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ES 2 835581 T3

DESCRIPCION
Proceso para la preparacion de complejos de %8Ga
Sector de la técnica

La invencion trata de procesos para preparar complejos que contienen isétopos, en particular, complejos utiles como
radiomarcadores que contienen el isétopo #8Ga.

Estado de la técnica

A pesar de los alentadores resultados de estudios clinicos recientes que usan un marcador radiactivo marcado con
68Ga para la técnica TEP (Tomografia por Emision de Positrones) de diagnostico por imagen in vivo, el corto periodo
de semidesintegracion del isétopo (68 minutos), que no permite una distribuciéon de largo alcance, junto con la
necesidad de una "radiofarmacia de produccién" equipada para el proceso de marcaje, aun impiden sus usos
generalizados en la rutina de la medicina nuclear.

El marcaje con Ga-68 se lleva a cabo formando un complejo del metal radiactivo con un quelante adecuado en un
medio de reaccion en el que se introduce la dosis radiactiva de 68Ga procedente de la elucion del generador de %8Ga,
la cantidad de molécula a marcar (denominada molécula funcionalizada con quelante o precursora en la solicitud de
los solicitantes) y un tampén adecuado para garantizar el pH 6ptimo para la formacién del complejo.

El denominado generador de %Ga es una resina disponible en el comercio y que contiene germanio, a partir del cual,
el %8Ga deseado se forma de manera natural mediante la desintegracion del germanio; por tanto, la elucion de la resina,
en las condiciones de pH apropiadas y en presencia de una molécula funcionalizada con quelante permite la formacion
del complejo deseado que contiene ®8Ga; dependiendo de la molécula funcionalizada con quelante seleccionada,
puede ser necesario calentar a 75-90 °C.

Los principales limites para el éxito del marcaje los proporciona el hecho que el pH adecuado tiene que mantenerse
constante y por la competicion de las impurezas metalicas con el Ga-68 durante el proceso de la formacion del
complejo.

En vista de lo dicho anteriormente, la investigacion de un tampon adecuado, capaz de garantizar un pH convencional
es, obviamente, un tema objeto de continuas investigaciones por parte de los expertos en el marcaje con 68Ga, y aun
abierto.

Dicho tampén deberia ser atoxico, capaz de tamponar en el intervalo de pH de 3,5-5,0, no deberia competir con los
iones de galio y preferentemente deberia tener una débil capacidad para formar complejos con metales.

Entre los diferentes tampones publicados, los que se usan principalmente hasta ahora son HEPES (derivado del acido
sulfénico) o tampones acetato; sin embargo, estos solo permiten trabajar en un intervalo de pH definido estrictamente
(publicacion de Velikyan et al., Bioconjugate Chem, 2008, 19, 569-573) y puede que ya no conserven la capacidad de
tamponamiento requerida cuando la acidez del eluato varie ligeramente.

Por ejemplo, incluso un leve aumento del volumen del eluato procedente del generador provoca que el pH cambie a
valores que dafian la formacién del complejo, dando como resultado una gran cantidad de Ga-68 libre. Esto produce
un riesgo de incumplimiento que hace obligatoria la purificacién final. Ademas, no se dispone de datos toxicologicos
sobre el tampon HEPES: la purificacién final tiene que realizarse también a fin de eliminar, o al menos reducir, el
HEPES antes de la administracion del producto radiofarmacéutico. Otros tampones se han propuesto recientemente
(documento WO 2010/092114) como solucién eficaz para la formacion de complejos con Ga-68, por ejemplo,
tampones lactato, tartrato y carbonato. Estos tampones comprenden al menos dos funciones de coordinacion del Ga-
68 que superan el prejuicio de que podrian interferir con el marcaje. En cualquier caso, su uso se ha probado con éxito
con fracciones reducidas y purificadas del eluato del generador, sin omitir el tratamiento de premarcaje de la solucién
de Ga-68.

Un segundo limite importante es la competicién de impurezas metdlicas, principalmente cationes trivalentes y
bivalentes procedentes tanto de la fase estacionaria como de la desintegracién del Ga-68 (Zn). Estos metales, asi
como el Ga-68, se unen a la molécula funcionalizada por quelante, reduciendo el nimero de moléculas realmente
disponibles para el marcaje. Esto puede dar como resultado una formacion incompleta de complejo de Ga-68,
reduciendo la pureza radioquimica final de la preparacion. En la técnica anterior, algunas veces el Ga-68 que no ha
formado complejos con la molécula funcionalizada con quelante durante el marcaje se secuestra completamente con
la adicion después del marcaje de un exceso de quelante con afinidad reconocida por el isétopo, (por ejemplo, el
quelante EDTA) a fin de evitar la presencia de una alta porcidon de metales libres y promover su eliminacién en caso
de administracion de la preparacién radiofarmacéutica (documento WO 2010/141833 - Ejemplo 2). Una formacion
parcial de complejo de Ga-68 podria enfrentarse de forma diferente partiendo de cantidades mayores de molécula
funcionalizada con quelante. Sin embargo, un aumento de la cantidad de precursores quelados produce una reduccion
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indeseable de la radiactividad especifica (proporcion entre el producto radiactivo y el producto sin marcar) que puede
empeorar los resultados diagndsticos. De hecho, debido a la competicion con la molécula marcada por el mismo
receptor, la presencia de molécula sin marcar podria tener un efecto negativo sobre la concentracion de radiactividad
en el tejido diana. Por tanto, una alta RE (radiactividad especifica) podria ser critica para proporcionar un contraste
suficiente en las imagenes de la TEP entre el tejido diana y su entorno. En el estado de la técnica, la presencia de
iones metalicos que compiten suele reducirse mediante purificacion previa o fraccionamiento del eluato antes del
marcaje (como se describe en la patente N.° WO 2010/092114), pero estas etapas proporcionan una desventajosa
pérdida de la actividad inicial. Ademas, si las etapas de premarcaje, asi como la purificacion final, no pueden evitarse,
el marcaje con Ga-68 se basara siempre, en cierta medida, en la automatizacion, mediante el uso de un moédulo de
sintesis, haciendo la estrategia de kit inviable. Ademas de la experiencia técnica necesaria, esto requiere un tiempo
prolongado desfavorable para el marcaje. Debido al corto periodo de semidesintegracion del radionuclido (t12= 68
minutos) y a la limitada actividad proporcionada por el generador, cualquier mejora dirigida a obtener una formacion
de complejo muy rapida, directa y de alto rendimiento es muy conveniente.

En la solicitud W0O2005/009393 se describié extensamente un método para la radioestabilizacién de productos
farmacéuticos, especialmente mediante la adicién de antioxidantes durante o después de la formacién del complejo
con un radiometal.

A partir de lo dicho anteriormente, esta clara la necesidad de un proceso que permita la preparacion de complejos con
68Ga superando los problemas dichos anteriormente.

Objeto de la invencidn

Se describe un proceso para la preparacion de complejos que contienen %8Ga, donde se usa en la reaccion de
formacion del complejo una solucién acuosa tamponada en presencia de un compuesto capaz de secuestrar cationes
metalicos.

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion describe como superar los problemas anteriormente indicados, a través de un proceso donde
el Ga-68 forma complejos de forma eficaz mediante una molécula funcionalizada con quelante en un tampén acuoso
de acido férmico/formiato.

El tampdn de acido férmico/formiato dicho anteriormente no solo permite establecer el pH correcto, sino también tolerar
la variacion de volumen/acidez del eluato.

De hecho, su capacidad tamponadora se centra en un valor de pH adecuado para la formaciéon de complejo del Ga-
68 y no tiene capacidad de formar complejos con metal, de modo que no aporta interferencia con el marcaje. Ademas,
este tampoén deberia ser compatible con la aplicacion farmacéutica porque el acido formico esta clasificado como
disolvente residual de clase 3 (disolventes con bajo potencial toxico) en la Farmacopea, para el que se admite un limite
de 5 mg/ml (5000 ppm).

Normalmente, se prefiere un formiato, el formiato sédico, pero también puede usarse cualquier otra sal metalica del
acido férmico.

La proporcién acido férmico/formiato esta comprendida normalmente entre 1 y 3,5. Ademas, a fin de enfrentar el
problema de la presencia de impurezas metalicas, en lugar de aumentar la cantidad de molécula funcionalizada con
quelante (que proporciona una reduccién de la RE) o pretratar el eluato del generador con etapas de purificacion que
consumen tiempo y radiactividad, como es practica normal en la técnica, se encontré que puede usarse un agente
secuestrante en el proceso a fin de neutralizar las especies que interfieren, dejando al Ga-68 mas libre para reaccionar
con la molécula funcionalizada con quelante.

Si estan presentes, estos agentes secuestrantes actian como soporte para la molécula funcionalizada con quelante
que sustrae, temporal o permanentemente, los metales que compiten de la reaccién con las moléculas funcionalizadas
queladas.

Cabe sefialar que la funcién de los agentes secuestrantes en la presente invencion es la contraria a la funcién de los
agentes secuestrantes usados en la técnica anterior, como se describe anteriormente.

De hecho, de acuerdo con los procedimientos conocidos, al final del marcaje puede afiadirse un agente secuestrante
con particular afinidad por el galio, a fin de quelar la porcién del isétopo que no ha reaccionado, mientras que, de
acuerdo con la presente invencion, al principio de la reaccién se afade un agente secuestrante capaz de reducir al
minimo la competicion de impurezas metalicas.

Obviamente, los agentes secuestrantes usados en el presente documento deberian unirse preferentemente a los
metales que compiten en lugar de al ion Ga-68, a fin de evitar la interferencia con la reaccion de marcaje principal o la
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formacion de especies marcadas colaterales.

La presente invencion se refiere a procesos para formar complejos de radioisétopos, y en particular de 68Ga, donde
las soluciones tamponadas se utilizan en combinacidén con agentes secuestrantes como se describe anteriormente y
en lo sucesivo en el presente documento.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de complejos de %Ga mediante una
reaccion de formacion de complejo entre una molécula funcionalizada con quelante y 8Ga que se lleva a cabo en una
solucion acuosa tamponada que tiene un intervalo de pH de 3,0-4,5, caracterizado porque dicha reaccion de formacion
de complejo se lleva a cabo en presencia de un compuesto capaz de secuestrar cationes metalicos afadidos al inicio
de la reacciéon de formacion de complejo, escogiéndose dicho secuestrante del grupo que consiste en: éteres de
corona, 1,10-fenantrolina y 2,2'-bipiridina.

De acuerdo con la invencién con moléculas funcionalizadas con quelante se quiere decir cualquier molécula con
capacidad de direccionamiento, funcionalizada con un quelato capaz de formar complejos con is6topos radiactivos
tales como Ga-68.

Los quelatos preferidos para la formacién de complejos de Ga-68 de acuerdo con la invencion pueden escogerse
entre: DOTA, NOTAy PCTA

También se puede hacer uso, en general, de cualquier quelato capaz de formar una jaula suficientemente estable
alrededor del Ga®*, en particular, cualquier amina alifatica, macrociclica o lineal, o amina macrociclica con aminas
terciarias.

Como molécula con capacidad de direccionamiento se quiere decir una molécula capaz de dirigirse hacia un proceso
biolégico de interés diagnostico o terapéutico, ventajosamente un aminoacido, un péptido que, ventajosamente
comprenda 4 a 15 0 4 a 10 aminoacidos, un polipéptido, una proteina, una vitamina, un monosacarido o polisacarido,
un anticuerpo, un acido nucleico o un aptamero.

Entre las moléculas con capacidad de direccionamiento utiles para la invencién, se pueden mencionar (como ejemplo
y no como listado limitante):

- Moléculas dirigidas a receptores de VEGF

- Analogos de bombesina o moléculas dirigidas a receptores de PLG

- Moléculas dirigidas a receptores de somatostatina

- Péptidos RGD o moléculas dirigidas a av3 y avp5

- Anexina V o moléculas dirigidas a procesos apoptéticos

- Moléculas dirigidas a receptores de estrégeno

- Moléculas dirigidas a la placa de ateroma

- Las moléculas dirigidas nombradas en Topics in Current Chemistry, vol. 222, 260-274, Fundamentals of Receptor-
based Diagnostic Metallopharmaceuticals,

La presente divulgacion también describe los siguientes agentes secuestrantes:-glicina y otros aminoacidos quelantes
(por ejemplo, metionina, cisteina, etc....);

- éteres de corona y éteres de corona con nitrégeno;

- compuestos organicos heterociclicos, por ejemplo, 1,10-fenantrolina, 2,2'-bipiridina;

- calixarenos;

- quelantes polidentados, por ejemplo, proteinas, polisacaridos y acidos polinucleicos;

- agentes quelantes naturales, por ejemplo, catequinas, tanino, porfirina;

- en general, agentes quelantes lineales o macrociclicos (por ejemplo, podandos o criptandos).

Normalmente se usan cantidades de agente secuestrante micromolares o, mas ventajosamente, nanomolares,
preferentemente menos de 100 nanomolar, por ejemplo, en un intervalo de 20 y 25 nanomolar.

Es importante sefalar que los agentes secuestrantes, como se explica anteriormente, se pueden utilizar
ventajosamente también en reacciones de formaciéon de complejo donde se utilizan otros tampones.

Por tanto, otra realizacion de la presente invencidén es un proceso que comprende una reaccion de formacion de
complejo de %8Ga, donde se afiaden al tampon de reaccion agentes secuestrantes como se define anteriormente.

La reaccién de formacion de complejo de acuerdo con la presente invencioén se lleva a cabo en un intervalo de pH de
entre 3 y 4,5, en una realizacién particular de entre 3,2 y 4,2, preferentemente de entre 3,4 y 4,0.

Los complejos obtenidos de acuerdo con el proceso descrito anteriormente pueden contener acido formico/formiato
por debajo de 10 mg/ml y el agente secuestrante (si se usa) por debajo de 100 nmoles.
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Como se ha dicho, se eluye un generador comercial (que consiste en una columna de resina que lleva germanio) con
un eluyente que contiene un acido (normalmente HCL) directamente en un vial que contiene tampén formiato y una
base.

Se afiade al vial una molécula funcionalizada con quelante (normalmente en presencia de un agente secuestrante de
metales como, por ejemplo, fenantrolina) y el vial de reaccion se calienta durante un tiempo corto; la solucién producto
se recoge Yy se verifica mediante HPLC de fase inversa e ITLC (MeOH/acetato de amonio 1 M 1/1).

El orden de adicion también puede invertirse.
Por tanto, la presente invencién también se refiere a un proceso donde:

- un generador comercial de ®8Ga se eluye con un eluato que contiene un acido directamente en un vial que contiene
el tampdn y una base;

- se afiade un agente secuestrante;

- se afiade una molécula funcionalizada con quelante al vial y el vial de reaccién se calienta durante un tiempo corto;

- se recoge el producto.

La presente invencion también se refiere a un proceso donde:

- un generador comercial de ®8Ga se eluye con un eluato que contiene un acido directamente en un vial que contiene
una molécula funcionalizada con quelante;

- se afiade un agente secuestrante;

- se afiaden un tampodn y una base en el vial y el vial de reaccion se calienta durante un tiempo corto;

- se recoge el producto.

Por ejemplo, el generador comercial puede eluirse con un eluyente que contiene un acido (normalmente HCI)
directamente en un vial que contiene una molécula funcionalizada con quelante (preferentemente, en presencia de un
agente secuestrante de metal, como por ejemplo una fenantrolina).

El tampdn formiato y la base se afiaden en el vial y la mezcla de reaccidn se calienta durante un tiempo corto.

El eluato acido esta constituido normalmente por una solucion acuosa de un acido fuerte como, por ejemplo, HCI,
mientras que la base es una solucién acuosa de una base fuerte como, por ejemplo, NaOH.

Por lo tanto, en una realizacién particular, la presente invencion se refiere a procesos donde el eluato acido es una
solucion acuosa de HCI, mientras que la base es una solucién acuosa de NaOH.

En conjunto, el uso de tampén formiato garantiza un pH adecuado, aun cuando se produzcan variaciones en la acidez
del eluato y, de esta forma reduce la cantidad de Ga-68 que no forma complejo debida a un pH demasiado bajo o
demasiado alto, lo que da como resultado un alto contenido de #8Ga3* o hidroxidos de %8Ga libres respectivamente.
Ademas, la adicién de un agente secuestrante permite rebajar la cantidad de molécula funcionalizada con quelante
necesaria para obtener una formacion completa de complejo de Ga-68.

Estos dos aspectos permitieron al solicitante alcanzar un grado adecuado de formacion de complejo, ventajosamente,
de al menos el 92 %, 95 % y 97 %, y, por consiguiente, una pureza suficiente (de al menos el 92 %, 95 % y 97 %) sin
ningun tipo de purificacion previa o final. Dado que los resultados obtenidos confirman la viabilidad de un marcaje
directo con Ga-68 que no requiere manipulacion o purificacion, la formulacién puede aplicarse a la produccién de un
kit especifico.

Por tanto, la presente invencidén también se refiere a un kit de reacciéon que comprende:

- un vial que contiene la molécula funcionalizada con quelante y un compuesto capaz de secuestrar cationes
metalicos, escogiéndose dicho agente secuestrante del grupo que consiste en: éteres de corona, 1,10-fenantrolina
y 2,2'-bipiridina;

- unvial o una jeringa que contenga una solucién de tampon ultrapura adecuada.

En una realizacion particular del kit, dichos viales son viales siliconados.

La presente divulgacion también describe un kit que comprende:

- un vial siliconado que contiene la molécula funcionalizada con quelante y el agente secuestrante seleccionado;
- un vial siliconado o una jeringa que contiene una mezcla ultrapura adecuada de &cido formico/formiato sddico.

Ademas, la presente invencion también se refiere a un vial que contiene una molécula con funcionalidad con quelante,
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un compuesto seleccionado capaz de secuestrar cationes metalicos y una solucién de tampdn ultrapura adecuada,
escogiéndose dicho agente secuestrante del grupo que consiste en: éteres de corona, 1, 10-fenantrolina y
2,2'-bipiridina. En una realizacién particular, dichos viales son viales siliconados.

La presente divulgacion también describe a un vial Unico que contiene la molécula funcionalizada con quelante, el
agente secuestrante seleccionado y una mezcla ultrapura adecuada de acido férmico/formiato sédico.

Ejemplo 1
Marcaje con %8Ga de péptido DOTA con 3 ml de eluato de HCI 0,6 M

Se eluyé un generador comercial de 30 mCi (de IDB) que tenia una fase estacionaria de SnO2 con 3 ml de eluato de
HCL 0,6 M ultrapuro directamente en un vial que contenia 200 ul de tampdn formiato 1,5 M ultrapuro y 400 ul de NaOH
4,5 M ultrapuro. Después se afiaden 30 ug de péptido DOTA y 4,5 ug de 1,10-fenantrolina y se calienta el vial de
reaccion a 95 °C durante 7 minutos. El producto se verific6 mediante HPLC de fase inversa e ITLC (MeOH/acetato de
amonio 1 M 1/1) y la pureza radioquimica resulté ser del 98 % en ambos ensayos.

Ejemplo 2
Marcaje con %8Ga de péptido DOTA con 3,2 ml de eluato de HCI 0,6 M

Se eluyé un generador comercial de 30 mCi (de IDB) que tenia una fase estacionaria de SnO2 con 3,2 ml de eluato
de HCL 0,6 M ultrapuro directamente en un vial que contenia 200 ul de tampdn formiato 1,5 M ultrapuro y 400 ul de
NaOH 4,5 M ultrapuro. Después se afiaden 30 ug de péptido DOTA y 4,5 ug de 1,10-fenantrolina y se calienta el vial
de reaccion a 95 °C durante 7 minutos. El producto se verific6 mediante HPLC de fase inversa e ITLC (MeOH/acetato
de amonio 1 M 1/1) y la pureza radioquimica result6 ser del 97 % en ambos ensayos.

Ejemplo 3:
Marcaje con %8Ga de péptido DOTA con 3 ml de eluato de HCI 0,6 M

Se eluy6 un generador comercial de 30 mCi (de IDB) que tenia una fase estacionaria de SnO2 con 3 ml de eluato de
HCL 0,6 M ultrapuro directamente en un vial que contenia 200 ul de tampén formiato 1,5 M ultrapuro y 400 ul de NaOH
4,5 M ultrapuro. Después se afiaden 30 ug de péptido DOTA y 15 ug de 12-corona-4 y se calienta el vial de reaccion
a 95 °C durante 7 minutos. El producto se verific6 mediante HPLC de fase inversa e ITLC (MeOH/acetato de amonio
1 M 1/1) y la pureza radioquimica resulto ser del 98 % y el 96 % respectivamente.

Ejemplo 4:
Marcaje con ®8Ga de péptido DOTA con 3 ml de eluato de HCI1 0,6 M

Se eluy6 un generador comercial de 30 mCi (de IDB) que tenia una fase estacionaria de SnO2 con 3 ml de eluato de
HCL 0,6 M ultrapuro directamente en un vial que contenia 30 ug de péptido DOTA y 15 ug de 12-corona-4. Después
se afiaden 200 ul de tampon formiato 1,5 M ultrapuro y 400 ul de NaOH 4,5 M ultrapuro y se calienta el vial de reaccién
a 95 °C durante 7 minutos. El producto se verific6 mediante HPLC de fase inversa e ITLC (MeOH/acetato de amonio
1 M 1/1) y la pureza radioquimica result6 ser del 98 % y el 96 % respectivamente.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para la preparacion de complejos de ®Ga mediante una reaccion de formacion de complejo entre una
molécula funcionalizada con quelante y %8Ga que se lleva a cabo en una solucién acuosa tamponada que tiene un
intervalo de pH de 3,0-4,5 caracterizado por que dicha reaccién de formacion de complejo se lleva a cabo en
presencia de un compuesto capaz de secuestrar cationes metalicos afadido al principio de la reaccion de formacion
de complejo, escogiéndose dicho agente secuestrante del grupo que consiste en: éteres de corona, 1,10-fenantrolina
y 2,2"-bipiridina.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicha molécula funcionalizada con quelante se escoge del grupo
que consiste en: DOTA, NOTA, PCTA.

3. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde el pH de la reaccion esta comprendido mas preferentemente
entre 3,2y 4,2.

4. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el pH de la reaccion es muy
preferentemente de entre 3,4 y 4,0.

5. Proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 - 4, donde:

- un generador comercial de %8Ga se eluye con un eluato que contiene un acido directamente en un vial que
contiene el tampdn y una base;

- se afiade un agente secuestrante;

- se afiade una molécula funcionalizada con quelante en el vial y el vial de reaccion se calienta durante un tiempo
corto;

- se recoge el producto.

6. Proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 - 4, donde:

- un generador comercial de %8Ga se eluye con un eluato que contiene un acido directamente en un vial que
contiene una molécula funcionalizada con quelante;

- se afiade un agente secuestrante;

- se afiaden un tampén y una base en el vial y el vial de reaccién se calienta durante un tiempo corto;

- se recoge el producto.

7. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, donde el eluato acido es una solucién acuosa de HCI, mientras que
la base es una solucion acuosa de NaOH.

8. Un kit de reaccion que comprende:

- un vial que contiene la molécula funcionalizada con quelante y un compuesto capaz de secuestrar cationes
metalicos, escogiéndose dicho agente secuestrante del grupo que consiste en: éteres de corona, 1,10-fenantrolina
y 2,2'-bipiridina;

- un vial o una jeringa que contiene una solucién de tampén ultrapura adecuada.

9. Un vial que contiene una molécula funcionalizada con quelante, un compuesto seleccionado capaz de secuestrar
cationes metdlicos y una solucién de tampodn ultrapura adecuada, escogiéndose dicho agente secuestrante del grupo
que consiste en: éteres de corona, 1,10-fenantrolina y 2,2'-bipiridina.

10. Un kit de reaccion de acuerdo con la reivindicacion 8 y un vial de acuerdo con la reivindicacion 9, donde dichos
viales son viales siliconados.
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