,CH], 110,7 [CH], 82,0 [d, Jcr 169 Hz, CHy), 67,5 [d, J%c¢: 20 Hz,
CH_), 39,5 [CH,], 37,4 [CH3], 35,2 [CHg], 31,6 [CH3]. Anal. Calc. para Cy3HzCIFN,0;.0,15 H,0:
C. 60,11, H, 4,89, N, 12,19, encontrado ; C, 60,00, H, 4,96, N, 12,18.
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EJEMPLO 8

Sintesis de fluoropropoxi-A. Se usé el procedimiento general anterior (ejemplo 5) con 4-
metilbencenosulfonato de 3-fluoropropilo para dar el compuesto diana en un rendimiento de
58%. Ry 0,39 (SiO,-TLC (CH,Cly/MeOH: 95/5 v:v)). "TH NMR (CD,Cl,) § 7,89 (d, 1H, J: 8,4 Hz),
7,68 (d, 1H, J: 1,6 Hz), 7,52 (d, 2H, J: 9,2 Hz), 7,34 (dd, 1H, J: 8,4, 1,6 Hz), 7,01 (d, 2H, J: 9,2
Hz), 4,67 (dt, 2%'1 s 46,8 Hz, %y 6,0 Hz), 4,31 (s, 3H), 4,16 (m, 4H), 3,19 (s, 3H), 2,96 (s,
3H), 2,20 (dg®, 2H, e 26,0 Hz, S 6,0). *C NMR (CD,Cl,) & 168,2 [C], 158,0 [C], 155,1
[C], 141,3 [C], 140,3 [C], 135,0 [C], 132,8 [C], 131,3 [C], 127,3 [2,CH], 123,2 [CH], 122,5 [CH],
119,0 [C], 117,2 [C], 114,2 [2,CH], 110,7 [CH], 80,8 [d, J'c.: 163 Hz, CH,], 63,9 [d, J%c+: 6,0
Hz, CHy), 39,5 [CHj), 37,4 [CH3], 35,2 [CH3), 31,5 [CH3), 30,3 [CH,, J%c¢: 20,0 Hz).

EJEMPLO 9

Sintesis de fluorobutoxi-A. Se usd el procedimiento general anterior (ejemplo 5) con bromuro
de 4-fluorobutilo para dar el compuesto diana en un rendimiento de 70%. Ry 0,40 (SiO,-TLC
(CH;Cl/MeOH: |95/5 v:v)). 'H NMR (CD,Cl,) & 7,90 (d, 1H, J: 8,8 Hz), 7,58 (d, 1H, J: 1,6 Hz),
7,51 (d, 2H, J: 9,2 Hz), 7,34 (dd, 1H, J: 8,8, 1,6 Hz), 6,99 (d, 2H, J: 9,2 Hz), 4,54 (dt, 2H, J3,.x:
47,2 Hz, Puu: 5,6 Hz), 4,33 (s, 3H), 4,16 (s, 2H), 4,08 (t, 2K, J: 5,6 Hz), 3,19 (s, 3H), 2,96 (s,

3H), 1,97-1,85 (m, 4H). *C NMR (CD,Cl,) § 168,2 [C], 158,2 [C}, 155,1 [C], 141,3 [C], 140,2

[C], 134,9 [C], 1
114,2 [2,CH], 1

[CHaJ], 31,5 [CH:

EJEMPLO 10
Sintesis de 2-(f
metilbencenosu

32,8 [C], 131,4 [C], 127,3 [2,CH], 123,2 [CH], 122,5 [CH], 119,0 [C], 117.2 [C],

10,7 [CH], 83,8 [d, J'c.r: 163 Hz, CHy], 67,6 [CH,], 39,5 [CH.], 37,4 [CHa), 35,2

1], 27,1 [CHa, J%c¢: 20,0 Hz], 25,1 [CH,, J%£: 5,0 Hz].

voroetoxijetoxi-A. Se uso el procedimiento general anterior {(ejemplo 5) con 4-

lfonato de 2-(2-fluoroetoxi)etilo para dar el compuesto diana en un rendimiento

de 69%. Ry 0,45 (SiO5-TLC (CH,Cix/acetona: 80/20 viv)). 'H NMR (CD.Cl,) § 7,91 (d, 1H, J:

8,4 Hz), 7,60 (d
2H, J: 8,8 Hz),

. 1H, J: 1,6 Hz), 7,54 (d, 2H, J: 8,8 Hz), 7,36 (dd, 1H, J: 8,4, 1,6 Hz), 7,04 (d,
4,61 (dt, 2H, J2.r: 48,0 Hz, Sy 4,0 Hz), 4,34 (s, 3H), 4,22 (t, 2H, J: 4,8 Hz),

4,17 (s, 2H), 3,91 (t, 2H, J: 4,8 Hz), 3,83 (dt, 2H, J%.¢: 30,0, JPh: 4,0 Hz), 3,21 (s, 3H), 2,98 (s,

3H). *C NMR (
[C], 131,4 [C), 1
[CH], 83,2 [d, J]
37.4 [CH3), 35,2

EJEMPLO 11

CD,Cly) § 168,2 [C], 157,9 [C], 155,1 [C], 141,3 [C], 140,3 [C], 135,1 [C], 132,8

27,3 [2.CH], 1232 [CH], 122,5 [CH], 119,0 [C], 17,2 [C], 114,3 [2.CH], 110,7
cs: 167 Hz, CHy), 70,4 [d, J%.: 19 Hz, CH,), 69,7 [CH,], 67,8 [CH,, 39,5 [CHs),
[CHa], 31,6 [CH3].

Sintesis de 2-(2-(fluoroetoxiletoxijetoxi-A. Se usé el procedimiento general anterior (ejemplo 5)
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con 4-metilbencenosulfonato de 2-(2-(2-fluoroetoxiletoxiletilo para dar et compuesto diana en
de 63%. Ry 0,32 (Si0,-TLC (CH.Cl/acetona: 80/20 v:v)). 'H NMR (CD,Cl,) &
7,91 (d, 1H, J: 8,8 Hz), 7,60 (d, 1H, J: 1,6 Hz), 7,54 (d, 2H, J: 8,8 Hz), 7,36 (dd, 1H, J: 8,8, 1,6

un rendimiento

Hz), 7,04 (d, 2H
J: 4,4 Hz), 4,17
NMR (CD,Cl,) §

J: 8,8 Hz), 4,57 (dt, 2H, e 47,6 Hz, S s 4,4 Hz), 4,33 (s, 3H), 4,21 (t, 2H,
(s, 2H), 3,88 {t, 2H, J: 4,8 Hz), 3,80-3,65 (m, 6H), 3,21 (s, 3H), 2,98 (s, 3H). °C
168,2 [C], 158,0 [C], 155,1 [C], 141,3 [C], 140,3 [C], 135,1 [C], 132,8 [C], 131,4

[C], 127,3 [2,CH], 123,2 [CH], 122,5 [CH], 119,0 [C], 117,2 [C], 114,3 [2,CH], 110,7 [CH], 83,2
[d, J'ce: 167 Hz, CHol, 70,7 [CH,), 70,6 [CHol, 70,3 [d, Jer: 19 Hz, CHa), 69,6 [CH,), 67.8
[CH,], 39,5 [CHa], 37,4 [CHa], 35,2 [CHs], 31,6 [CHS].

EJEMPLO 12

Sintesis de tosiloxietoxi-A. Se usé el procedimiento general anterior (gjemplo 5) con bis(4-
metilbencenosulfonato) de etano-1,2-diilo (sintetizado segun Damont A. et al. (2008) J. label.
Compds Radiopharm. 51: 286-292) para dar el compuesto diana en un rendimiento de 45%.
Rr. 0,72 (SiO4-TLC (CH,Cl,/MeOH: 95/5 v:v)). 'H NMR (CD,Cl,) 8 7,89 (d, 1H, J: 8,8 Hz), 7,84
(d, 2H, J: 8,4 Hz), 7,60 (d, 1H, J: 1,6 Hz), 7,53 (d, 2H, J: 8,8 Hz), 7,41 (d, 2H, J: 8,4 Hz), 7,36
{(dd, 1H, J: 8,8, 1,6 Hz), 6,91 (d, 2H, J: 8,8 Hz), 4,40 (t, 2H, J: 4,4 Hz), 4,32 (s, 3H), 4,22 (t, 2H,
J: 4,4 Hz), 417 (s, 2H), 3,21 (s, 3H), 2,98 (s, 3H), 2,48 (s, 3H). C NMR (CD,CL) & 168,1 [C],
157,2 [C], 155,0 [C], 145,2 [C], 141,2 [C], 140,3 [C], 135,5 [C], 132,8 [C], 132,7 [C], 131,3 [C],
129,9 [2,CH], 127,9 [2.CH], 127,4 [2.CH], 123,2 [CH], 122,6 [CH], 118,9 [C], 117,2 [C], 114,4
[2.CH], 110,7 [CH], 68,3 [CH,], 65,8 [CH,], 39,5 [CHy], 37,4 [CHa], 35,2 [CH3], 31,6 [CHJ), 21,3
[CHa).
La tosiloxipropoxi-A, tosiloxibutoxi-A, 2-(tosiloxietoxiletoxi-A y 2-(2-(tosiloxietoxi)etoxi)etoxi-A
como precursores para el marcado con fllior-18 de los derivados de fluoroalcoxi-A descritos
anteriormente se pueden preparar como se acaba de describir anteriormente con el reactivo

de alquilacién apropiado.

EJEMPLO 13

Radiosintesis de ["®FjFluoroetoxi-A: La purificacién final por HPLC de ["F]fluoroetoxi-A se

realizd en una columna de HPLC Symmetry® C-18 semipreparativa (eluyente:

agua/acetonitrilo/TFA: 80/40/0,1 [v:v:v]; caudal: 5 mi/min) y se recogié el pico correspondiente
a [*Ffluoroetoxi-A radioquimicamente puro (Rt: 11,0-13,0 min). Partiendo de un lote de
produccion en ciclotron de ["®Flflucruro de 37 GBq, se obtuvieron aproximadamente 3,7 GBq
de [®Flfluoroetc

formulacion). La

xi-A a los 90 min de radiosintesis {incluyendo la purificacién por HPLC vy
pureza radioquimica (determinada por HPLC analitica en una columna Waters

Symmetry-M® C-18) fue mayor que 95% y las radiactividades especificas mayores que 50
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GBa/pmol (al final de la radiosintesis).

La [18F]f|uoroprci>poxi-A, ["®F]fluorobutoxi-A, 2-([*Ffluoroetoxiletoxi-A y 2-(2-(["®F]fluoroetoxi)-
etoxietoxi-A se; pueden preparar como se acaba de describir anteriormente a partir de los
derivados de tosiloxialcoxi-A correspondientes (ejemplo 12) como precursores para el marcado

con flior-18.

EJEMPLO 14
La absorcion del ['CJ-A es significativamente mas alta en el estriado lesionado de ratas
inyectadas con AMPA (la region en la que se induce la expresion del PBR ) comparado con el
estriado controlateral intacto, del cual se espera que no exprese o exprese cantidades no
significativas de‘ PBR (Figura 1). La absorcion de [''CJ-A es también significativamente mas
alta que la absorcion observada con el ligando PET de referencia para PBR, ['C]PK11195, en
el estriado lesionado (Figura 1). La relacion de la absorcién en el estriado lesionado frente al
intacto es también significativamente mas alta para la [''C]-A que para el [''C]JPK11195 (Figura
2). El potencial de unién (PU) y el R1 son significativamente mas altos para la [''CJ-A que para
el ['"CIPK11 195 (PU = 1,65 * 0,36 frente a 0,66 + 0,15; R1 = 1,26 + 0,08 frente a 1,10 + 0,05).
Tanto el PK1 11i95 (Figura 3) como la A sin marcar (Figura 4} (1 mg/kg por via intravenosa; 20
min después de la inyeccién de [''CJ-A) redujeron significativamente la absorcion cerebral de
["C]-A en el estriado lesionado. Ambos compuestos sin marcar indujeron un pequefio
aumento en la unién de la [''C]-A en el lado controlateral, lo cual es debido probablemente a
un aumento en|la concentracién en sangre de [''C)-A debido a la liberacién de [''C]-A desde
sitios de unién éxtracerebrales.

El analisis de Io:s metabolitos presentes en la sangre y el plasma de las ratas a 10 y 20 min
después de la ir|1yecc]c’m de [''C]-A y de los metabolitos presentes en el cerebro de las ratas a
10, 20 y 30 min después de la inyeccion de [''C]-A detectaron esencialmente el compuesto
padre solamente (Figura 10).

Ademés, la autorradiografia de la union de la [""C]-A en secciones del cerebro reflejo los
resultados de Iaf| toma de imagenes con una alta relacion ipsilateral a contralateral (3.8), lo que
es suprimido pdr un exceso de PK11195 sin marcar 6 A (Figura 5). Se observé una pequefia,
pero significativa reduccién de la unién de la [''C]-A con flumazenil sin marcar, un antagonista

de las benzodiaiepinas (Figura 5}

EJEMPLO 15

Tanto en los ratones transgenicos APPxPS1 como PS1 de tipo salvaje, la absorcién de la

["C)-Aenel cell'ebro entero (cerebelo excluido) es mas alta que la absorcion del [''C]PK11195
(Figura 6). Sin embargo, la absorcion tanto de [''C]-A como [''C]PK11195 no es

significativamerjte mas alta en los APPxPS1 frente a los PS1 de tipo salvaje. Por contraste, Ia
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unién especifica de la [*H]-A es aproximadamente 2 veces mayor en secciones de cerebro
entero de ratones APPxPS1 comparado con ratones PS1 de tipo salvaje (Figura 7).

Estos datos demuestran que la [''C]-A puede detectar de manera especifica el aumento de la
unién del PER
modelo en raton de la enfermedad de Alzheimer. La toma de imagenes PET in vivo confirma

y la inflamacién en un modelo agudo de neuroinflamacién en rata y en un

que se puede usar [''C]-A para adquirir imagenes de la sobreexpresion del receptor PBR y la

neuroinflamacion en roedores. Ademas, la unién del receptor PBR observada mediante la

toma de imagenes PET con [''C]-A es mayor que la observada con el ligando PET de
referencia del receptor PBR, ['C]PK11195.

EJEMPLO 16
La absorcién de [''C]-A es significativamente mas alta en el estriado derecho lesionado de un
primate inyectado con acido quinolinico comparado con la absorcion de [''C]-A en el estriado
contralateral no
prefrontal) 24 h

en el estriado

inyectado y dos regiones cerebrales de control no inyectadas (cerebelo, cortex
después de la inyeccion de la excitotoxina (Figura 8). La absorcién de [''CJ-A
contralateral no inyectado permanecié estable y en el mismo nivel que la

I
absorcion de ['/C]-A en las regiones cerebrales de un primate no inyectado (Figura 8). El

aumento en la absorcion de [''C]-A se podia visualizar a 48 h después de la inyeccién de la
excitotoxina (en el hemisferio izquierdo), mientras que la absorcion de [V'CJ-A a 7 meses
después de la inyeccién de |a excitotoxina (cinética en el estriado derecho lesionado 7 meses
antes) habia vuelto a los niveles de la linea de base. Una caracterizacion mas detallada de |a
fase temprana de la neuroinflamacién demuestra que el aumento de la absorcion de [''C)-A
puede ser visualizado desde 24 h hasta 16 dias (Figura 9). La administracién sistémica de un
gran exceso de PK11195 sin marcar 30 min después de la inyeccién del radiotrazador dio
como resultado un desplazamiento especifico de la unién de la ['C]-A en el estriado
lesionado, sin observarse cambios apreciables en las regiones cerebrales de control no

lesionadas (Figura 9).

Aplicaciones:

La presente invencién se puede aplicar como una herramienta de diagnostico y como una

herramienta par
estan alterados
aplicar a estud
terapéuticos en

de modelos anin

a seguir la evolucién y progresion de patologias en |1as que los niveles del PBR
y en las que esta presente la inflamacion. La invencién también se puede
ios de ocupacion del receptor y para evaluar la eficacia de tratamientos
estados patoldgicos y como un biomarcador translacional para la investigacion

nales a humanos.
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REIVINDICACIONES

loro-N, N, 5-trimetil-4-oxo0-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-blindol-1-acetami-

rcada como biomarcador para |a deteccion, en un individuo, de los niveles de

| . . :
PBR asociados con estados normales y patologicos, en el que la radiomarca se elige

entre carbo

Uso segun

no-11, radiohaldgenos y radiometales.

la reivindicacion 1, en el que la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-

4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida esta radiomarcada con carbono-11.

Uso segun

las reivindicaciones 1y 2, en el que la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-ox0-3-fenil-3,5-

dihidro-4H-piridazino[4,5-bJindol-1-acetamida esta radiomarcada con carbono-11 sobre el
|

carbono del grupo metilo situado en la posicién 5 del nucleo de indol.

Uso segun‘la reivindicacién 1, en el que fa 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-

4H-piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida esta radiomarcada con radiohald- genos.

Uso segun

las reivindicaciones 1 6 4, en el que la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-

dihidro-4H—biridazino[4,5-b]indol-1-acetamida esta radiomarcada con el radiohalogeno

fldor-18.

Uso segun
dihidro-4H-

las reivindicaciones 1 6 5, en el que la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-
piridazino[4,5-b]indol-1-acetamida esta radiomarcada con flGor-18 en la

posicién para del anillo de 3-fenilo.

Uso segun

las reivindicaciones 1-6, en el que la deteccion de los niveles de PBR vy la

inflamacién se realiza por adquisicion de imagenes PET {tomografia de emision de

positrones)

fotones ind

Uso segun

inflamacion

positrones)

Uso segun
cambios e

cerebrales

Uso segun

-0 adquisicion de imagenes SPECT (tomografia computerizada de emision de

viduales).

las reivindicaciones 1-7, en el que la deteccion de los niveles de PBR y la

se realiza por adquisicion de imagenes PET (tomografia de emision de

las reivindicaciones 1-8, en el que los estados patoldgicos relacionados con
N los niveles de PBR se seleccionan entre dafios cerebrales, infecciones

y enfermedades neurolégicas.

las reivindicaciones 1-8, en el que los estados patologicos relacionados con

cambios en los niveles de PBR se seleccionan entre enfermedades psiquiatricas.

?)0\
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

26

Uso seguin| las reivindicaciones 1-8, en el que los estados patoldgicos relacionados con

cambios en los niveles de PBR se seleccionan entre enfermedades proliferativas.

Uso segl'Jn| las reivindicaciones 1-8, en el que los estados patolégicos relacionados con

cambios en los niveles de PBR se seleccionan entre procesos inflamatorios periféricos.

Uso segun las reivindicaciones 1-8, en el que la deteccion de los niveles de PBR se

realiza para estudios de ocupacion.

Uso segun las reivindicaciones 1-8, en el que la deteccidon de los niveles de PBR se

realiza para evaluar la eficacia de un tratamiento terapéutico.

Método para la deteccidn de niveles de PBR asociados con estados normales y cambios
en los niveles de PBR asociados con estados patoldgicos, en los que la deteccién se
realiza usando una forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-
4H-piridazino[4,5-blindol-1-acetamida, en donde la radiomarca se elige entre carbono-11,

radiohaldgenos y radiometales.

Metodo segln la reivindicacién 15, en el que la forma radiomarcada de 7-cloro-N,N,5-
trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-bjindol-1-acetamida contiene carbono-
11.

Método segln las reivindicaciones 15-16, en el que la 7-cloro-N, N, 5-trimetil-4-oxo-3-fenil-
3,5-dihidro-4H-piridazinc[4,5-blindol-1-acetamida esta radiomarcada con carbono-11

sobre el carbono del grupo metilo situado en la posicion 5 del nicleo de indol.
!

Método se!gt’m la reivindicacién 15, en el que la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-

dihidro-4H-piridazino[4,5-blindol-1-acetamida esta radiomarcada con flor-18.

Método segun la reivindicacion 15, en el que la 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-
dihidro-4H-piridazino[4,5-blindol-1-acetamida esta radiomarcada con flior-18 en la

posicién para del anillo de 3-fenilo.

Método segun las reivindicaciones 15-19, en el que los estados patologicos relacionados
| . . . . .
con cambios en los niveles de PBR se seleccionan entre dafios cerebrales, infecciones

cerebrales |y enfermedades neuroldgicas.

Método segun las reivindicaciones 15-19, en el que los estados patoldgicos relacionados

con cambios en los niveles de PBR se seleccionan entre enfermedades psiquiatricas.

Método segun las reivindicaciones 15-19, en el que los estados patoldgicos relacionados

v 0
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24,

25,

26.
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con cambios en los niveles de PBR se seleccionan entre enfermedades proliferativas.

Método segun las reivindicaciones 15-19, en el que los estados patolégicos relacionados
| . . . .
con cambiios en los niveles de PBR se seleccionan entre procesos inflamatorios

periféricos.

Método segun las reivindicaciones 15-19, en el gue la deteccidn de los niveles de PBR se

: | . .
realiza para estudios de ocupacion.

Méetodo segun las reivindicaciones 15-19, en el que la deteccidn de los niveles de PBR se
realiza pare}a evaluar la eficacia de un tratamiento terapéutico.

Kit de diagrpéstico para la deteccion de niveles de PBR asociados con estados normales y
cambios en los niveles de PBR asociados con estados patologicos, que comprende una
forma radiclnmarcada de 7-cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-
blindol-1-acetamida.
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{54 Titulo:

USO DE 7-CLORO-N,N.5-TRIMETIL-4-OX0Q-3-FENIL-3,5-DIHIDRO-4H-PIRIDAZINO[4,5-5]INDOL-1-ACETAMIDA COMO

BIOMARCADOR DE LOS NIVELES DEL RECEPTOR PERIFERICO DE BENZODIAZEPINAS

Reivindicacion{es):

1. Uso de 7-cloro-N,N,5-timetil-4-ox0-3-fenil-3,5-dihidro-
4H-piridazino[4,5-b)indol-1-acetami- da radiomarcada como
biomarcador para la deteccion, en un individuo, de los niveles
de PBR asociados con estados normales y patoldgicos, en el
que la radiomarca se elige entre carbono-11, radiohaldgenos y
radiometales.

2. Uso segun la;:reivindicacion 1, en el que la 7-cloro-
N, N, 5-trimetil-4-oxo-3Henil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-
blindol-1-acetamida esta radiomarcada con carbono-11.

3. Uso segln las reivindicaciones 1y 2, en el que la 7-
cloro-N,N 5-trimetil-4-ox0-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-
blindol-1-acetamida esta radiomarcada con carbono-11 sobre
el carbono del grupo metilo situado en la posicién 5 del niicleo
de indol.

4,  Uso segun la, reivindicacion 1, en el que fa 7-cloro-
N, N, 5-trimetil-4-oxo- 3 fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4,5-
blindol-1-acetamida esta radiomarcada con radichalé- genas.
5 Uso segin las reivindicaciones 1 6 4, en el que la 7-
cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazinofd,5-
bjindol-1-acetamida estd radiomarcada con el radiohaldgeno
fldor-18.

6. Uso segln las reivindicaciones 1 0 5, en el que la 7-
cloro-N,N,5-trimetil-4-oxo0-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4, 5-
blindol-1-acetamida estd radiomarcada con flior-18 en la
posicién para del anillo de 3-fenilo.

7. Uso segun [as reivindicaciones 1-6, en el que h
deteccién de los niveles de PBR y la inflamacién se realiza por
adquisicion de imagenes PET (tomografia de emision de
positrones} o adquisicion de imagenes SPECT (tomografia
computerizada de emiision de fotones individuales).

8. Uso segin las reivindicaciones 1-7, en el que la
deteccion de los niveles de PBR y la inflamacidn se realiza por
adquisicion de imédenes PET (tomograffa de emision de
positrones). I

9.  Uso segin las reivindicaciones 1-8, en el que los
estados patoldgicos relacionados con cambios en los niveles
de PBR se seleccionan entre dafios cerebrales, infecciones
cerebrales y enfermedades neuroldgicas.

10. Uso segln las reivindicacicnes 1-8, en el que los
estados patoldgicas relamonados con cambios en los niveles
de PBR se selecmonan entre enfermedades psiquiatricas.

11, Uso segin las reivindicaciones 1-8, en el que los
estados patoldgicos relacionados con cambios en los niveles
de PBR se seleccionan entre enfermedades proliferativas.

12, Uso segln las reivindicaciones 1-8, en el que los
estados patologicos relacionados con cambios en los niveles
de PBR se seleccionan entre procesos inflamatorios
periféricos.

13. Uso segin las reivindicaciones 1-8, en el que fa
deteccion de los niveles de PBR se realiza para estudios de
ocupacin.

14, Uso segln las reivindicaciones 1-8, en el que la
deteccién de los niveles de PBR se realiza para evaluar la
eficacia de un tratamiento terapéutico.

15. Método para la deteccién de niveles de PBR asociados
con estados normales y cambios en los niveles de PBR
asociados con estados patoldgicos, en los que la deteccion se
realiza usando una forma radiomarcada de 7-cloro-MN,5-
trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazino[4,5-blindol- 1-
acetamida, en donde la radiomarca se elige entre carbono-11,
radiohalogenos y radiometales.

16.  Método segun la reivindicacién 15, en el que la forma
radiomarcada de  7-cloro-N, N 5-trimetil-4-0xo-3-fenil-3,5-
dihidro-4H-piridazino[4,5-bjindol-1-acetamida contiene
carbono-11.

17.  Método segln las reivindicaciones 15-16, en el que la
7-clora-N, N, 5-trimetil-4-oxo0-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-
piridazino[4,5-blindol-1-acetamida  estd radiomarcada con
carbono-11 sobre el carbono del grupo metilo situade en la
posicidn 5 del nicleo de indol.

18.  Método segln la reivindicacién 15, en el que la 7-cloro-
N.N,5-trimetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4 H-piridazinof4,5-
plindol-1-acetamida estd radiomarcada con flior-18.

19,  Método sequn {a reivindicacidn 15, en el que la 7-cloro-
NN 5-timetil-4-oxo-3-fenil-3,5-dihidro-4H-piridazino[4, 5-
blindol-1-acetamida estd radiomarcada con flior-18 en la
posicion para del anillo de 3-fenilo.

20. Método sequn las reivindicaciones 15-19, en el que los
estados patoldgicos relacionados con cambios en los niveles
de PBR se seleccionan entre dafios cerebrales, infeccicnes
cerebrales y enfermedades neuroldgicas.

21, Método segun las reivindicacianes 15-19, en el que los
estados patoldgicos relacionados con cambios en los niveles
de PBR se seleccionan entre enfermedadas psiquidtricas.
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Indicacidn que se solicita una patente.

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
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Dibujos de ser estos pertinentes

OO0

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa D Incompleta l:]

PATENTE DE INVENCION PCT %AODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Clrcular Unica

1

[Z] i Indicacion que se solicita una PCT

B/ Gopia de la solicitud en espaiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

)|
D Dibujos de ser estos pertinentes '
Q/Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
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DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Decision 486/00)
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Indicacion que se solicita un esquema de trazado
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Representacion grafica de un esquema de trazado
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Comprobante de pago de las tasas establecidas
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Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA
Apoderadofa} y/o Representante de
COMMISSARIAT A L ENERGIE ATOMIQUE C.E.A.

REFERENCIA Radicacion No. 11 051319
Solicitud internacional PCT/IB2009/7562
Fecha inicio fase nacional 28/05/2011

Tramite 11
Evento 378 )
Actuacion 430 ; 0 -
Oficio No. , igr 2»7 ..3;..]

Como resultado del examen de forma, realizade con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT}, regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado por la sociedad COMMISSARIAT A L' ENERGIE
ATOMIQUE C.E.A., con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos 83 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que acredita la existencia y representacion
legal de la sociedad solicitante.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante © a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k} de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a gue hace referencia la Regla 4.17 i) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiguen claramente una
cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispueste en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraré abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente. ..

Al conlastar favor indique el nimero de Sede Centro: Camrara 13 No, 2700 Pisos 2, §, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a centinuacidn Sede CAN: Av, Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240. Linea 01B00-21016%
Wab: www.sic.gov.co e-mail. info@sic.gov.co
Begota D.C. - Colombia



Ly Continuacién radicado No: 11 051319 .
=0 Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal 8), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

=)

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (c)

£l anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha ” 7Jﬂﬁ' ?ﬂ]_f '
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