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DESCRIPCION
Fabricacion de agentes de contraste diméricos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la preparacién de agentes de contraste para su uso en formacién de imagenes
por resonancia magnética (MRI). En particular, la invencién se refiere a un nuevo proceso para la preparacién de
agentes de contraste diméricos, especialmente completo de [u-[1-[bis[2-(hidroxi-kO)-3-[4,7,10-tris[(carboxi-kO)metil]-
1,4,7,10-tetraazaciclododec-1-il-k N' kN k N7,k N0 propilJamino]-1-desoxi-D-glucitolato(6-)]]di-gadolinio.

ESTADO DE LA TECNICA

La formacién de imagenes por resonancia magnética (MRI) es una técnica de formacion de imagenes de diagnéstico
renombrada usada cada vez mas en diagnédsticos clinicos para un numero creciente de indicaciones.

La fuerte expansion de la MRI médica se ha beneficiado adicionalmente del desarrollo de una clase de compuestos,
los agentes de contraste de MRI, que actdan provocando una variacion drastica de las tasas de relajacion de
protones de agua cercana en los tejidos/6rganos/fluidos en los que se distribuyen, afiadiendo asi informacion
fisiolégica relevante a la impresionante resoluciéon anatémica obtenida cominmente en las imagenes de MRI sin
contraste.

Los agentes de contraste para su uso en la técnica de formacion de imagenes MRI incluyen normalmente un ion de
metal paramagnético que esta complejado con un ligando quelante ciclico o aciclico, mas normalmente un agente de
quelacién poliaminopolicarboxilico. La clase mas importante de agentes de contraste de MRI esta representada por
los agentes de quelacién de Gd(lll), que se usan actualmente en aproximadamente 1/3 de las pruebas clinicas. De
hecho, Gd(lll) es altamente paramagnético con siete electrones desapareados y un tiempo de relajacion electronica
largo, convirtiéndolo en un candidato excelente como agente de relajacion.

El documento W02017098044 (mismo solicitante que la presente solicitud) da a conocer complejos paramagnéticos

diméricos utiles como agentes de contraste, especificamente en la formacién de imagenes por resonancia
magnética (MR}, de férmula
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y una ruta de sintesis para su preparacion.

Entre un nimero de compuestos especificos, la solicitud da a conocer el complejo de di-gadolinio del ligando de 1-
[bis[2-hidroxi-3-[4,7,10-tris(carboximetil}-1,4,7,10-tetraazaciclododec- 1-il]propilJamino]-1-desoxi-D-glucitol de férmula
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identificado a continuacioén en el presente documento de otro modo como “compuesto complejo dimérico 5" o de
manera mas simple como “compuesto 5.

Este compuesto complejo muestra propiedades interesantes, especialmente en términos de capacidad de relajacion
y tolerabilidad, lo que lo convierte en adecuado para su uso en la formacion de imagenes de diagnéstico in vivo
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llevada a cabo con dosis del complejo paramagnético menores que las requeridas por los agentes de contraste del
mercado.

Ademas se da a conocer un proceso de preparacién en la solicitud internacional anterior, esquematizado en el
5 siguiente esquema general 1:
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Las etapas principales del proceso de sintesis dado a conocer comprenden:

a) la preparacién y el aislamiento de éster tri-terc-butilico de DO3A (compuesto 1A) llevados a cabo
sustancialmente tal como se da a conocer en Org. Synth. 2008, 85, 10;
15
b) la preparacién del producto intermedio 2 mediante la alquilacién de D-glucamina con epiclorhidrina (relacién
molar 1:4,95) en MeOH a 50°C durante 26 h, y el aislamiento del producto de condensacién mediante la
evaporacioén de la reaccion bruta;

20 c) la alquilacion de éster tri-terc-butilico de DO3A con el producto intermedio 2 en DMSO y EtsN, la
evaporacién y la purificacion del residuo bruto en Amberlite XAD®1600 conduciendo a dar el ligando
protegido 3;
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d) la desproteccion del ligando 3 con acido TFA y TIPS en diclorometano, la evaporacion de la reaccion bruta
y la purificacién del residuo en Amberlite XE 750;

e) la complejacién del ligando 4 en agua con cloruro de gadolinio hexahidratado y la purificacién en resina
Amberchrome CG161M del producto bruto obtenido mediante la filtracion y la evaporacion de la disolucién.

Este proceso requiere la sintesis y el aislamiento de cada uno de los productos intermedios individuales, que se lleva
a cabo generalmente mediante la evaporacion hasta residuo del disolvente. Tales etapas de aislamiento, ademas de
ser inadecuadas para una produccion a gran escala, dan como resultado de manera inevitable una reduccién en el
rendimiento global y la eficiencia del proceso. Ademas, el proceso de la técnica anterior no es particularmente
adecuado para trabajar a grandes escalas, por ejemplo, en proceso industriales, porque abarca el uso de materiales
abrasivos que son dificiles de manipular, tal como TFA, TIPS y DCM, que podrian provocar, entre otros, corrosion y
por tanto desgastar los aparatos de la sintesis y/o podrian no ser seguros para la salud de los trabajadores.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a un proceso optimizado para la fabricacion del compuesto complejo
dimérico 5 que incluye etapas de preparacion llevadas a cabo en un recipiente y sin aislamiento de los productos
intermedios resultantes, lo que permite tanto un ahorro de tiempo como un rendimiento global y una eficiencia
mejorados.

Mas particularmente, la invencién se refiere a un proceso para la fabricacion del compuesto complejo dimérico 5
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que comprende, como etapas principales:
1) preparar una disolucién de éster tri-terc-butilico de DO3A de férmula 1A
COOtBu COOtBu
N NT
’ J 1A
_N N
[ \\\ // H
COOtBu
por ejemplo, en un disolvente organico;
2) preparar una disolucién del producto intermedio de férmula 2
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por ejemplo, en un disolvente organico;

3) mezclar las disoluciones preparadas segln las etapas 1) y 2) para obtener una disoluciéon del ligando
protegido de férmula 3
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4) sin aislar el ligando protegido de la disolucién de la etapa 3), eliminar los grupos protectores terc-butilo del
ligando protegido para obtener una disolucién de un respectivo ligando libre de férmula 4
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5) sin aislar el ligando libre de férmula 4 de la disolucién obtenida, afiadir iones de metal gadolinio a la
disolucién de la etapa 4) para obtener una disolucién del respectivo complejo dimérico de férmula 5; y
6) aislar el complejo dimérico.

En un aspecto preferido de la invencién, el disolvente de reaccion en todas las etapas tras la preparacion del
compuesto de féormula 3 es un disolvente acuoso o una mezcla de disolventes acuosos. El disolvente acuoso o la
mezcla de disolventes acuosos ventajosamente no comprende materiales abrasivos tales como TFA, TIPS y/o DCM.

La etapa 1) del proceso comprende generalmente la preparacion de una disolucion de éster tri-terc-butilico de DO3A
1A. En una realizacién, la disoluciéon se prepara en un disolvente organico, por ejemplo, solubilizando en el

disolvente un éster tri-terc-butilico de DO3A comercial o un éster tri-terc-butilico de DO3A preparado usando un
procedimiento de sintesis conocido.
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En una realizacion preferida, la disolucién de 1A se prepara justo antes de su uso, convirtiendo una sal del éster tri-
terc-butilico de DO3A, tal como una sal de bromhidrato, en la respectiva base libre 1A. La conversién, que
comprende normalmente la neutralizaciéon del bromhidrato, se lleva a cabo preferiblemente en un disolvente
organico y en presencia de una base o una sal basica (una sal que es el producto de la neutralizaciéon de una base
fuerte y un acido débil, que se hidroliza formando una disolucién basica). Entonces, la eliminacién de las sales
formadas y la concentracion opcional de la disolucion filtrada permite conseguir una disolucion del éster tri-terc-
butilico de DO3A 1A en el disolvente organico que es adecuada para su uso tal cual en la etapa posterior del
proceso, sin requerir ninguna purificacién o ni aislamiento del éster.

Los disolventes organicos adecuados incluyen preferiblemente MeCN, carbonato de propileno, etanol, t-butanol,
hexano y similares. Mas preferiblemente, el disolvente organico es MeCN.

Las bases o sales basicas adecuadas para la neutralizacion del bromhidrato de partida incluyen, por ejemplo, bases
fuertes y resinas de intercambio anibnico tales como, por gjemplo, Diaion PA308, Amberlite IRA 400, KOH, tBuOK,
Na2CO3 y K2COg, prefiriéndose los ultimos dos. Mas preferiblemente, la neutralizaciéon del bromhidrato de éster tri-
terc-butilico de DO3A se lleva a cabo en presencia de K2COs.

La etapa 2) del proceso comprende la preparacién del compuesto de férmula 2, que puede obtenerse mediante la
alquilacién de D-glucamina con epiclorhidrina. La alquilacién se lleva a cabo en un disolvente organico, tal como un
disolvente organico dipolar o en una mezcla acuosa del mismo. Los disolventes organicos adecuados incluyen, por
ejemplo, DMAC, DMF, alcoholes tal como MeOH, y sus mezclas. Mas preferiblemente, el disolvente organico es
DMAC. La destilacién de cualquier exceso de disolvente acuoso y/o epiclorhidrina desde la mezcla conduce
entonces a conseguir una disolucién del compuesto de férmula 2 en el disolvente organico que es adecuada para su
uso tal cual en la siguiente etapa del proceso, sin aislamiento y/o purificacién adicional del producto de alquilacion.

La etapa 3) del proceso comprende esencialmente la condensacion (o el acoplamiento, tal como se usan en el
presente documento de manera intercambiable) del compuesto intermedio de férmula 2 con el éster tri-terc-butilico
de DO3A 1A con formacion del ligando protegido de férmula 3. La reaccidon de condensacién se lleva a cabo
preferiblemente en presencia de una base, por ejemplo, actuando como aceptor del HCI formado. Las bases
adecuadas incluyen, por ejemplo, resinas de intercambio aniénico tales como Amberlite GC 400, NMM, tBuOK, EtsN
y DIPEA, prefiriéndose EtaN y DIPEA y prefiriéndose particularmente DIPEA.

En una realizacion, la reaccién de condensacién se lleva a cabo mediante la adicién de la base y la disolucion
organica de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A recogida directamente de la etapa 1) a la disoluciéon del compuesto 2
recogida de la etapa 2), para dar una disolucién bruta organica que comprende el producto de condensacion de
férmula 3 en una mezcla de disolventes organicos. Entonces, una purificacion del producto bruto organico conduce a
obtener el producto purificado en una mezcla de agua/disolvente organico, y la destilacién final opcional de cualquier
disolvente organico permite conseguir el ligando protegido de férmula 3 en un disolvente acuoso o una mezcla de
disolventes acuosos que puede usarse tal cual en la siguiente etapa del proceso, sin aislamiento y/o purificacién
adicional del propio ligando protegido.

La etapa 4) del proceso comprende sustancialmente la eliminacién de los grupos protectores de carboxilo del
ligando protegido de férmula 3 para dar una disolucion acuosa o una mezcla acuosa del respectivo ligando libre de
formula 4. La desproteccion mediante la hidrolisis de grupos protectores terc-butilo puede llevarse a cabo en
condiciones tanto acidas como basicas, usando reactantes y condiciones conocidos por los expertos en la técnica
relevante. En una realizacién, la desproteccién se lleva a cabo mediante la acidificacién de la disolucién acuosa o
mezcla acuosa del ligando protegido recogida directamente de la etapa 3) del proceso, para conseguir una
disolucion &cida del ligando libre de formula 4. La acidificacion se lleva a cabo preferiblemente mediante la adicion
de un acido, por ejemplo, seleccionado de HCI, H2SO4 y H3aPQO4. En una realizacién preferida, la desproteccion se
realiza usando HCI. Entonces, la neutralizacién de la disolucion acida, la purificacion posterior y la concentracién
parcial de la mezcla resultante conducen a recoger una disolucién acuosa o mezcla acuosa del ligando 4, que se
usa tal cual en la etapa de complejacion, sin aislamiento.

La etapa 5) comprende la complejacién del ligando con iones de metal gadolinio para dar el complejo dimérico
deseado 5. La reaccion de complejacion puede llevarse a cabo convenientemente segun procedimientos conocidos,
por ejemplo, mediante la adicién estequiométrica de un derivado de Gd(lll) adecuado, particularmente un éxido tal
como Gd20s o de una sal de gadolinio a la disolucién del ligando. En una realizacién, la reaccion de complejacion se
lleva a cabo mediante la adicién de GdClIs a la disolucién del ligando recogida directamente de la etapa 4) del
proceso. La mezcla resultante se ajusta a un valor de pH de desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 7 y
se mantiene con agitacion para dar una disolucién acuosa o mezcla acuosa del complejo de gadolinio 5 que
entonces se purifica y se concentra para conseguir una disolucion del complejo dimérico deseado 5 que tiene la
pureza deseada.

La etapa 6) comprende el aislamiento final del complejo de gadolinio deseado 5. Esta etapa puede llevarse a cabo
convenientemente segun procedimientos conocidos. En una realizacién, la disolucion del complejo purificado
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recogida de la etapa 5) se seca por pulverizacién para dar el producto deseado como un sélido blanco que satisface
las especificaciones de pureza requeridas.

De manera interesante, el proceso anterior evita 0 reduce enormemente el uso de reactivos abrasivos, tal como
acido trifluoroacético (TFA), y disolventes molestos, tal como diclorometano, que se requieren en el proceso de la
técnica anterior y son dificiles de manipular cuando se trabaja a escalas mayores, por ejemplo, en procesos
industriales.

Ademas, comprende etapas que se llevan a cabo en un recipiente, que son adecuadas para una implementacién a
gran escala y que no requieren el aislamiento de ninguno de los productos intermedios o del precursor preparado (tal
como 1A) o. Como resultado, ademas de promover una reduccion en los tiempos de proceso y de implementarse
facilmente a escalas mayores tal como se afirmé anteriormente, el proceso permite ventajosamente un aumento
significativo en el rendimiento de proceso global, del 10% (obtenido con el proceso dado a conocer en el documento
WQ02017098044) hasta un rendimiento global de al menos el 20%, preferiblemente del 25%, normalmente de
aproximadamente el 28%, ventajosamente de mas del 30%.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente descripcién, y a menos que se proporcione de otro modo, el término “producto intermedio” (por
ejemplo, usado con referencia al compuesto de féormula 2 que se deriva de la reaccién de alquilacién de la D-
glucamina con epiclorhidrina, o el ligando protegido de férmula 3), comprende dentro de su significado una molécula
producida en el transcurso de una etapa de preparacion o de sintesis quimica del proceso que no es en si misma el
producto final, sino que requiere una (0 mas) reacciones adicionales, por ejemplo, reaccién/reacciones de
alquilacién/desproteccién/complejacion para dar el producto final del proceso, concretamente el compuesto complejo
dimérico 5.

A menos que se proporcione de otro modo, el término “precursor” (por ejemplo, usado con referencia al compuesto
1A) comprende dentro del significado una molécula que participa en una reaccién quimica que promueve su
transformacién a otra molécula, que incluye o se deriva de dicho precursor.

En la presente descripcion, el término “disolvente acuoso” comprende dentro del significado agua y soluciones
salinas acuosas, que incluyen posiblemente pequefias cantidades de disolventes organicos miscibles con agua, tal
como un porcentaje en volumen del 10% o menor de disolventes organicos miscibles con agua, preferiblemente del
8% o menor, y mas preferiblemente del 5% o menor, por ejemplo, porque el proceso de la invencion se lleva a cabo
sin aislar la mayor parte de los productos intermedios, de ese modo pequefias cantidades de disolventes organicos
pueden portarse a través de las etapas aguas arriba y primeras del proceso. Preferiblemente, el disolvente acuoso
es agua.

La expresién “agua/mezcla de disolventes acuosos” o, de manera mas simple, “mezcla de disolventes acuosos” tal
como se usa en el presente documento de manera intercambiable, comprende dentro del significado una mezcla de
dos o mas disolventes que comprende un disolvente acuoso, tal como una mezcla de agua y uno o mas disolventes
organicos todos miscibles entre si, para dar una mezcla de disolventes homogénea, siendo el porcentaje en volumen
del uno o mas disolventes organicos mayor del 10%, preferiblemente mayor del 15%, mas preferiblemente mayor del
20%. Los ejemplos adecuados incluyen mezclas de agua y acetonitrilo (o agua/MeCN) usados como eluyentes en
las purificaciones cromatograficas, por ejemplo, del compuesto de formula 3, o la mezcla de agua/MeCN/DMAC, por
ejemplo, que resulta tras la dilucién con agua de la mezcla bruta que resulta de la reaccion de condensacion de la
etapa 3). Segun un aspecto preferido de la presente invencién, el uno o mas disolventes organicos dentro de la
mezcla de disolventes acuosos (asi como dentro del disolvente acuoso, cuando esté presente) no es un disolvente o
material abrasivo; de hecho, la mezcla de disolventes acuosos preferiblemente no comprende disolventes ni
materiales abrasivos tales como TFA, TIPS y/o DCM.

Igualmente, las expresiones “disolucién acuosa” y “mezcla acuosa” incluyen en su significado, respectivamente, una
disolucién o una mezcla que contiene agua. Los ejemplos adecuados incluyen, respectivamente, una disolucién de
uno o mas compuestos, por ejemplo, un reactivo, un &cido, una base o un producto de reacciéon en agua (mas en
general, en una mezcla acuosa) 0 en una mezcla de disolventes acuosos, y una mezcla, tal como la mezcla de
agua/organica que resulta de la adicién de agua o una disolucién acuosa a una mezcla de reaccion en un disolvente
organico o una mezcla de disolventes.

En la presente descripcion, el término “grupo protector” (por ejemplo, usado con referencia al compuesto de formula
3) designa un grupo protector adaptado para conservar la funcién del grupo al que esta unido. Especificamente, los
grupos protectores se usan para conservar las funciones carboxilo. Mas especificamente, el término designa grupos
terc-butilo que conservan la funciéon de quelacién de los grupos carboxilo del ligando mediante la formacion de
ésteres terc-butilicos [véase, para una referencia general sobre grupos protectores y condiciones de desproteccion,
T. W. Green y P. G. M. Wuts; Protective Groups in Organic Synthesis, Wiley, N.Y. 1999, tercera edicion].
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Una realizacion de la invencién se refiere a un proceso para la fabricacion del compuesto dimérico 5 esencialmente
tal como se esquematiza en el siguiente esquema de sintesis general 2

Esquema 2
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que comprende, como etapas principales:

1)

2)

neutralizar una sal de bromhidrato del éster tri-terc-butilico de DO3A en un disolvente organico, para dar
una disolucién de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A en el disolvente organico;

hacer reaccionar D-glucamina con epiclorhidrina para obtener una disoluciéon del compuesto de férmula 2
en un disolvente organico tal como DMAC; vy, sin aislamiento del producto

hacer reaccionar el compuesto de férmula 2 de la etapa 2) con éster tri-terc-butilico de DO3A 1A de la
etapa 1) en presencia de una base y concentrar opcionalmente la disolucion para dar un producto bruto
organico, diluir el producto bruto organico con agua, una mezcla de agua/disolvente acuoso y/o una
disolucién acuosa opcional para obtener un agua/producto bruto organico, purificar el agua/producto bruto
organico y eliminar opcionalmente cualquier disolvente organico para dar una disolucién acuosa o una
mezcla acuosa del ligando protegido de férmula 3; y, sin aislamiento del producto

acidificar la disolucién del ligando protegido de féormula 3 de la etapa 3) para dar una disolucién acuosa o
mezcla acuosa acida del respectivo ligando desprotegido 4, neutralizar la disolucién acida y purificar la
disolucién neutra resultante para dar una disolucién acuosa o mezcla acuosa del ligando desprotegido 4, y,
sin aislamiento de esta Ultima,

afiadir iones de metal gadolinio a la disolucién del ligando 4 para obtener una disolucion del compuesto
complejo correspondiente 5; y
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6) aislar el complejo.
Etapa 1

La primera etapa del proceso comprende preparar una disolucion del el éster tri-terc-butilico de DO3A 1A en un
disolvente organico, tal como MeCN, convirtiendo una sal de bromhidrato del éster tri-terc-butilico de DO3A en la
respectiva base libre directamente en el disolvente organico, en presencia de una base o una sal basica.

En una realizacion preferida, la etapa 1) del proceso comprende:

i) suspender una sal de bromhidrato del éster tri-terc-butilico de DO3A junto con una base o una sal basica tal
como K2COs en un disolvente organico tal como MeCN para obtener una suspensién que comprende sales
formadas;

ii) filtrar la suspension; y

iiii) recoger y opcionalmente concentrar la suspensién filtrada, para obtener una disolucién del éster tri-terc-
butilico de DO3A 1A en el disolvente organico que es adecuada para su uso tal cual en la reaccion de
condensacion posterior, sin requerir ninguna purificacion ni aislamiento de éster.

El bromhidrato de éster y el K2CO3 se suspenden preferiblemente en el disolvente organico a temperatura ambiente
para dar una mezcla que se mantiene entonces con agitacién a una temperatura de desde 20 hasta 30°C,
preferiblemente de aproximadamente 25°C durante un tiempo de desde 16 hasta 30 h, preferiblemente durante 18-
20 h. La mezcla se trata entonces para eliminar las sales formadas, preferiblemente mediante filtracion.

En una realizacién preferida, la disolucién que resulta mediante filtracién se somete a una concentracion térmica, por
ejemplo, mediante la destilacién parcial del disolvente, para dar una disolucién del éster tri-terc-butilico 1A en MeCN
con una concentracion final de desde el 55 hasta el 65% y preferiblemente de aproximadamente el 60% (p/p) que es
adecuada para su uso tal cual en la etapa de condensacién posterior del proceso.

Etapa 2

La etapa comprende preparar una disolucion del compuesto intermedio de férmula 2 haciendo reaccionar D-
glucamina con epiclorhidrina. En una realizacion, la reaccion se lleva a cabo en una mezcla de disolventes,
preferiblemente en agua/DMAC, usando un ligero exceso de epiclorhidrina con respecto a la cantidad
estequiométrica, por ejemplo, de desde 2 hasta 3 y mas preferiblemente de aproximadamente 2,2 moles de
epiclorhidrina por mol de D-glucamina. Preferiblemente, tal reaccion de la etapa 2) se lleva a cabo usando un ligero
exceso de epiclorhidrina con respecto a la cantidad estequiométrica, por ejemplo, de desde 2 hasta 3 moles, mas
preferiblemente de desde 2,05 hasta 2,5 moles e incluso mas preferiblemente de aproximadamente 2,2 moles de
epiclorhidrina por mol de D-glucamina.

En una realizacion preferida, la etapa 2) del proceso comprende:

i) afiadir una disolucién acuosa de D-glucamina a una disolucién de epiclorhidrina en DMAC para dar el
compuesto intermedio de féormula 2 en una mezcla de agua/disolvente DMAC; y

ii) eliminar el agua de la mezcla de disolventes, para obtener una disolucién del compuesto de férmula 2 en el
disolvente orgénico.

La adicion de D-glucamina a la disolucion de epiclorhidrina se lleva a cabo preferiblemente a temperatura ambiente,
en un tiempo de aproximadamente 2 h, para dar una mezcla que se mantiene con agitacién a una temperatura de
desde 15 hasta 30°C, preferiblemente desde 15 hasta 25°C y mas preferiblemente desde 20 hasta 25°C, durante un
tiempo de desde 16 hasta 24 h, preferiblemente desde 16 hasta 20 h y mas preferiblemente de aproximadamente
17 h.

La mezcla se destila entonces, para eliminar el agua y cualquier residuo de epiclorhidrina opcional. La destilacion se
lleva a cabo preferiblemente a presion reducida y una temperatura preferiblemente de 40-65°C, conduciendo a
conseguir una disoluciéon del compuesto intermedio deseado de férmula 2 en DMAC con un contenido de agua
residual preferiblemente < 2% p/p. La disolucion conseguida se usa entonces tal cual en la reaccion de
condensacion posterior, sin requerir ningln aislamiento ni purificacién del producto.

Etapa 3

La etapa comprende esencialmente la condensacién del éster tri-terc-butilico de DO3A 1A con el producto
intermedio 2, en presencia de una base tal como Et3N o, mas preferiblemente, DIPEA. La condensacion se lleva a
cabo preferiblemente mezclando la base y las disoluciones del éster 1A en MeCN de la etapa 1) con la disolucién del
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producto intermedio 2 en DMAC recogida directamente de la etapa 2) para dar una disolucién sin procesar (o bruta)
que comprende el ligando protegido de formula 3 en la mezcla de los disolventes organicos MeCN/DMAC que se
purifica entonces.

En una realizacion, la disolucién bruta organica que resulta de la reaccién de condensacion se diluye con agua o se
concentra parcialmente y entonces se diluye con agua o una mezcla de disolventes acuosos, preferiblemente
agua/MeCN, para obtener un agua/producto bruto organico, o producto bruto acuoso, tal como se usa de manera
intercambiable en el presente documento.

En una realizacion preferida, al agua/producto bruto organico asi obtenido o, preferiblemente, al producto bruto
organico que resulta de la reaccidon de condensacién se le afiade una disolucién acuosa que promueve la
precipitacion de sales de reaccién, incluyendo clorhidrato de éster tri-terc-butilico de DO3A, que se eliminan
entonces mediante filtracién, para proporcionar un agua/disolucion filtrada organica. El agua/producto bruto organico
o el agua/disolucion filtrada organica se purifican entonces, preferiblemente mediante cromatografia.

En una realizacién, la disolucién acuosa usada para promover la precipitacién de las sales de clorhidrato es
amoniaco acuoso.

Mas particularmente, la etapa 3) del proceso comprende preferiblemente:

i) la condensacion del compuesto intermedio de férmula 2 de la etapa 2) con éster tri-terc-butilico de DO3A
1A de la etapa 1) en presencia de a base, preferiblemente DIPEA, para dar una disolucién bruta organica
que comprende el producto de condensacion de formula 3 y sales de reaccion en la mezcla de disolventes
organicos, y la concentracién opcional del producto bruto organico;

ii) la dilucion del producto bruto organico de la etapa i) con agua o una mezcla de agua/disolvente acuoso,
preferiblemente agua/MeCN, para dar un agua/producto bruto organico;

i} la adicion opcional al agua/producto bruto organico de una disolucién acuosa que promueve la precipitacion
de sales de reaccion que se eliminan mediante filtracion para dar un agua/disolucion filirada organica; o

iv) la dilucion del producto bruto organico de la etapa i) con la disolucién acuosa que promueve la precipitacion
de sales de reaccion que se eliminan mediante filtracion, para dar un agua/disolucion filirada organica;

V) la purificacion del agua/producto bruto organico de la etapa ii), o del agua/disolucion filtrada organica de
etapas iii} o iv) para dar una disolucién del ligando protegido de formula 3 en una mezcla de
agua/disolvente acuoso que puede usarse en la siguiente etapa de desproteccién del proceso sin requerir
ningun aislamiento ni purificacion adicional del producto protegido; y

Vi) la eliminacién opcional de cualquier disolvente organico de la mezcla, para obtener una disolucién del
ligando protegido de formula 3 en agua que se usa en la siguiente etapa de desproteccion del proceso sin
requerir ningdn aislamiento ni purificacion adicional del producto protegido.

La reaccién de condensacion se lleva a cabo preferiblemente mediante la adicién de la base y una disolucion del
éster 1A en MeCN recogida de la etapa 1) del proceso a la disoluciéon del compuesto intermedio de férmula 2 en
DMAC recogida de la etapa 2).

Las cantidades adecuadas de base y éster 1A se determinan convenientemente con respecto a la cantidad de D-
glucamina sometida a la reaccion. En una realizacién, la reaccién de condensacién se lleva a cabo usando desde
1,6 hasta 2,4 moles y de manera preferible aproximadamente 1,8 moles de éster 1A, y desde 2 hasta 4 moles, de
manera preferible aproximadamente 2,3 moles de DIPEA por mol de D-glucamina de partida sometida a la reaccion.

La adicion se realiza preferiblemente a una temperatura de 40-50°C. La reaccidén de condensacion se lleva a cabo
entonces a una temperatura de desde 50 hasta 80°C, preferiblemente desde 65 hasta 75°C durante un tiempo, por
ejemplo, de 60-80 h, preferiblemente de 70-75 h, para dar una disolucién sin procesar que comprende el producto de
condensacion deseado de férmula 3 y sales de clorhidrato en una mezcla de disolventes MeCN/DMAC.

En una realizacion, la disolucién sin procesar se diluye entonces con agua para dar un agua/producto bruto organico
que tiene, preferiblemente, una concentracion de aproximadamente el 25-30%, mas preferiblemente de
aproximadamente el 25% (p/p). En una realizacion preferida, el producto bruto acuoso comprende una cantidad de
agua que en peso es al menos igual a la cantidad del disolvente organico, especificamente MeCN, en la mezcla;
mas preferiblemente el producto bruto tiene una relaciéon de agua:MeCN de aproximadamente 60:40.

El agua/producto bruto organico se purifica entonces, preferiblemente mediante cromatografia, mas preferiblemente
sobre resinas, incluso mas preferiblemente sobre resinas adsorbentes, tales como Amberlite XAD® 1600. En una
realizacién preferida, el producto bruto acuoso se purifica sobre una resina adsorbente, tal como Amberlite XAD®
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1600, usando una mezcla de agua/MeCN como eluyente, permitiendo conseguir tanto el éster tri-terc-butilico de
DO3A sin reaccionar 1A como el producto de condensacion puro como fracciones separadas en una mezcla de
agua/disolvente MeCN.

En otra realizacion, la disolucién sin procesar que resulta de la reaccién de condensacién se concentra en primer
lugar eliminando al menos una parte del MeCN, por ejemplo, mediante destilacién. La disolucién concentrada se
diluye entonces con agua o con una mezcla de agua:MeCN permitiendo obtener un agua/producto bruto organico
que tiene la relacién de agua:MeCN anterior, que se purifica entonces mediante cromatografia, tal como se dijo
anteriormente.

Opcionalmente, al agua/producto bruto organico obtenido tal como se dijo anteriormente se le afiade una disolucion
acuosa tal como amoniaco acuoso que promueve, mediante el enfriamiento de la mezcla, la precipitacion del éster
tri-terc-butilico de DOS3A sin reaccionar como clorhidrato, que se elimina entonces mediante filtracion vy
opcionalmente se recicla. La disolucién filirada que carece de la mayor parte de las sales de cloruro se purifica
entonces mediante cromatografia sobre una resina adsorbente, tal como resina Amberlite XAD® 1600 tal como se
dijo anteriormente, para dar el éster tri-terc-butilico de DO3A residual 1A y el producto de condensacién puro como
fracciones separadas en un agua/producto organico, tal como una mezcla de agua/disolvente MeCN.

En una realizacion preferida, la disolucién acuosa, por ejemplo, que incluye amoniaco acuoso se afiade
directamente a la disolucion sin procesar organica que resulta de la reaccidon de condensacién promoviendo,
mediante el enfriamiento de la mezcla, la precipitacién del éster tri-terc-butilico de DO3A sin reaccionar como
clorhidrato que se elimina entonces mediante filtracion y opcionalmente se recicla. El filtrado que carece de la mayor
parte de las sales de cloruro se purifica entonces mediante cromatografia sobre una resina adsorbente, tal como
resina Amberlite XAD® 1600 tal como se dijo anteriormente, para dar el éster tri-terc-butilico de DO3A residual 1A y
el producto de condensacion puro como fracciones separadas en un agua/producto organico, tal como una mezcla
de agua/disolvente MeCN.

La destilacion final opcional del disolvente organico, por ejemplo, a presién reducida, a partir de fracciones puras
conduce entonces a conseguir el producto de condensacién de féormula 3 en una disolucién acuosa con una
concentracion final del 5-15% (p/p), preferiblemente de aproximadamente el 10% (p/p), que es adecuada para su
uso en la etapa de desproteccién posterior tal cual, sin requerir ningln aislamiento ni purificacion adicional del
producto intermedio.

De manera interesante, las etapas de procedimiento anteriores permiten obtener el producto de condensaciéon
protegido 3 en un disolvente acuoso o0 mezclas de disolventes acuosos, haciendo asi posible llevar a cabo su
desproteccion y complejacién para dar el complejo final 5 usando agua, y mas en general disolventes acuosos o
mezclas de disolventes acuosos, como el Unico o uno de los disolventes de reaccién principales. El producto de
condensacion protegido 3 en un disolvente acuoso puede obtenerse segln diversos métodos conocidos por el
experto en la técnica. Por ejemplo, como se afirmé anteriormente, la disolucién bruta organica de compuesto de
formula 3, por ejemplo, obtenida haciendo reaccionar el compuesto de férmula 2 de la etapa 2) con éster tri-terc-
butilico de DO3A 1A de la etapa 1), puede diluirse con agua, una mezcla de agua/disolvente acuoso, o0 una
disolucién acuosa, obteniendo asi un agua/producto bruto organico. Antes de la eliminacién del disolvente organico,
el agua/producto bruto organico puede purificarse por medio de cromatografia, preferiblemente por medio de una
resina, y méas preferiblemente por medio de una resina adsorbente, tal como Amberlite XAD® 1600. Entonces, el
disolvente organico puede eliminarse para obtener la disolucién acuosa del compuesto de férmula 3, por ejemplo,
mediante destilacion, por ejemplo, a presién reducida. Ademas, el producto de condensacién protegido 3 en una
mezcla de disolventes acuosos puede conseguirse segun diversos métodos conocidos por el experto en la técnica.
Por ejemplo, la disolucién bruta organica de compuesto de féormula 3, por ejemplo, obtenida haciendo reaccionar el
compuesto de férmula 2 de la etapa 2) con éster tri-terc-butilico de DO3A 1A de la etapa 1), puede diluirse con agua,
una mezcla de agua/disolvente acuoso o una disolucién acuosa, obteniendo asi un agua/disolucién organica para su
uso en las etapas posteriores sin aislamiento del producto 3.

Por tanto, segun un aspecto preferido de la presente invencién, la presente invencién comprende la etapa adicional
de convertir la disoluciéon de un compuesto de férmula 3 en una disolucién acuosa de, 0 en una mezcla acuosa de,
un compuesto de férmula 3. Preferiblemente, esta etapa adicional se lleva a cabo: (i) diluyendo la disolucién de un
compuesto de férmula 3 con agua, una mezcla de agua/disolvente acuoso o una disoluciéon acuosa, obteniendo asi
una mezcla acuosa (0 un agua/disolucién organica), y (i) eliminando opcionalmente el disolvente organico, por
ejemplo, mediante destilacion, obteniendo asi una disolucién acuosa.

Etapa 4
Esta etapa comprende la desproteccion del ligando protegido de férmula 3 eliminando grupos protectores de
carboxilo conduciendo a conseguir una disolucién acuosa o mezcla acuosa del respectivo ligando libre 4. La

reaccion se lleva a cabo preferiblemente mediante la acidificaciéon de la disolucion o mezcla acuosa de ligando
protegido de férmula 3 recogida directamente de la etapa 3) del proceso.
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En una realizacion, la etapa 4) del proceso comprende:

i) la adicién de un acido a la disolucién acuosa o mezcla acuosa del compuesto de férmula 3 recogida de la
etapa 3) para conseguir una disolucién acida del ligando libre 4;

ii) la adicién de una base a la disolucién acida, para conseguir una disolucién sustancialmente neutralizada
del ligando 4;

iii) la purificacion de la disolucién neutralizada y la concentracion opcional posterior, para dar una disolucién
acuosa o0 mezcla acuosa del ligando libre 4 que es adecuada para su uso tal cual en la siguiente reaccion
de complejacién, sin requerir ningin aislamiento del ligando.

En una realizacion, la disoluciéon del compuesto protegido de férmula 3 se acidifica mediante la adicién de un acido,
tal como HCI acuoso al 34%. La acidificacién se realiza usando un gran exceso de HCI, por ejemplo, de desde 30
hasta 100, preferiblemente desde 30 hasta 80 y, mas preferiblemente, de 40-50 veces la cantidad molar del
compuesto protegido 3.

La adicion del acido se lleva a cabo a una temperatura de 20-35°C, preferiblemente de 30-35°C. La disolucion
resultante se mantiene entonces con agitacion a 30-40°C durante un tiempo de desde 10 hasta 36 h, preferiblemente
durante 25-30 h, siguiendo la desproteccién del ligando, por ejemplo, mediante cromatografia.

La disolucién acida se enfria entonces, por ejemplo, a 25°C, y entonces se neutraliza mediante la adicién de una
base, preferiblemente NaOH, para conseguir una disolucién sin procesar con un pH final de desde 6,5 hasta 7,5 que
se purifica entonces.

Las etapas de purificacién incluyen preferiblemente: i) la destilacion de la disolucion neutralizada, para eliminar el t-
butanol formado, ii) la desalinizacién del residuo de destilacién, y iii} la purificacién cromatografica de la disolucién
desalinizada.

En particular, en una realizacién, la disoluciéon que resulta de la adicién de una base se destila en primer lugar,
preferiblemente a una temperatura de desde 40 hasta 60°C para eliminar el t-butanol formado. El residuo de
destilacion se desaliniza entonces, preferiblemente mediante nanofiltracién, y la disolucién recogida se purifica.

En una realizacién, la disolucién obtenida mediante nanofiltracién se concentra en primer lugar, por ejemplo, a vacio
a una temperatura, por ejemplo, de 40 a 60°C, preferiblemente de aproximadamente 50°C, hasta una concentracién
preferiblemente del 23-27% (p/p) y entonces se purifica mediante elucién sobre resinas, mas preferiblemente sobre
Amberlite XAD® 1600. El eluato se trata opcionalmente con Carbonpuron® y se concentra a vacio a
aproximadamente 50°C para conseguir una disolucién acuosa o mezcla acuosa del ligando de férmula 4 con una
concentracién final que oscila preferiblemente entre el 8-25%, que se usa tal cual en la siguiente reaccion de
complejacién, sin ningln aislamiento del ligando.

Ventajosamente, el procedimiento anterior comprende usar agua como el Unico o uno de los disolventes de reaccion
principales, evitando o reducido asi el uso de disolventes organicos, y en particular de disolventes abrasivos, tal
como DCM, y de reactante abrasivo, tal como TFA y TIPS, que se requieren en el proceso de la técnica anterior
mencionada anteriormente. Estos materiales abrasivos son dificiles de manipular y por tanto son inadecuados para
su uso en producciones a gran escala. Ademas, esta etapa conduce a conseguir el ligando deseado en una
disolucién acuosa o mezcla acuosa lista para su uso en la reaccién de complejacién, sin requerir su aislamiento.
Etapa 5

La etapa comprende la complejacion del ligando dimérico de férmula 4 con iones gadolinio para conseguir una
disolucién acuosa o mezcla acuosa del complejo quelado deseado 5.

Mas particularmente, la etapa comprende preferiblemente:

i) la adicion de una sal de gadolinio, tal como GdCls, a la disolucién del ligando recogida de la etapa 4) para
obtener una mezcla que comprende el complejo quelado dimérico 5;

ii) la adicion de una base para dar una mezcla con un valor de pH de desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 7;

iii}) la purificacién de la mezcla, para dar una disolucién del complejo dimérico de férmula 5; y

iv) la concentracién de la disolucion recogida.
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La reaccion se lleva a cabo preferiblemente mediante la adicién de GdCls directamente a la disolucion del ligando
recogida de la etapa previa del proceso. La adicion se realiza preferiblemente a una temperatura de 25-45°C. La
cantidad requerida de GdCls que conduce a conseguir la complejacion exhaustiva del ligando se determina mediante
valoracién de la disolucién de ligando, por ejemplo, usando sulfato de cobre como agente de valoracion, segun
procedimientos conocidos.

En una realizacién, la relacién entre el ligando de férmula 4 y el GdCls afiadido es de desde 1:1,98 hasta 1:2,02
(mol/mol); mas preferiblemente es de 1:2,00 para garantizar el consumo exhaustivo del ion lantanido afiadido.

Tras la adicion, el pH de la mezcla resultante se ajusta a un valor que oscila entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 7,5 mediante la adicién de una base, preferiblemente NaOH.

Por ejemplo, en una realizaciéon se afiade GdClIs a la disolucién de ligando, por ejemplo, a una temperatura de 20-
25°C. La mezcla resultante se ajusta a un valor de pH de 7-7,5, tal como aproximadamente 7 mediante la adicion de
NaOH, y entonces se mantiene con agitacién a 20-25°C durante aproximadamente 25 h, consiguiente asi una
complejacién exhaustiva del ligando.

En una realizacién alternativa, GdCls y la cantidad necesaria de NaOH que mantiene el pH al valor neutro deseado
pueden afadirse simultdneamente, y la mezcla conseguida se mantiene entonces con agitacion durante
aproximadamente 25 h, tal como se dijo anteriormente.

En una realizacién preferida, la mezcla que resulta de la adicion de GdCls se ajusta a un valor de pH de desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 6, preferiblemente desde 5 hasta 5,6, mas preferiblemente de
aproximadamente 5,3, y entonces se mantiene con agitacién a aproximadamente 40°C durante 1-4 h, por gjemplo,
aproximadamente 2 h. La presencia opcional de especies libres residuales tales como Gd3* libre, ligando o ligando
parcialmente complejado se evalla entonces, por ejemplo, mediante valoracion y/o métodos de HPLC, y se
compensa mediante la adicién de cantidades calculadas de ligando o GdCls para dar una disolucién acuosa o
mezcla acuosa del complejo dimérico de férmula 5 que se purifica entonces.

La purificacion se lleva a cabo preferiblemente mediante cromatografia, preferiblemente sobre resinas.

En una realizaciéon, la purificacion comprende la elucién de la mezcla que resulta de la reaccién de complejacion
sobre una resina polimérica, preferiblemente una resinas Amberlite XAD® 1600.

En otra realizacién, la purificacion comprende una primera elucién de la mezcla que resulta de la reaccién de
complejacién sobre una resina quelante, por ejemplo, seleccionada de Hi Trap IMAC FF, Lewatit MonoPlus TP 260,
Lewatit TP 208, IRC748l, DIAION CR11, SiliaMets AMPA y SiliaMets DOTA, y preferiblemente de Diaion CR11 y
Amberlite IRC748, permitiendo minimizar cualquier contenido de gadolinio libre opcional, y la purificacion adicional
del eluato recogido sobre una resina polimérica, tal como una resina Amberlite XAD® 1600.

Segin una implementacién practica, una mezcla ajustada a un valor de pH aproximadamente neutro se purifica de
manera apropiada mediante elucién sobre resina Amberlite XAD®1600.

La mezclas que resultan de la regulacién del pH de la disolucién a valores menores, tal como 5-5,6, se eluyen
preferiblemente de otro modo en primer lugar sobre una resina quelante tal como la resina Amberlite IRC748 o la
Diaion CR11. Los eluatos recogidos vuelven a ajustarse entonces preferiblemente a un valor de pH de
aproximadamente 5,5-6 y se concentran, preferiblemente a vacio a 50°C, para obtener una disolucién acuosa o
mezcla acuosa del complejo dimérico con una concentracion preferiblemente de aproximadamente el 25% (p/p) que
se purifica entonces sobre resina Amberlite XAD® 1600.

Las fracciones recogidas se tratan entonces opcionalmente con carbén y se filiran. La disolucion filtrada resultante
se concentra entonces preferiblemente, por ejemplo, mediante destilacién a vacio a 45-55°C para dar una disolucién
del complejo dimérico 5 con una concentracion final de aproximadamente el 25% (p/p).

Etapa 6

El complejo dimérico de férmula 5 se aisla entonces. El complejo puede aislarse de la disolucién acuosa o mezcla
acuosa de la etapa 5), por ejemplo, mediante liofilizacién o mediante secado por pulverizacién. En una realizacion
preferida, el complejo dimérico deseado se obtiene como un sélido blanco secando por pulverizacion la disolucion
recogida directamente de la etapa 5 del proceso.

El rendimiento global del proceso, determinado a partir del reactante limitativo como éster tri-terc-butilico de DO3A

libre de base 1A, es de al menos el 20%, preferiblemente del 25%, mas preferiblemente de aproximadamente el 28-
30% o incluso >30%.
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De manera interesante, el proceso anterior comprende etapas que se llevan a cabo en un recipiente, que son
adecuadas para una implementacién a gran escala y que no requieren el aislamiento de ninguno de los productos
intermedios de reaccién o del precursor preparado (tal como el compuesto de férmula 1A). Como resultado, el objeto
de enfoque de sintesis de la presente invencidon permite conseguir el producto final con un rendimiento global
aumentado de al menos aproximadamente el 18% con respecto al proceso dado a conocer en el documento
wWQ02017098044.

Ademas, la ausencia de aislamiento de productos intermedios permite una reduccién de los tiempos de proceso
globales.

Ademas, el proceso propuesto comprende el uso de agua, o mas en general de disolvente acuoso o mezcla de
disolventes acuosos, como disolvente de reaccién en todas las etapas tras la preparacién del producto de
acoplamiento 3. En particular, cuando el compuesto de férmula 3 se prepara en la etapa 3) en un disolvente
organico, por ejemplo, cuando se prepara haciendo reaccionar el compuesto de férmula 2 de la etapa 2) con éster
tri-terc-butilico de DO3A 1A de la etapa 1), el disolvente organico puede reemplazarse por uno acuoso O por una
mezcla acuosa mediante métodos conocidos por el experto en la técnica, por ejemplo, diluyendo en primer lugar con
agua, una mezcla de agua/disolvente acuoso o una disolucién acuosa la disolucién organica del compuesto de
formula 3, y entonces opcionalmente eliminando el disolvente organico para obtener una disolucién acuosa del
compuesto de formula 3. El uso de disolventes acuosos o0 mezclas de disolventes acuosos como disolvente de
reaccion en todas las etapas tras la preparacion del acoplamiento es muy ventajoso, particularmente desde el punto
de vista de los costes, del impacto medioambiental y de la facilidad de implementacioén a escala industrial. De hecho,
el proceso dado a conocer en el documento WQ2017098044 usa un disolvente tal como DCM y materiales tales
como TFA y TIPS que ademas de ser caros, son también dificiles de manipular, particularmente cuando se escala el
proceso a una escala industrial, y ademas también podrian no ser seguros desde un punto de la salud de los
trabajadores. Como el proceso de la invencién evita o reduce enormemente el uso de disolventes organicos usando
disolventes acuosos o mezclas de disolventes acuosos en todas las etapas tras la preparacion del compuesto de
formula 3, el problema del proceso de la técnica anterior se soluciona mediante la presente invencién porque esta
ultima es adecuada y puede implementarse facilmente, para trabajar a escalas mayores, por ejemplo, para trabajar
en procesos industriales. Ademas, el proceso de la invenciébn proporciona sorprendentemente rendimientos muy
altos del complejo dimérico aislado, en particular rendimientos que son mayores que los del proceso de la técnica
anterior, aunque comprenda solo usar disolventes acuosos o mezclas de disolventes acuosos tras la preparacion del
compuesto de férmula 3.

Todos los disolventes y materiales de partida, incluyendo reactantes tales como epiclorhidrina, D-glucamina y la sal
de bromhidrato de éster tri-terc-butilico de DO3A, estan disponibles comercialmente o pueden obtenerse segun
procedimientos conocidos.

En una realizacion preferida, la sal de bromhidrato del éster tri-terc-butilico de DO3A usada como material de partida
para la preparacion de una disolucion del respectivo éster 1A se prepara usando el proceso de fabricacién descrito
en la solicitud de patente EP19215900.2 en tramitacién junto con la presente (mismo solicitante que la presente
solicitud) y se ejemplifica a continuacién, en la seccion experimental de la descripcion, y se almacena hasta el uso.

Ejemplos no limitativos de realizaciones preferidas del proceso de la invencién se notifican en la siguiente seccion,
que pretenden ilustrar la invencion en mayor detalle sin limitar su alcance.

PARTE EXPERIMENTAL

Abreviaturas y definicion de términos

Ester tri-terc-butilico de DO3A: 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacetateo de  tri-terc-
butilo

Ester tri-terc-butilico de DO3A-HBr: sal de bromhidrato de 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-
triacetato de tri-terc-butilo

TAZA: 1,4,7,10-tetraazaciclododecano

tBuOK terc-butodxido de potasio

DMAC N,N-dimetilacetamida

DMC diclorometano

DIPEA N,N-diisopropiletilamina

HCI acido clorhidrico
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acetonitrilo

hidréxido de sodio

amoniaco

formacion de imagenes por resonancia magnética
acetonitrilo

N-metilmorfolina

carbonato de potasio

acido trifluoroacético

triisopropilsilano

detector de fluorescencia

ultravioleta/visible

Caracterizacion mediante HPLC de los compuestos obtenidos.

Procedimientos generales

Procedimiento 1: Caracterizacion mediante HPLC y determinacion del ensayo del éster tri-terc-butilico de

DO3A

Condiciones cromatograficas

Sistema de HPLC

Fase estacionaria:
Temperatura de la columna

Fase moévil:

Elucion: gradiente

Flujo

Temperatura
Deteccion

Volumen de inyeccion
Tiempo de parada
Pico de referencia
Tiempo de retencion

Cromatégrafo de liquidos (por ejemplo, Agilent 1100), equipado con sistema de
suministro de disolvente, automuestreador, termostato de columna,
desgasificador y detector de matriz de diodos o detector de longitud de onda
variable (0 equivalente).

Zorbax Eclipse XDB-C8, 5 pum, 150x4,6 mm
45°C

A: KoHPO: 0,01 M, HsPO4 0,017 M
B: acetonitrilo

Tiempo (min) % de B

0 5
30 80
35 80
38 5
45 5

1 ml/min

45°C

UV, 210 nm, Bw=8 nm; referencia 360 nm, Bw=100 nm

10 pl

35 min

DO3A 3tBu

DOS3A 3tBu = 14-15 min.

Procedimiento 2: Método de HPLC para monitorizar la formacion de producto intermedio 2

Este método se emplea para monitorizar la mezcla al final de la alquilacién de la D-glucamina y tras la destilacion del

agua.
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Condiciones cromatograficas

Sistema de HPLC:

Fase estacionaria:
Temperatura de la columna:
Fase movil:

Elucién: gradiente

Tasa de flujo:

Deteccion:

Volumen de inyeccién:
Tiempo de ejecucion:
Disolucién en dilucién
Preparacién de la muestra:

ES 2991736 T3

Cromatografo de liquidos (por ejemplo, Agilent 1100), equipado con sistema de
suministro de disolvente, automuestreador, termostato de columna,
desgasificador y detector de matriz de diodos o detector de longitud de onda
variable (o equivalente)

SeQuant ZIC-cHilic 3 um, 150x2,1 mm (Merck P.N. 1.50658.0001)

40°C

elucién por gradiente

eluyente A = acetato de amonio 5 mM
eluyente B = ACN/MeOH, 75/25

Tiempo (min) % de B

0 97
5 97
30 20
40 20
45 97
60 97

0,25 ml/min

UV, 210-240 nm

10 pl

60 min

ACN/MeOH, 75/25

afiadir 200 ul de disolucion de acetato de amonio 5 mM a 75 ul de mezcla y
diluir hasta 5 ml con dilucién disolucion.

Procedimiento 3: Método de HPLC para monitorizar la formacion y la purificacion de producto intermedio 3

Procedimiento general

El método se usa para monitorizar la formacion de producto intermedio 3 y la etapa de purificacién.

Condiciones analiticas

Sistema de HPLC
Fase estacionaria:

Temperatura de la columna

Fase movil:

Elucién: gradiente

Flujo

Deteccion

Volumen de inyeccion
Tiempo de parada
INT 2 Rt

Cromatografo de liquidos Agilent 1100
Gemini, 5 pm, 250x4,6 mm (Phenomenex, elemento 00G-4435-EQ)

40°C

A: fase movil A

B: MeCN
Tiempo (min) % de B

0 40
5 40
30 90
35 90
36 40
45 40

0,7 ml/min

uv/210 nm

10 pl

45 min

21 min
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Fase movil A

Preparacion de la disolucién

En un matraz volumétrico de 1000 ml pesar de manera exacta 2,0 g de acetato de amonio y entonces diluir hasta el
volumen con agua. En un matraz volumétrico de 1000 ml transferir 600 ml de disolucién de acetato de amonio y
300 ml de metanol. Sonicar durante media hora.

Procedimiento 4: Método de HPLC para monitorizar la formacion y purificacion del ligando quelante 4.

Procedimiento general

La monitorizacion de la formacién y purificacion del ligando dimérico 4 se realizé6 mediante HPLC de fase inversa con
deteccion UV a 210 nm.

Condiciones analiticas

Sistema de HPLC Cromatografo de liquidos Agilent 1260 Infinity

Fase estacionaria: Synergi Polar-RP, 4 um, 150x4,6 mm (Phenomenex, elemento 00F-4336-EQ)

Temperatura de la columna 40°C

Fase movil: A: KH2PO4 10 mM

B: metanol

Elucién: gradiente Tiempo (min) % de B
0 0
5 0
35 60
40 60
41 80
46 80
47
60

Flujo 0,8 ml/min

Deteccion Uv/210 nm

Volumen de inyeccion 10 pl

Tiempo de parada 60 min

Compuesto 4 Rt 2,4 min

Ejemplo 1: Sintesis de sal de bromhidrato de éster tri-terc-butilico de DO3A

La sintesis de la sal de bromhidrato de éster tri-terc-butilico de DO3A de partida se realizé usando el procedimiento
que constituye el objeto de la solicitud de patente EP19215900.2 en tramitacién junto con la presente (mismo
solicitante que la presente solicitud). En particular:

A una suspension de TAZA disponible comercialmente (14,39 kg; 83,53 mol) y acetato de sodio (21,58 kg;
263,12 mol) en DMAC (98,07 kg; 104,33 I} se le afiadié una disolucién de bromoacetato de terc-butilo (51,32 kg;
263,12 mol) en DMAC (50,72 kg; 53,96 1) a 10°C durante 2,5 h. Entonces se elevo la temperatura hasta 25°C y se
agité la mezcla durante 24 h a esta temperatura. Entonces se afiadié agua (57,56 kg) en 0,5 h y tras 2 h se
centrifugé la mezcla y se lavé con agua (2x57 kg). El sélido himedo se seco a vacio obteniendo 36,62 kg; 61,48 mol
de bromhidrato de éster tri-terc-butilico de DO3A (rendimiento del 73,6%). El ensayo determinado mediante HPLC
(frente a patron) del producto es del 100% p/p; el ensayo determinado mediante RMN (frente a patron) es del
99,86% p/p.

Ejemplo 2: Preparacion del compuesto dimérico 5

El compuesto complejo dimérico 5 se obtiene usando el procedimiento de sintesis esquematizado a continuacion

17



10

15

20

25

ES 2991736 T3

cl OOBu  COOBu
L/
HO N N
OH OH [ j
OH OH . o rN\—/ -
HO cl Hz0 N COOBU
NH, + Dv - OH OH L /OH 1A
OH OH DMAC
MeCN, DIPEA
cl
L ) |
COOtBuU COOtBu COOtBuY COOtBu COOH COOH COOH COOH
/TN /TN
KN N) KN/—\N p KN N) VanN p
[ j OH OH [ j i) HCI [ j OH OH [ j
N NM&NVK/N N ii) NaOH N NJVN\/k/N N
- N s { NIVAN
COOtBu OH COOtBU COOH OH COOH
HO HO
OH OH
HO HO
- HO - L HO ,
COoO” COoO cCoO cCoo"
L/ L
N N N
GdCls , NaOH ( gt j OH OH -
~ v
N N N N N
[ NIV
CoOo OH ofele}
HO
OH
HO
5
HO

que comprende:

a) Neutralizacion del bromhidrato para dar éster tri-terc-butilico de DO3A 1A

Ester tri-terc-butilico de DO3A-HBr obtenido tal como se describe en el ejemplo 1 (36,62 kg; 61,5 mol) y carbonato
de potasio (16,99 kg; 122,9 mol) se suspendieron en MeCN (72,29 kg; 91,50 1) a temperatura ambiente y la mezcla
se mantuvo con agitacién durante 20 h a 24°C. Las sales resultantes se eliminaron entonces mediante filtracién y el
filtrado se destild parcialmente a 50°C a vacio para dar una disolucion de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A
(30,68 kg; 59,6 mol) en MeCN con una concentracion final de aproximadamente el 62% p/p que se uso en la
siguiente etapa sin aislamiento adicional. El ensayo de 1A en disolucién se determiné mediante un método de
HPLC-UV.

b) Sintesis del producto intermedio 2

D-glucamina (6 kg; 33,1 mol) en agua (15 kg) se introdujo gota a gota en una disolucién de epiclorhidrina (6,74 kg;
72,8 moly en DMAC (6 kg; 6,38 ) a temperatura ambiente en 2 h. La mezcla se mantuvo con agitacion durante 17 h.
Entonces se diluy6 la mezcla con DMAC (12 kg; 12,77 1) y el agua se destilé a 45-50°C a vacio para conseguir una
disolucién del producto intermedio 2 en DMAC con un contenido de agua residual < 2,0% que se usd para la
siguiente etapa sin purificacién adicional.

c¢) Alguilacién del producto intermedio 2 con éster tri-terc-butilico de DO3A 1A para dar el ligando protegido 3

Se afiadieron DIPEA (9,79 kg; 75,8 mol) y la disolucion de sustrato 1A recogida de la etapa a) a la disolucién de
producto intermedio 2 calentada a 50°C y la mezcla obtenida se agité entonces a 70°C durante 72 h monitorizando la
conversién mediante un método de HPLC-UV. La mezcla se enfrié entonces hasta 20+25°C, se diluy6 con disolucién
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acuosa de amoniaco al 16% p/p (36 I). La mezcla resultante se mantuvo con agitacién a 25°C durante 15 h
obteniendo la precipitacion de sales que se eliminaron mediante filtracion. El filtrado se purificé entonces mediante
cromatografia sobre Amberlite XAD® 1600 (450 I; eluyente: gradiente de agua/MeCN). Entonces se recogieron las
fracciones puras (% de area de HPLC > 90), se destilé el disolvente organico y se concentré el residuo acuoso a
aproximadamente 50°C a vacio para dar una disolucion del ligando protegido 3 en agua (conc. de aproximadamente
el 10% p/p) adecuada para su uso tal cual en la siguiente etapa sin ningun aislamiento adicional.

d) Desproteccion

Se afiadi6 disolucion acuosa de acido clorhidrico al 34% (64,72 kg; 603,5 mol) a la disolucion del ligando protegido 3
recogida de la etapa ¢) manteniendo la temperatura a aproximadamente 30°C. Al final de la adicion, la mezcla se
calenté hasta 35+40°C y se mantuvo con agitacion durante 30 h. La disoluciéon se enfrio hasta 20+25°C y se
neutralizé (pH final de aproximadamente 7) mediante la adicién de disolucién acuosa de hidroxido de sodio al 30%,
el t-butanol formado como subproducto de reaccion se elimind mediante destilacién y la mezcla se desalinizé
mediante nanofiltracién. La mezcla desalinizada se concentré entonces parcialmente a 50°C a vacio hasta una
concentracion final del 25% (p/p) y se purificd mediante cromatografia sobre Amberlite XAD®1600 (150 I; eluyente
agua). Las fracciones puras (% de area de HPLC > 90) se trataron con carb6n y se concentraron a 45-55°C a vacio
para obtener una disolucién en agua al 10% (p/p) del ligando deseado 4 (11,4 mol), que se cuantifico mediante
valoracion potenciométrica usando una disolucién de sulfato de cobre como agente de valoracion.

e) Complejacién

La disolucién de ligando 4 se calenté hasta 40°C y se le afiadié una disolucién acuosa de cloruro de gadolinio
(21,35 kg de disolucion; 6,01 kg de cloruro de gadolinio; 22,8 mol) manteniendo la temperatura alrededor de 40°C.
Tras la adicion, el pH de la disolucién se ajust6 a 5,3 mediante la adicién de hidréxido de sodio al 10% en agua y la
mezcla se mantuvo a 40°C durante 2 h con formacién del respectivo complejo paramagnético 5. La presencia de
cualquier especie libre se evalud, por ejemplo, mediante valoracién. Por tanto, se obtiene una disolucién final del
complejo dimérico que se purificd sobre Diaion CR11 (6 1) reduciendo cualquier contenido de gadolinio libre. Tras la
carga, la resina se lavo con agua; la disolucién recogida se ajusté a un pH de 5,5 y entonces se concentr6 a vacio a
50°C para dar una disolucioén en agua al 25% p/p que se cargd entonces a pH 6,2 sobre Amberlite XAD®1600 (500 I;
eluyente: gradiente de agua/MeCN). Las fracciones seleccionadas se trataron con carbén y entonces se destilaron a
50°C a vacio para obtener una mezcla con una concentracion final de aproximadamente el 25% (p/p) a partir de la
que se aislé el complejo de gadolinio mediante secado por pulverizacion como un polvo blanco (11,74 kg; 10,80 kg
sobre base anhidra; 8,3 mol} con un ensayo de valoracion final del 99%, (% p/p; sobre base anhidra).

Rendimiento global determinado a partir de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A: 28%.
Ejemplo 3: Preparacion de compuesto 5

a) Neutralizacién de DO3A 3tBu-HBr

Ester tri-terc-butilico de DO3A-HBr (241,6 g; 0,406 mol) y carbonato de potasio (112,1 g; 0,811 mol) se suspendieron
en MeCN (477,2 g; 0,604 1} y la mezcla se mantuvo con agitacion durante 20 h a 25°C. Las sales formadas se
eliminaron entonces mediante filtracion, el filtrado se destild parcialmente a 50°C a vacio para dar una disolucién de
éster tri-terc-butilico de DO3A 1A (204,5 g; 0,397 mol} en MeCN con una concentracion final del 61% p/p que se uso
en la siguiente etapa sin aislamiento adicional. El ensayo de 1A en disolucién se determiné mediante un método de
HPLC-UV.

b) Sintesis de producto intermedio 2

D-glucamina (40,0 g; 0,221 mol) en agua (99,3 g) se introdujo gota a gota en una disolucién de epiclorhidrina
(44,9 g; 0,486 mol) en DMAC (40,0 g; 0,043 |) a 24°C en 2 h. La mezcla se mantuvo con agitacién durante 17 h,
entonces se afiadi6 DMAC (80,0 g; 0,085 I} y el agua se destilé a 50°C a vacio para conseguir una disolucion del
producto intermedio 2 en DMAC con un contenido de agua residual < 2,0% p/p.

c¢) Alguilacién de compuesto 1A con producto intermedio 2

Se afiadieron DIPEA (65,3 g; 0,505 mol) y la disolucién de 1A a la disolucién del producto intermedio 2 recogida de
la etapa b) a 50°C. La mezcla se agité adicionalmente a 70°C durante 72 h monitorizando la conversién mediante un
método de HPLC-UV, entonces, tras enfriar hasta 25°C, se diluy6é con disolucion acuosa de amoniaco al 16% p/p
(0,240 1). La mezcla resultante se mantuvo con agitacién a 20°C durante 15 h obteniendo la precipitacion de sales
que se eliminaron mediante filtracion. El filtrado se purificé entonces mediante cromatografia sobre Amberlite XAD®
1600 (3 I; eluyente: gradiente de agua/MeCN). Las fracciones puras (% de area de HPLC > 90) se recogieron y se
destilaron para eliminar el disolvente organico. El residuo resultante se concentrd entonces a 50°C a vacio para dar
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una disolucioén del ligando protegido 3 en agua con una concentracién final de aproximadamente el 10% p/p que se
uso tal cual en la siguiente etapa del proceso.

d) Desproteccion de producto intermedio 3

Se afiadié disolucién acuosa de acido clorhidrico al 34% (431,5 g; 4,023 mol} a la disolucién de producto intermedio
3 de la etapa ¢) manteniendo la temperatura a 30+35°C. Al final de la adicién, la mezcla se calentd hasta 37°C y se
mantuvo con agitacion durante 36 h. Entonces se enfrio la disolucion hasta 25°C y se neutralizé mediante la adicion
de disolucién acuosa de hidroxido de sodio al 30%, el t-butanol formado como subproducto se eliminé mediante
destilacion y la mezcla se desalinizé mediante nanofiltracion. La mezcla se concentrd entonces parcialmente a 50°C
a vacio hasta una concentracién del 24% p/p y se purificé mediante cromatografia sobre Amberlite XAD®1600 (IL;
eluyente agua). Las fracciones seleccionadas mediante evaluacion en HPLC-UV se trataron con carbén y se
concentraron a 50°C a vacio para obtener una disolucién en agua al 10% p/p del ligando deseado 4 (0,075 mol), que
se cuantific6 mediante valoracién potenciométrica usando una disolucion de sulfato de cobre como agente de
valoracién.

e) Complejacién

La disolucion del ligando desprotegido 4 se calenté hasta 37°C, entonces se afiadio disolucion acuosa de cloruro de
gadolinio (140,5 g de disolucién; 39,5 g de cloruro de gadolinio; 0,150 mol} manteniendo la temperatura en el
intervalo de 37+43°C. Al final de la adicién, el pH se ajusté a 5,3 mediante la adicién de disolucién acuosa de
hidroxido de sodio al 10%. La mezcla se mantuvo a 40°C durante 2 h con formacién del respectivo complejo
paramagnético 5. La presencia de cualquier especie libre se evalud, por ejemplo, mediante valoracion. La disolucion
se purificé entonces sobre resina quelante Diaion CR11 (0,16 |} reduciendo cualquier contenido de gadolinio libre.
Tras la carga, la resina se lavo con agua, el pH se ajusté a 5,5 y la disolucion se concentré a vacio a 50°C para
obtener una disolucién en agua al 25% p/p. Esta disolucion se cargd a pH 6 sobre Amberlite XAD®1600 (3,3 |;
eluyente: gradiente de agua/MeCN). Las fracciones seleccionadas mediante evaluacién sobre HPLC-FLD y UV se
trataron con carbon y la disolucién resultante se destilé a 50°C a vacio. La disolucion final (25% p/p) se sec6 por
pulverizacién para aislar el complejo de gadolinio como un polvo blanco (82,0 g que corresponden a 74,6 g, como
producto anhidro; ensayo de valoracion: 99% p/p %, base anhidra).

Rendimiento global a partir de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A: 29%.
Ejemplo 4: Preparacion de compuesto 5

a) Neutralizacién de DO3A 3tBu-HBr

DOS3A 3tBu-HBr (241,6 g; 0,406 mol) y carbonato de potasio (112,1 g; 0,811 mol} se suspendieron en MeCN
(480,0 g; 0,608 ) y la mezcla se mantuvo con agitacion durante 18 h a 27°C. Las sales formadas se eliminaron
entonces mediante filtracion, el filtrado se destilé parcialmente a 50°C a vacio para dar una disolucion de éster tri-
terc-butilico de DO3A 1A (205,0 g; 0,398 mol) en MeCN con una concentracién final del 58% p/p que se usd en la
siguiente etapa sin aislamiento adicional. El ensayo de 1A en disolucion se determind mediante un método de
HPLC-UV.

b) Sintesis de producto intermedio 2

D-glucamina (40,0 g; 0,221 mol) en agua (100,0 g) se introdujo gota a gota en una disoluciéon de epiclorhidrina
(44,9 g; 0,486 mol) en DMAC (40,0 g; 0,043 1) a 25°C en 2 h. La mezcla se mantuvo con agitacion durante 16 h,
entonces se afiadi6 DMAC (80,0 g; 0,085 ) y el agua se destilé a 50°C a vacio para conseguir una disolucion del
producto intermedio 2 en DMAC con un contenido de agua residual < 2,0% p/p.

c¢) Alquilacién de compuesto 1A con producto intermedio 2

Se afiadieron DIPEA (65,3 g; 0,505 mol) y la disolucién de 1A a la disolucién del producto intermedio 2 recogida de
la etapa b) a 50°C. La mezcla se agité adicionalmente a 75°C durante 70 h monitorizando la conversién mediante un
método de HPLC-UV, entonces se concentrd parcialmente a 60°C a vacio. Tras enfriar hasta 23°C, se afiadieron
una mezcla de agua (80,0 g) y MeCN (126,4 g; 0,160 1), preparada previamente, y después disolucién acuosa de
amoniaco al 25% p/p (144,5 g; 0,160 1). La mezcla resultante se mantuvo con agitacion a 22°C durante 14 h. La
mezcla se filir6 y se purific6 mediante cromatografia sobre Amberlite XAD® 1600 (3 I; eluyente: gradiente de
agua/MeCN). Tras la elucién se recogieron las fracciones con una pureza adecuada (% de area de HPLC > 90), se
destil6 el disolvente organico y se concentr6 la disolucion resultante a 50°C a vacio para dar el ligando protegido 3
en disolucién en agua (concentracion: 13% p/p) que se usa tal cual en la siguiente etapa.

d) Desproteccién de producto intermedio 3
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Se afiadié disolucién acuosa de acido clorhidrico al 34% (435,0 g; 4,057 mol} a la disolucién de producto intermedio
3 de la etapa c¢) manteniendo la temperatura a 30+35°C. Al final de la adicién, la mezcla se mantuvo a 35°C con
agitacion durante 32 h. Después, la disolucion se enfrié hasta 23°C y se neutralizé mediante la adicién de disolucién
acuosa de hidréxido de sodio al 30%, el t-butanol formado como subproducto se eliminé mediante destilacién y la
mezcla se desalinizd6 mediante nanofiltracién. La mezcla se concentré entonces parcialmente a 50°C a vacio hasta
una concentracion del 22% p/p y se purificé mediante cromatografia sobre Amberlite XAD®1600 (1 I; eluyente agua).
Las fracciones seleccionadas mediante evaluaciéon con HPLC-UV se trataron con carbon y se concentraron a 50°C a
vacio para obtener una disolucién en agua al 25% p/p del ligando deseado 4 (0,076 mol), que se cuantificé mediante
valoracién potenciométrica usando una disolucién de sulfato de cobre como agente de valoracién.

e) Complejacién

A la disolucion de ligando desprotegido 4 a 25°C se le afiadié una disolucién acuosa de cloruro de gadolinio (142,4 g
de disolucion; 40,1 g de cloruro de gadolinio; 0,152 mol) manteniendo la temperatura en el intervalo de 23+27°C
ajustando el pH a 7,0+7,5 mediante la adicién de disolucién acuosa de hidroxido de sodio al 30%. La mezcla se
mantuvo a 25°C durante 24 h con formacion del respectivo complejo paramagnético 5. La presencia de cualquier
especie libre se evalud, por ejemplo, mediante valoracion. La disolucién resultante se purificé sobre Amberlite
XAD®1600 (3,3 I; eluyente: gradiente de agua/MeCN). Las fracciones seleccionadas mediante evaluaciéon sobre
HPLC-FLD y UV se trataron con carbén y la disolucién resultante se destilé a 50°C a vacio. La disolucién final (25%
p/p) se seco por pulverizacién para aislar el complejo de gadolinio como un polvo blanco (73,5 g que corresponden a
66,9 g, como producto anhidro; ensayo de valoracién: 99% p/p %, base anhidra).

Rendimiento global a partir de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A: 26%.
Ejemplo 5: Preparacion de compuesto 5

a) Neutralizacion de DO3A 3tBu-HBr

DOS3A 3tBu-HBr (724,9 g; 1,217 mol) y carbonato de potasio (336,4 g; 2,434 mol) se suspendieron en MeCN
(1431,7 g; 1,812 1) y la mezcla se mantuvo con agitacion durante 18 h a 25°C. Las sales formadas se eliminaron
entonces mediante filtracion, la disolucién se destilé parcialmente a 50°C a vacio para dar una disolucién de éster tri-
terc-butilico de DO3A 1A (613,9 g; 1,193 mol) en MeCN con una concentracion final del 56% p/p que se us6 en la
siguiente etapa sin aislamiento adicional. El ensayo de 1A en disolucion se determiné mediante un método de
HPLC-UV.

b) Sintesis de producto intermedio 2

D-glucamina (120,0 g; 0,662 mol) en agua (298,0 g) se introdujo gota a gota en una disolucion de epiclorhidrina
(134,8 g; 1,457 mol) en DMAC (120,0 g; 0. 128 I} a 24°C en 2 h. La mezcla se mantuvo con agitacion durante 18 h,
entonces se afiadié DMAC (240,0 g; 0,255 1) y el agua se destil6 a 50°C a vacio para conseguir una disolucion del
producto intermedio 2 en DMAC con un contenido de agua residual < 2,0% p/p.

c¢) Alquilacién de compuesto 1A con producto intermedio 2

Se afiadieron DIPEA (195,9 g; 1,516 mol} y la disolucién de sustrato 1A a la disolucién del producto intermedio 2 a
45°C. La mezcla se mantuvo entonces con agitacién a 70°C durante 75 h, monitorizando la conversiéon mediante un
método de HPLC-UV. La mezcla se concentré entonces parcialmente a 60°C a vacio. El residuo se enfrid hasta
25°C, se diluy6 con una mezcla de agua (720,0 g) y MeCN (379,2 g; 0,480 |) preparada previamente. La disolucién
resultante se purificé entonces mediante cromatografia sobre Amberlite XAD@ 1600 (9 [; eluyente: gradiente de
agua/MeCN). Las fracciones con una pureza adecuada (% de area de HPLC > 90) se recogieron y la disolucion
obtenida se destilé para eliminar el disolvente organico. Se obtiene asi un residuo acuoso que se concentra a 50°C a
vacio para dar una disolucion del ligando protegido 3 en agua con una concentracion final del 15% p/p, que se usa
para la siguiente etapa.

d) Desproteccién de producto intermedio 3

Se afadié disolucién acuosa de acido clorhidrico al 34% (1294,4 g; 12,070 mol} a la disolucién de producto
intermedio recogida 3, manteniendo la temperatura a 30+35°C. Al final de la adicién, la mezcla se calenté hasta
aproximadamente 40°C y se mantuvo con agitacion a esta temperatura durante 28 h. Entonces la disolucion se
enfrié hasta 25°C y se neutralizé mediante la adicién de disolucién acuosa de hidréxido de sodio al 30%. El t-butanol
formado se elimindé mediante destilacion y la mezcla residual se desalinizé en primer lugar mediante nanofiltracién y
entonces se concentré parcialmente a 50°C a vacio hasta una concentracion del 26% p/p. La disolucién concentrada
se purificd entonces mediante cromatografia sobre Amberlite XAD®1600 (3 |; eluyente agua). Las fracciones puras
se recogieron, se trataron con carbon y se concentraron a 50°C a vacio para obtener una disolucién en agua al 12%
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p/p del ligando desprotegido 4 (0,228 mol), que se cuantificé mediante valoraciéon potenciométrica usando una
disolucién de sulfato de cobre como agente de valoracion.

e) Complejacién

La disolucién de ligando desprotegido 4 se calenté hasta 37°C, entonces se afiadié disolucién acuosa de cloruro de
gadolinio (427,1 g de disolucién; 120,2 g de cloruro de gadolinio; 0,456 mol) manteniendo la temperatura en el
intervalo de 37+43°C. Al final de la adicién, el pH se ajusté a 5,5 mediante la adicién de disolucién acuosa de
hidréxido de sodio al 10% y la mezcla obtenida se mantuvo a 42°C durante 2 h con formacioén del respectivo
complejo paramagnético 5. La presencia de cualquier especie libre se evalud, por ejemplo, mediante valoracion. La
disolucién se purificé a 25°C sobre resina quelante Diaion CR11 (0,48 |) reduciendo cualquier contenido de gadolinio
libre. Tras la carga, la resina se lavé con agua, el pH se ajusté a 5,8 y la disolucion se concentré a vacio a 50°C para
obtener una disolucién en agua al 26% p/p. Esta disolucién se cargb a pH 6,2 sobre Amberlite XAD®1600 (10 [;
eluyente: gradiente de agua/MeCN). Las fracciones seleccionadas mediante evaluacién sobre HPLC-FLD y UV se
trataron con carb6n y la disolucién resultante se destilé a 50°C a vacio. La disolucion final (22% p/p) se sec6 por
pulverizacién para aislar el complejo de gadolinio como un polvo blanco (226,5 g que corresponden a 208,3 g, como
producto anhidro; ensayo de valoracion: 99% p/p %, base anhidra).

Rendimiento global a partir de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A: 27%.
Ejemplo 6: Preparacion de compuesto 5

a) Neutralizacién de DO3A 3tBu-HBr

DOS3A 3tBu-HBr (724,9 g; 1,217 mol) y carbonato de potasio (336,4 g; 2,434 mol) se suspendieron en MeCN
(1435,5g; 1,817 1) y la mezcla se mantuvo con agitacion durante 18 h a 25°C. Las sales formadas se eliminaron
entonces mediante filtracion, la disolucién se destilé parcialmente a 50°C a vacio para dar una disolucién de éster tri-
terc-butilico de DO3A 1A (607,9 g; 1,181 mol) en MeCN con una concentracion final del 62% p/p que se us6 en la
siguiente etapa sin aislamiento adicional. El ensayo de 1A en disolucion se determiné mediante un método de
HPLC-UV.

b) Sintesis de producto intermedio 2

D-glucamina (120,0 g; 0,662 mol) en agua (300,0 g) se introdujo gota a gota en una disolucion de epiclorhidrina
(134,8 g; 1,457 mol) en DMAC (120,0 g; 0. 128 I} a 25°C en 2 h. La mezcla se mantuvo con agitacion durante 18 h,
entonces se afiadié DMAC (240,0 g; 0,255 1) y el agua se destil6 a 50°C a vacio para conseguir una disolucion del
producto intermedio 2 en DMAC con un contenido de agua residual < 2,0% p/p.

c¢) Alquilacién de compuesto 1A con producto intermedio 2

Se afiadieron DIPEA (196,1 g; 1,517 mol) y la disolucion de sustrato 1A a la disolucion de 2 a 50°C. La mezcla se
mantuvo entonces con agitacién a 70°C durante 70 h, monitorizando la conversién mediante un método de HPLC-
UV, entonces, tras enfriar hasta 25°C, se diluyé con agua (720,0 g) La mezcla resultante se purificd entonces
mediante cromatografia sobre Amberlite XAD® 1600 (9 I; eluyente: gradiente de agua/MeCN). Tras la elucién se
recogieron las fracciones con una pureza adecuada (% de area de HPLC > 90), se destilé el disolvente organico y se
concentrd la disolucion resultante a 50°C a vacio para dar una disolucién del ligando protegido 3 en agua con una
concentracion final del 14% p/p, que se usa para la siguiente etapa.

d) Desproteccién de producto intermedio 3

Se afiadié disolucion acuosa de acido clorhidrico al 34% (1290,0 g; 12,030 mol) a una disolucién de producto
intermedio 3, manteniendo la temperatura a 30+35°C. Al final de la adicién, la mezcla se calentd hasta 38°C y se
mantuvo con agitacion durante 30 h. Entonces la disolucién se enfri6 hasta 25°C y se neutraliz6 mediante la adicion
de disolucién acuosa de hidroxido de sodio al 30%. El t-butanol formado se eliminé mediante destilacion y la mezcla
residual se desalinizé en primer lugar mediante nanofiltraciéon y entonces se concentré parcialmente a 50°C a vacio
hasta una concentracion del 22% p/p. La disolucién concentrada se purificé entonces mediante cromatografia sobre
Amberlite XAD®1600 (3 I; eluyente agua). Las fracciones seleccionadas mediante evaluacién sobre HPLC-UV se
trataron con carbon y se concentraron a 50°C a vacio para obtener una disolucién en agua al 23% p/p del ligando
deseado 4 (0,226 mol), que se cuantifico mediante valoracion potenciométrica usando una disolucién de sulfato de
cobre como agente de valoracion.

d) Complejaciéon

A la disolucion del ligando desprotegido 4 a 25°C se le afiadié una disolucién acuosa de cloruro de gadolinio (423,3 g
de disolucion; 119,2 g de cloruro de gadolinio; 0,452 mol) manteniendo la temperatura en el intervalo de 23+27°C
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ajustando el pH a 7,0+7,5 mediante la adicién de disolucién acuosa de hidroxido de sodio al 30%. La mezcla se
mantuvo a 25°C durante 24 h. La disolucion resultante se purific6 sobre Amberlite XAD®1600 (10 I; eluyente:
gradiente de agua/MeCN). Las fracciones seleccionadas mediante evaluacién sobre HPLC-FLD y UV se trataron con
carbén y la disolucion resultante se destilé a 50°C a vacio. La disolucién final (25% p/p) se seco por pulverizacion
para aislar el complejo de gadolinio como un polvo blanco (201,3 g que corresponden a 185,2 g, como producto
anhidro; ensayo de valoracion: 99% p/p %, base anhidra).

Rendimiento global a partir de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A: 24%.
Ejemplo 7: Preparacion de compuesto 5

a) Neutralizaciéon de compuesto 1.

DOS3A 3tBu-HBr 1 (724,9 g; 1,217 mol) y carbonato de potasio (336,4 g; 2,434 mol) se suspendieron entonces
suspended en MeCN (1431,7 g; 1,812 I) y la mezcla se mantuvo con agitacion durante 18 h a 25°C. Las sales se
eliminaron entonces mediante filtracion, la disolucion se destilé parcialmente a 50°C a vacio y el compuesto 1A
(613,6 g; 1,192 mol, conversién del 98%) se mantuvo en disolucién de MeCN (concentracion final: 56% p/p) hasta la
siguiente etapa sin aislamiento adicional.

b) Sintesis de producto intermedio 2.

D-glucamina (120,0 g; 0,662 mol) en agua (298,0 g) se introdujo gota a gota en una disolucion de epiclorhidrina
(134,8 g; 1,457 mol) en DMAC (120,0 g; 0,128 I} a 24°C en 2 h. La mezcla se mantuvo con agitacién durante 18 h,
entonces se afiadid DMAC (240,0 g; 0,255 1) y el agua se destilé a 50°C a vacio para conseguir una disolucién del
producto intermedio 2 en DMAC con un contenido de agua residual < 2,0% p/p.

c¢) Alquilacién de compuesto 1A con producto intermedio 2

Se afiadieron DIPEA (195,9 g; 1,516 mol} y la disolucién de sustrato 1A a la disolucién del producto intermedio 2 a
50°C. La mezcla se mantuvo entonces con agitacién a 70°C durante 75 h, monitorizando la conversiéon mediante un
método de HPLC-UV (% de area de HPLC: 75). La mezcla se concentr6 entonces parcialmente a 60°C a vacio. El
residuo se enfrié hasta 25°C, se diluyé con una mezcla de agua (240,0 g} y MeCN (379,2 g; 0,480 ) preparada
previamente, y entonces con disolucion acuosa de amoniaco al 25% (433,4 g; 0,480 |) para dar una mezcla que se
mantuvo con agitacion durante 16 h, obteniendo la precipitacién de sales de clorhidrato que se filtraron. El filtrado se
recogié entonces y se purific6 mediante cromatografia sobre Amberlite XAD® 1600 (9 I; eluyente: gradiente de
agua/MeCN). Las fracciones con una pureza adecuada (% de A de HPLC > 90) se recogieron y la disolucién
obtenida se destil6 para eliminar el disolvente organico. Se obtiene asi un residuo acuoso que se concentra a 50°C a
vacio para dar una disolucién del ligando protegido 3 en agua con una concentracion final del 14% p/p, que se usa
para la siguiente etapa.

d) Desproteccién de producto intermedio 3.

Se afadié disolucién acuosa de acido clorhidrico al 34% (1294,4 g; 12,070 mol} a la disolucién de producto
intermedio recogida 3, manteniendo la temperatura a 30+35°C. Al final de la adicién, la mezcla se calenté hasta
aproximadamente 40°C y se mantuvo con agitacion a esta temperatura durante 30 h. Entonces la disolucion se
enfrié hasta 25°C y se neutralizé mediante la adicién de disolucién acuosa de hidréxido de sodio al 30%. El t-butanol
formado se elimindé mediante destilacion y la mezcla residual se desalinizé en primer lugar mediante nanofiltracién y
entonces se concentré parcialmente a 50°C a vacio hasta una concentracion del 26% p/p. La disolucién concentrada
se purificd entonces mediante cromatografia sobre Amberlite XAD®1600 (3 |; eluyente agua). Las fracciones puras
se recogieron, se trataron con carbon y se concentraron a 50°C a vacio para obtener una disolucién en agua al 25%
p/p del ligando desprotegido 4, que se cuantificé mediante valoracién potenciométrica usando una disoluciéon de
sulfato de cobre como agente de valoracion.

e) Complejacién

La disolucién de ligando desprotegido 4 se calenté hasta 37°C, entonces se afiadié disolucién acuosa de cloruro de
gadolinio (427,1 g; 120,2 g de cloruro de gadolinio; 0,456 mol) manteniendo la temperatura en el intervalo de
37+43°C. Al final de la adicion, el pH se ajusté a 5,5 mediante la adicién de disolucién acuosa de hidréxido de sodio
al 10% y la mezcla obtenida se mantuvo a 42°C durante 2 h. La disolucion se purificd a 25°C sobre resina quelante
Diaion CR11 (0,48 1) reduciendo cualquier contenido de gadolinio libre. Tras la elucién, la resina se lavé con agua, el
pH se ajusté a 5,8 y la disolucién se concentré a vacio a 50°C para obtener una disolucién en agua al 26% p/p. Esta
disolucién se cargd a pH 6,2 sobre Amberlite XAD®1600 (10 [; eluyente: gradiente de agua/MeCN). Las fracciones
seleccionadas mediante evaluacién sobre HPLC-FLD y UV se trataron con carbén y la disolucién resultante se
destilé a 50°C a vacio. La disolucién final (22% p/p) se sec6 por pulverizacion para aislar el complejo de gadolinio
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como un polvo blanco (251,6 g que corresponden a 231,5 g, como producto anhidro; ensayo de valoracion: 99%
p/p%, base anhidra).

Rendimiento global a partir de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A: 30%.
Ejemplo 8: Preparacion del compuesto dimérico 5

a) Neutralizacion del bromhidrato para dar éster tri-terc-butilico de DO3A 1A

Ester tri-terc-butilico de DO3A-HBr obtenido tal como se describe en el ejemplo 1 (36,60 kg; 61,4 mol) y carbonato
de potasio (16,99 kg; 122,9 mol) se suspendieron en MeCN (72,50 kg; 91,77 ) a temperatura ambiente (es decir
25°C) y la mezcla se mantuvo con agitacion durante 19 h a 24°C. Las sales resultantes se eliminaron entonces
mediante filtracién y el filtrado se destilé parcialmente a 50°C a vacio para dar una disolucién de éster tri-terc-butilico
de DO3A 1A (31,07 kg; 60,4 mol) en MeCN con una concentracion final de aproximadamente el 56% p/p que se uso
en la siguiente etapa sin aislamiento adicional. El ensayo de 1A en disolucién se determiné mediante un método de
HPLC-UV.

b) Sintesis del producto intermedio 2

D-glucamina (6 kg; 33,1 mol) en agua (15,1 kg) se introdujo gota a gota en una disolucién de epiclorhidrina (6,75 kg;
73,0 mol) en DMAC (6,2 kg; 6,60 I) a temperatura ambiente en 2 h. La mezcla se mantuvo con agitacién durante
16 h. Entonces se diluyé la mezcla con DMAC (12,2 kg; 12,98 1) y el agua se destilo a 55-60°C a vacio para
conseguir una disolucién del producto intermedio 2 en DMAC con un contenido de agua residual < 2,0% que se uso
para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

c¢) Alquilacién del producto intermedio 2 con éster tri-terc-butilico de DO3A 1A para dar el ligando protegido 3

Se afiadieron DIPEA (9,80 kg; 75,8 mol) y la disolucion de sustrato 1A recogida de la etapa a) a la disolucién de
producto intermedio 2 calentada a 50°C y la mezcla obtenida se agité entonces a 70°C durante 80 h monitorizando la
conversién mediante un método de HPLC-UV. La mezcla se concentré entonces parcialmente a 60°C a vacio. El
residuo se enfrid hasta 25°C, se diluyé con una mezcla de agua (12,2 kg) y MeCN (19,0 kg; 24,05 |} preparada
previamente, y entonces con disolucién acuosa de amoniaco al 25% (21,7 kg; 24,03 |) para dar una mezcla que se
mantuvo con agitacion durante 15 h, obteniendo la precipitacion de sales de clorhidrato que se filtraron. El filtrado se
recogié entonces y se purificé mediante cromatografia sobre Amberlite XAD® 1600 (450 [; eluyente: gradiente de
agua/MeCN). Entonces se recogieron las fracciones puras (% de area de HPLC > 90), se destil6 el disolvente
organico y se concentro el residuo acuoso a aproximadamente 50°C a vacio para dar una disolucion del ligando
protegido 3 en agua (conc. de aproximadamente el 10% p/p) adecuada para su uso tal cual en la siguiente etapa sin
ningun aislamiento adicional.

d) Desprotecciéon

Se afiadi6 disolucion acuosa de acido clorhidrico al 34% (64,75 kg; 603,8 mol) a la disolucion del ligando protegido 3
recogida de la etapa ¢) manteniendo la temperatura a aproximadamente 30°C. Al final de la adicion, la mezcla se
calenté hasta 35+40°C y se mantuvo con agitacion durante 30 h. La disoluciéon se enfrio hasta 20+25°C y se
neutralizé (pH final de aproximadamente 7) mediante la adicién de disolucién acuosa de hidroxido de sodio al 30%,
el t-butanol formado como subproducto de reaccion se elimind mediante destilacién y la mezcla se desalinizé
mediante nanofiltracién. La mezcla desalinizada se concentré entonces parcialmente a 50°C a vacio hasta una
concentracion final del 25% (p/p) y se purificd mediante cromatografia sobre Amberlite XAD®1600 (150 I; eluyente
agua). Las fracciones puras (% de area de HPLC > 90) se trataron con carb6n y se concentraron a 45-55°C a vacio
para obtener una disolucién en agua al 12% (p/p) del ligando deseado 4 (15,3 mol), que se cuantifico mediante
valoracion potenciométrica usando una disolucién de sulfato de cobre como agente de valoracion.

e) Complejacién

La disolucién de ligando 4 se calenté hasta 40°C y se le afiadié una disolucién acuosa de cloruro de gadolinio
(27,79 kg de disolucion; 8,10 kg de cloruro de gadolinio; 30,7 mol) manteniendo la temperatura alrededor de 40°C.
Tras la adicion, el pH de la disolucién se ajust6 a 5,5 mediante la adicién de hidréxido de sodio al 10% en agua y la
mezcla se mantuvo a 40°C durante 2 h con formacién del respectivo complejo paramagnético 5. La presencia de
cualquier especie libre se evalud, por ejemplo, mediante valoracion. Se obtiene asi una disolucion final del complejo
dimérico que se purificé sobre Diaion CR11 (6 I) reduciendo cualquier contenido de gadolinio libre. Tras la carga, la
resina se lavo con agua; la disolucion recogida se ajustd a un pH de 5,5 y entonces se concentré a vacio a 50°C
para dar una disolucién en agua al 23% p/p que se cargd entonces a pH 5,7 sobre Amberlite XAD®1600 (500 I;
eluyente: gradiente de agua/MeCN). Las fracciones seleccionadas se trataron con carbén y entonces se destilaron a
50°C a vacio para obtener una mezcla con una concentracion final de aproximadamente el 28% (p/p) a partir de la
que se aislo el complejo de gadolinio mediante secado por pulverizacién como un polvo blanco (13,38 kg; 12,58 kg
sobre base anhidra; 9,7 mol) con un ensayo de valoracion final del 99% (% p/p; sobre base anhidra).
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Rendimiento global determinado a partir de éster tri-terc-butilico de DO3A 1A: 33%.
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REIVINDICACIONES

1.- Un proceso para la fabricacién del compuesto complejo dimérico 5 de féormula

COO0" COoO
COoO COO [\
OH N N
N N [ Gd** j
3+ N N
Gd j OH \/ \
N N .
r \ N CcO0
of0]0) OH
HO
CH
5 HO
5 CH
que comprende:
1) preparar una disolucién de éster tri-terc-butilico de DO3A de férmula 1A
10
(\IOOtBu COOtBu
N N
’ 1A
N N’
\ 7 H
COOtBu
en un disolvente organico;
15 2) preparar una disolucién de un compuesto de férmula 2
Cl
HO.
OH C‘DH ~
HO. . -~ \T/\ N~
OH OH . OH
2
~cl
en un disolvente organico;
20
3) mezclar las disoluciones preparadas segun las etapas 1) y 2) para obtener una disolucién de un compuesto

de férmula 3

26



10

15

20

25

30

35

ES 2991736 T3

OGtBu COOtBu COOtBu

OH OH J

COOtBu —OH COOCtBu

12

4) sin aislar el compuesto de la disolucion de la etapa 3), eliminar los grupos protectores terc-butilo del
compuesto de formula 3 para obtener una disolucién de un respectivo ligando libre de férmula 4

COOH

COOH COOH COOH
ey |

_N N N N~
[ J OH OH ’ ‘
;N ,Niv/ J\\v/ N\v//J\\\/>N N/
\_/ ( AN

COCH »—OH COOH
Ho—/

)—OH

HO ¢ 4

N,

N

/
HO

I

5) sin aislar el ligando libre de formula de férmula 4, afiadir iones de metal gadolinio a la disolucion de la etapa
4) para obtener una disolucién del respectivo complejo dimérico de formula 5; y

6) aislar el complejo dimérico,

en el que el disolvente de reacciéon en todas las etapas tras la preparacién del compuesto de férmula 3 es un
disolvente acuoso.

2.- El proceso segun la reivindicacion 1, en el que la disolucion del éster tri-terc-butilico de DO3A 1A de la etapa 1)
se prepara a partir de una sal de bromhidrato del éster tri-terc-butilico de DO3A.

3.- El proceso segun las reivindicaciones 1 0 2, en el que la etapa 1) comprende:

i) suspender una sal de bromhidrato del éster tri-terc-butilico de DO3A junto con una base o una sal basica en
un disolvente organico para obtener una suspension;

ii) filtrar la suspension; y

iiii} recoger y opcionalmente concentrar la suspension filtrada, para obtener una disolucién del éster tri-terc-
butilico de DO3A 1A en el disolvente organico.

4.- El proceso segun las reivindicaciones 1-3, en el que la etapa 2) comprende hacer reaccionar D-glucamina con
epiclorhidrina, para obtener una disolucién del compuesto de férmula 2 en un disolvente organico.

5.- El proceso segun la reivindicacion 4, que comprende:
i) afiadir una disolucién acuosa de D-glucamina a una disolucion de epiclorhidrina en un disolvente orgéanico,

para dar el compuesto de férmula 2 en una mezcla de agua/disolvente acuoso; estando preferiblemente la
cantidad de epiclorhidrina en un ligero exceso con respecto a la cantidad estequiométrica; y
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ii) eliminar el agua de la mezcla, para obtener una disolucién del compuesto de férmula 2 en el disolvente
organico.

6.- El proceso segun las reivindicaciones 4 0 5, en el que el disolvente organico es dimetilacetamida (DMAC).
7.- El proceso segun las reivindicaciones 1-6, en el que la etapa 3) comprende

a. hacer reaccionar el compuesto de férmula 2 de la etapa 2) con éster tri-terc-butilico de DO3A 1A de la
etapa 1) en presencia de una base para dar una disolucion bruta organica;

b. diluir la disolucion bruta organica obtenida con agua, una mezcla de agua/disolvente acuoso o una
disolucién acuosa para obtener un agua/producto bruto organico;

C. purificar el agua/producto bruto organico, para obtener el compuesto de férmula 3 en una mezcla de
agua/disolvente acuoso, y

d. opcionalmente eliminar el disolvente organico de la mezcla para obtener una disoluciéon acuosa del
compuesto de férmula 3.

8.- El proceso segun la reivindicacién 7, que comprende afiadir una disoluciéon acuosa al agua/producto bruto
organico de la etapa b) que resulta de la dilucién de la disolucién bruta organica con una mezcla de agua/disolvente
acuoso.

9.- El proceso segun las reivindicaciones 7-8, en el que la purificacién del agua/producto bruto organico de la etapa
c) se realiza mediante cromatografia.

10.- El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la etapa 4) comprende:

i) afiadir un acido a la disoluciéon acuosa del compuesto de férmula 3 de la etapa 3) para eliminar los grupos
terc-butilo protectores y obtener una disolucién acuosa acida del respectivo ligando libre de férmula 4;

iii) afiadir una base a la disolucion acida para obtener una disolucion acuosa sustancialmente neutra del
ligando libre;

iiii) purificar y entonces opcionalmente concentrar la disolucién neutra obtenida para obtener una disolucién
acuosa del ligando libre de férmula 4.

11.- El proceso segun la reivindicacion 10, en el que la etapa iii) comprende: destilar la disolucién neutra para
eliminar el t-butanol formado; desalinizar el residuo de destilacién; purificar mediante cromatografia la disolucién
desalinizada para obtener una disolucién acuosa del ligando de férmula 4; y opcionalmente concentrar la disolucién
acuosa.

12.- El proceso segun las reivindicaciones 10-11, en el que la disolucién acuosa obtenida del ligando de férmula 4
tiene una concentracién del 8-25% (p/p).

13.- El proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que la etapa 5) comprende:

i) afiadir una sal de gadolinio a la disolucién del ligando de férmula 4 de la etapa 4) para obtener una mezcla
que comprende el complejo dimérico de férmula 5;

ii) purificar la mezcla, para obtener una disolucion del complejo dimérico; y
iiil) concentrar la disolucion.

14.- El proceso segun la reivindicacion 13, en el que la etapa ii) comprende purificar la mezcla mediante
cromatografia.

15.- El proceso seguln las reivindicaciones 1-14, en el que la etapa 6) comprende aislar el complejo dimérico de

férmula 5 como un sélido blanco mediante el secado por pulverizacion de la disolucion recogida directamente de la
etapa 5).
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