ES 2657 388 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 657 388

GDint. Ci.;

A61K 51/04 (2006.01)
A61K 51/10 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 26.02.2015 E 15156714 (6)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 25.10.2017  EP 3061464

T3

T|’tu|o: Disoluciones radiofarmacéuticas con propiedades ventajosas

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccién de la patente:
05.03.2018

@ Titular/es:

SCIENCONS AS (100.0%)
Gullhaugveien 7
0484 Oslo, NO

@ Inventor/es:
LARSEN, ROY HARTVIG

Agente/Representante:
LINAGE GONZALEZ, Rafael

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657388 T3

DESCRIPCION
Disoluciones radiofarmacéuticas con propiedades ventajosas
Campo técnico de la invencion

La presente divulgacion se refiere a una disolucion radiofarmacéutica que comprende **Ra y un complejo que
puede depurar #'?Pb y/o ?'?Bi. Esta disolucion puede usarse con fines médicos, incluyendo el tratamiento de cancer.
Aspectos adicionales de la divulgacion se refieren a kits y métodos para proporcionar disoluciones especificas.

Antecedentes de la invencion

La terapia dirigida con radionucleidos de particulas alfa es prometedora como modalidad terapéutica contra
enfermedades malignas y no malignas. Los radionucleidos emisores alfa son altamente citotéxicos y las particulas
alfa producidas son de alta energia lineal, lo que produce una alta cantidad de ionizacién a lo largo de un intervalo
corto, provocando la destruccion del ADN por un alto grado de roturas irreparables de dobles cadenas.

Por tanto, es importante, cuando se usan radionucleidos emisores alfa, que alcancen la diana y no se liberen del
compuesto de direccionamiento y que no produzcan nucleidos hijos de vida mas larga que se alejen por difusién del
nucleido madre, ya que esto puede causar toxicidad en tejidos remotos.

Hay relativamente pocos emisores alfa considerados para aplicaciones médicas. Es un desafio en el campo
encontrar un radionucleido con semivida adecuada, propiedades de desintegracidon, propiedades quimicas y
productos de desintegracion que sean adecuados para el desarrollo de tratamientos médicos.

El radio fue muy importante para el desarrollo de las ciencias de la radioquimica y también lo usaron los pioneros de
la radiooncologia para tratar cancer con braquirradioterazpia (es decir, semillas o agujas que emiten radiacién
ubicadas dentro o cerca de tumores. Inicialmente se usé *Ra con una semivida (t1/2) de 1600 afos. Mas tarde se
us6 **Ra (t2 = 3,66 dias), como productos inyectables de cloruro de radio disuelto, durante varias décadas en
Alemania para el tratamiento paliativo de la espondilitis anquilosante (AS) debido a la propiedad ostedfila natural del
mismo, el mas pesado de los elementos alcalinotérreos.

Aunque se reintrodujo después del desarrollo de métodos de purificacion mejorados durante un breve periodo del
ano 2000, su uso se abandoné finalmente de manera parcial debido al temor de efectos tardios y la aparicion de
nuevas opciones de tratamiento para AS. Por tanto, hoy en dia no se usa ?**Ra como producto radiofarmacéutico y
no se considera entre los posibles candidatos para la terapia con radiacion alfa por los expertos principales en el
campo.

Sin embargo, hay investigaciones en curso sobre el uso de hilos cargados con ?*’Ra para terapia de difusion de
radén/braquirradioterapia intratumoral local pero que no usan disoluciones acuosas de **’Ra para terapia. J.
Nanopart Res (2013) 15:2082 da a conocer un método para proporcionar una disoluciéon que contiene ***Ra en la
que se incuban nanozeolitas marcadas con #**Ra con suero sanguineo humano. Recientemente, a otro isétopo de
radio, 223Ra, en forma de un producto inyectable de sal disuelta, se le ha concedido autorizacién de comercializacién
como tratamiento contra las metastasis 6seas de cancer de prostata resistente a castracion.

Cuando se compara *Ra (t12 = 11,4 dias) con #2iRa (t12 = 3,6 dias) ambos tienen, en principio, semividas
relevantes para usos radiofarmacéuticos que permiten una produccién centralizada y envio al usuario final y ambos
tiene tres progenies emisoras alfa en sus cadenas de desintegracién y las series producen una cantidad similar de
particulas alfa (figuras 1 y 2) con una energia alfa total de aproximadamente 26-28 MeV para las respectivas
cadenas.

Cuando se comparan las cadenas de desintegracion, las progenies de **Ra de los elementos Rn, Pb y Bi tienen
semividas significativamente mas cortas que reducen el problema de captacion de nucleidos hijos en células y
tejidos no diana. Estas diferencias son particularmente importantes para las progenies de plomo ya que pueden
acumularse en células y tejidos hematopoyéticos y en los rifiones, respectivamente. En la serie de ?*Ra, 2''Pb (1=
36,1 min) provocaria una exposicién de tejido normal mucho menor en comparaciéon con 212py (t12 = 10,6 horas) de
la serie de ®*Ra. A menos que se purifique **’Ra a partir de #'?Pb, poco antes de la inyeccion, **Ra tendria una
exposicion de tejido normal significativamente menor a partir de las progenies. Tal purificacion no es practica puesto
que requeriria que se realizaran procedimientos laboriosos en el hospital en el que esta usandose el producto o en el
que se restringen geograficamente la produccién y el uso. Es por eso por lo que el intervalo de tiempo para el uso de
Ra, que habia sido previamente proporcionado por Altmann Terapie, Salzgitter, Alemania, para AS, era de
solamente 6 horas. Podria usarse 3 horas antes o tres horas después del momento de calibracién. Probablemente
en gran medida debido a esta vida util corta del producto (ademas de un aumento de la competicién con los nuevos
farmacos para AS) y, por consiguiente, las restricciones de logistica y suministro, se ha abandonado el producto.

Actualmente, no se usa disolucion de **’Ra para inyeccién a pacientes. En su lugar, estan desarrollandose



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657388 T3

generadores de **’Ra basados en intercambiadores de iones para la extraccion de 2'?Pb para el uso de #12pp en
radioinmunoterapia. El plomo-212 es por si mismo un emisor beta pero se desintegra al emisor alfa 2'?Bi y, por tanto,
se considera adecuado como generador in vivo para terapia con particulas alfa.

Por tanto, actualmente se considera **Ra meramente como un nucleldo generador para el 2'?Pb (til desde el punto
de vista médico. Debido a la semivida relativamente corta de *'?Pb, se espera que sea el mas adecuado para el
tratamiento contra enfermedades compartimentales en las que se inyecta directamente el radioinmunoconjugado en
la regién, por ejemplo, cavidad intraperitoneal (i.p.) en la que una alta concentraciéon de producto puede seleccionar
como diana ascitis maligna y micrometastasis dentro de la cavidad. La semivida de 10,6 horas de *'?Pb puede ser
beneficiosa puesto que solo se filtra una baja cantidad de la cavidad i.p. antes de que la radioactividad se haya
desintegrado.

Cuando se considera el radio para terapia contra enfermedades 6seas, debe conservarse en un estado catiénico ya
que esto garantizara que el radio, como el denominado “afin a volumen” que es, se incor J)orara en los minerales
6seos provocando retencion de los nucleidos hijos. Esto es particularmente importante con “Ra ya que algunos de
los nucleidos hijos, en particular 2'*Pb, tienen semividas sustanciales que permiten redistribucion transorganica si se
deja libre en liquidos fisiol6gicos como sangre saliva o liquido linfatico. La tabla 1 (figura 4) enumera la radiacién
principal de la cadena de desintegracion de

Las autoridades sanitarias alemanas desarrollaron una monografia sobre el uso de ***Ra en espondilitis
anquilosante hace aproxmadamente 10 cuando Altmann Terapie (Salzgitter, Alemania) hizo un esfuerzo por
reintroducir la disolucion de ?**Ra como tratamiento contra la espondilitis anquilosante basandose en un método de
produccion patentado que produce un producto altamente purificado.

En la cadena de desintegracion de #**Ra, se produce el producto de desintegracion #12Pp (t4,= 10,6 horas). Tiene
una biodistribucion diferente en comparacién con el nucleido madre ***Ra cuando se inyecta conjuntamente en
pacientes. Esto provoca menos actividad inicial en los tejidos diana y mas actividad en los tedeOS no diana como
células sanguineos, en particular células y tejidos hematopoyéticos, y médula ésea y rifiones. El nimero de atomos
de 2'?Pb en comparacién con *Ra en un producto en equilibrio radioactivo es menor del 14%. Pero, debido a que
#4Ra se transfiere rapidamente desde la sangre hasta el esqueleto 0 se excreta, y '2pp se retiene sustancialmente
en células y tejidos hematopoyéticos, el impacto toxicolégico de #Bi es importante. La Unica manera de solucionar
este problema mediante el conocimiento actual en el campo seria usar ***Ra poco tlemgo despues de la purificacion
tal como se sugiere, es decir, antes de haya tenido lugar un crecimiento significativo de

Se ha descrito el uso de depuradores para productos de desintegracién en investigacion radiofarmacéutica
experimental: Jones et al (1996) estudiaron la administracién oral durante varios dias de los agentes quelantes de
ditiol no seleccionados como diana &cido 2,3-dimercapto-1 bpropanosulfénico (DMPS) y acido meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA) para mejorar el aclaramiento de 2°°Bi de los rifiones en ratones y encontraron un
aclaramiento del rifdbn mejorado con DMPS. Su objetivo era usar quelatos orales como posibles adyuvantes para
reducir o evitar la radiotoxicidad en radioinmunoterapia alfa con ?'?Bi o *'*Pb anti- -receptor de interleucina-2 (IL-2R).
Jaggl et al., (2005) usaron terapia de quelacion oral para reducir la acumulacién renal de #°Bi producido a partir de
®Ac. Su objetivo era aumentar la excrecion del producto de desintegracién no deseado. No afiadieron el agente
quelante al producto radiofarmacéutico sino que simplemente describen su uso como medicamento oral en el agua
potable antes y después de la inyeccion del producto radiofarmacéutico.
En cuanto a la terapia 6sea, #Ra se considera mas apropiado que #Ra porque #Ra tiene nucleidos hijos con
semividas mucho mas cortas y, por tanto, menos problema de relocalizaciéon. Se ha aprobado recientemente el
radio-223 para la terapia de pacientes con metastasis 6seas resistentes a hormonas de cancer de préstata.

Previamente se ha sometido a prueba sal de ***Ra disuelta en la terapia contra el cancer, pero se ha abandonado
debido a propiedades desfavorables e ineficacia. Se declaré que, debido a la corta semivida de ***Ra y sus
nucleidos hijos inyectados, se irradia(n ?el/los tejido(s) blando(s). En otras palabras en el caso de ***Ra, la semivida
de los nucleidos hijos, en particular ®Pp, es relativamente larga en comparacion con Ios nucleidos madre y se
produce mas exposiciéon de tejidos blandos. Por tanto, en el campo se conoce que *Ra tiene nucleidos hijos
desfavorables que limitan su uso en disoluciones radiofarmacéuticas. Ademas, en una revision reciente por expertos
sénior en el campo, no se enumeroé #24Ra entre los radionucleidos considerados para terapia radiofarmacéutica con
emisores de particulas alfa.

Recientemente, el concepto de células tumorales circulantes (CTC) ha recibido una atencion considerable ya que las
CTC pueden desempenfar un papel fundamental en el desarrollo de metéstasis tumorales. Se sabe que los canceres
que producen metastasis 6seas como por ejemplo, canceres de préstata, mama, pulmén y mieloma multiple pueden
tener unas cuantas células cancerosas circulantes viables en la sangre que pueden haberse desprendido de los
tumores primarios o metastasicos. Esto significa que incluso si las metastasis éseas se tratan, pueden formarse
nuevas lesiones por el asentamiento de CTC en los huesos u otros tejidos.

El radio-223 usado contra metastasis éseas hoy en dia es un ostedfilo puro y no aborda el problema de las CTC. Por
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tanto, existe la necesidad en el campo de productos terapéuticos 6seos farmacéuticos alfa de un producto que
también pueda abordar las CTC.

La generacion de nucleidos huos tanto en los productos inyectables como in vivo es un problema potencial para
Ra y en menor medida para ®Ra, ya que la primer progenie en las dos series de desintegracién para ambos es
radén que es altamente difusivo. Sin embargo, los datos de la bibliografia indican que esto es menos problematico
cuando se genera in vivo puesto que el radio es un ostedfilo de volumen y se incrusta en la matriz 6sea. También
ayuda que la captacion en el esqueleto de radio intravenoso se produce casi de manera instantanea, y la eliminacion
intestinal y, en menor grado, urinaria, se produce rapidamente, lo que conduce a una eliminaciéon de la sangre en el
plazo de minutos tras la inyeccion. Debe mencionarse que la eliminacion urinaria esta probablemente mas
pronunciada en roedores en comparacion con seres humanos en donde la eliminacién fecal es la principal via. Tal
como notifican Nilsson et al (2005), se produce una reduccion del 88% del radlo en la sangre a los 10 mlnutos tras Ia
inyeccion. Cuando se considera el radlo Iocallzado en el esqueleto, para ®Ra se notifico equilibrio de 2"'Bi y
en hueso tras unas pocas horas. Para ?**Ra, basandose en datos con anlmales y extrapolamon a seres humanos
adultos, se encontré mediante dos modelos diferentes una fraccién de 2'?Pb con respecto a ?*Ra de 0,88 y 1,0, es
decir, retencion caS| completa de los nucleldos hijos. Estos datos indican una alta retencién de los nucleidos hijos en
hueso para tanto **Ra como ***Ra. Para #**Ra, una contribucion significativa a la captacion en tejidos blandos de la
progenie, procederia, por tanto, probablemente de nucleidos hijos myectados conjuntamente. Por tanto, resulta
imperativo desarrollar métodos para controlar los nucleidos hijos, al menos '?Pb, en productos inyectables de ***Ra.

Esto se ha logrado mediante las nuevas disoluciones de ®**Ra descritas en el presente documento.
Sumario de la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcnonar una disolucion radiofarmacéutica que comprende ***Ra y un
agente complejante que puede depurar al menos *'?Pb, para su uso como medicamento; el agente complejante
comprende uno 0 mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en agentes quelantes aciclicos, agentes
quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP
bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA o TCMC. En otra realizacion de la presente invencion, 2'?Pb y/o
'2Bj estda complejado mediante EDTMP ostedfilo. En otra realizacion de la presente invencion, el agente
complejante esta conjugado con un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal,
un anticuerpo policlonal, un fragmento de anticuerpo, una proteina sintética, péptido, vitamina. En otra realizacion de
la presente invencion, el agente complejante es el agente quelante TCMC conjugado con un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un fragmento de
anticuerpo, una proteina sintética, péptido, vitamina.

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere a un kit que comprende un primer vial que comprende una
disolucién radiofarmacéutica de la presente invenciéon, y un segundo vial que comprende una disolucion de
neutralizacién para ajustar el pH y/o la isotonicidad de la disolucion radiofarmacéutica antes de la administracion a
un paciente.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un kit que comprende un primer V|a| que comprende una
proteina o péptido marcado con quelato, un segundo vial que comprende una disolucién de ***Ra.

Aun otro aspecto de la presente invencion se refiere a una disolucién radiofarmacéutica de la presente invencién
para su uso en el tratamiento de enfermedades éseas. En una realizacién de la presente invencion, la enfermedad
Osea se selecciona del grupo que consiste en metastasis 6seas de canceres de mama, prostata, rifiones, pulmones,
huesos, o mieloma mudltiple, o enfermedades no cancerosas que provocan calcificaciéon no deseada incluyendo
espondilitis anquilosante.

Un aspecto adicional de la presente divulgacion se refiere a un método de tratamiento de enfermedad maligna o no
maligna mediante la administracion de una disolucién radiofarmacéutica de la presente invencion a un individuo que
lo necesita.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un método para proporcionar una disolucion de #Ra que
comprende un complejo proteico o complejo peptidico que comprende mezclar la E)rotelna marcada con quelato, por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal, o péptido con una disolucién que comprende

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la desintegracion de #Ra y nucleidos hijos.

La figura 2 muestra la desintegracion de Ra y nucleidos hijos.

La figura 3A muestra la biodistribucién en ratones desnudos de ***Ra y ?'Pb de progenie en una disolucién sin
agente quelante. La figura 3B muestra la biodistribucion en ratones desnudos de disolucién de #**Ra que contiene
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EDTMP como agente quelante para la 2"?Pb de progenie. La figura 3C muestra la biodistribucion en, ratones
desnudos de disolucion de ***Ra que contiene TCMC-trastuzumab (Herceptin) como agente quelante para 2'?Pb de
progenie.

La figura 4 muestra la tabla 1. Principales propiedades de radiacion de la serie de ?Ra. 'Promedio por

transformacion de ?*Ra debido a ramificacion. Sélo se consideran los rayos X o gamma por encima del 1% de
abundancia efectiva. Aporta ung energla efectiva total de aproximadamente 26,5 MeV de alfa de 0,7 MeV de beta
por desintegracion completa de ***Ra y nucleidos hijos.

La figura 5 muestra la tabla 2. Crecimiento de *'?Pb a partir de una fuente de ?**Ra puro de 10 MBq. Cambios en el
nivel de actividad. Actividad de inicio de ?**Ra puro de 10 MBq.

La figura 6A muestra la tabla 3 A. Perfiles cromatograficos de capa fina (CCF) de 2'?Pb en una disolucién de *’Ra
en equilibrio con nucleidos de progenie sin y con agentes complejantes. Parte 1: Fosfonatos y tampoén de
formulacion (FB).

La figura 6B muestra la tabla 3 B: Perfiles cromatograficos de capa fina (CCF) de 2'?Pb en una disolucién de ***Ra
en equnlbrlo con nucleidos de progenie sin y con agentes complejantes. Parte 2: La tabla 3 B muestra perfiles de
CCF para ?"?Pb en presencia de conjugados de anticuerpo-TCMC o DOTA y anticuerpo sin agente quelante.

La figura 7 muestra la tabla 4. Razones de captacion* para 212py para hueso frente a sangre y hueso frente a
rinones.

A continuacion se describira la presente invencién en mas detalle.

Descripcion detallada de la invencion

Algunas abreviaturas usadas

DOTMP - &cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetra(metilenfosfonico)

EDTMP - &cido etilendiaminatetra(metilenfosfénico)

EDTA - &cido etilendiamina-tetraacético

p-SCN-Bn-DOTA - acido 2-(4-isotiocianatobencil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético

DOTA - &cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético y también se usa para é&cido bencil-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético conjugado con anticuerpo monoclonal

p-SCN-Bn-TCMC - 2-(4-isotiocianotobencil)-1,4,7,10-tetraaza-1,4,7,10-tetra-(2-carbamonilmetil)-ciclododecano

TCMC - 1,4,7,10-tetraaza-1,4,7,10-tetra-(2-carbamonilmetil)-ciclododecano y también se usa para bencil-1,4,7,10-
tetraaza-1,4,7,10-tetra-(2-carbamonilmetil)-ciclododecano conjugado con anticuerpo monoclonal

AcM - anticuerpo monoclonal

En lo siguiente, se usan las mismas abreviaturas para acidos, sales o versiones parcial o completamente disociadas
de los agentes quelantes.

Ha sido un hallazgo inesperado que es posible complejar fuertemente nucleidos hijos en presencia de radio con
compuestos complejantes sometidos a prueba, EDTMP y anticuerpo monoclonal conjugado con los agentes
quelantes TCMC y DOTA, y al mismo tiempo mantener el radio principalmente como cation no complejado
totalmente dirigible al hueso.

Una disolucién radiofarmacéutica

Un objeto de la presente invencion es Eroporcnonar una disolucién radiofarmacéutica que comprende #***Ra y un
complejo que puede depurar al menos 2

En el presente contexto, se define “depuracién” como al menos el 50% unido segun perfiles de cromatografia en
capa fina (CCF), separacién por concentracion en centrifuga o biodistribucion.

Esto significa, como ejemplo, al menos el 50% menos de captacion sanguinea de #2pp con un agente quelante
molecular pequefo. Con un agente quelante conjugado con anticuerpo, en el que la captacién sanguinea no es un
indicador fiable, al menos el 50% unido segun analisis de CCF.
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En una realizacién de la presente invencion esta al menos el 60% unido.
En otra realizacién de la presente invencién esta al menos el 70% unido.
En otra realizacién de la presente invencién esta al menos el 80% unido.
En otra realizacion de la presente invencion esté al menos el 85% unido.

En otra realizacion de la presente invencion esté al menos el 90% unido.

El compuesto o compuestos también puede depurar mas radionucleidos que #2pp . El complejo comprende uno o
mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en agentes quelantes aciclicos, agentes quelantes ciclicos,
criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato,
pamidronato conjugado con DOTA o TCMC. En una realizacién de la presente invencién, el complejo esta a una
concentracién de 1 ng/ml a 1 g/ml. En otra realizaciéon de la presente invencion, el complejo estd a una
concentracién de 100 ng a 10 mg/ml.

El complejo Euede comprender uno, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas compuestos. En otra realizacién de la presente
invencion, 2'“Pb y/o #'?Bi esta complejado mediante EDTMP ostedfilo.

En una realizacion, la disolucién estéa en un volumen de 100 pl a 1000 ml, tal como de 500 ul a 100 ml, de 1 mla 10
ml. En una realizacién de la presente invencién, la radioactividad de la disolucién es de 1 kBq a 1 GBq, tal como de
10 kBg a 100 MBq, tal como de 100 kBg a 10 MBqg. En ofra realizacion de la presente invencién la radioactividad de
la disolucion es de 100 kBg a 100 MBq. En otra realizacion de la presente invencién, el agente complejante esta
conjugado con un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
policlonal, un fragmento de anticuerpo, una proteina sintética, un péptido, una hormona o derivado de hormona o
una vitamina o derivado de vitamina, por ejemplo, biotina y folato.

En otra realizacion de la presente invencidn, el agente complejante es el agente quelante TCMC conjugado con un
compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un
fragmento de anticuerpo, una proteina sintética, un péptido, una hormona o derivado de hormona o una vitamina o
un derivado de vitamina.

Con fines de dosificacién, las disoluciones de 22*Ra administradas deben haberse almacenado durante algun tiempo,
por ejemplo, 1 dia o mas preferiblemente al menos dos dias, tal como 1-2 dias o 1-3 dias, para alcanzar el equilibrio
entre #*Ra y 2'?Pb/?'?Bi. Esto garantizara razones de actividad de #'?Pb con respecto a “**Ra de entre 0,83 y 1,14.
Esto puede lograrse, por ejemplo, por el fabricante simplemente conservando el producto durante un dia mas o
menos antes del envio.

Es importante mantener el radio como principalmente un catién no complejado, o débilmente complejado, ya que
esto garantiza una captacion maxima en los huesos y metastasis dseas y también garantiza excrecion favorable de
producto eliminado principalmente por medio de los intestinos.

Al anadir agente complejante a una disolucién de radio, el nucleido hijo radioactivo puede hacerse osteéfilo o afin al
tumor y aumentar el potencial terapéutico de la disolucion de radio en lugar de ser un peligro para la salud. Aunque
debe ser un agente complejante que no afecte negativamente a las propiedades ostedfilas del radio. Por ejemplo,
EDTMP puede depurar #2pp producido en la disolucién de radio durante el transporte y almacenamiento entre la
planta de produccion y los hospitales en los que el producto va a administrarse.

Aunque es posible reducir la susceptibilidad afadiendo inhibidores radioliticos, proteinas o péptidos que seleccionan
como diana tumores a menudo son mas susceptibles a sufrir radidlisis y deben proporcionarse probablemente en un
formato de kit mediante el que se afnaden de unas pocas horas a unos pocos minutos antes de la administracion de
disoluciones de ***Ra con semividas relativamente largas.

Se sabe en el campo que calixarenos y EDTA pueden, hasta cierto punto, complejar radio y también complejar
plomo y bismuto. Sin embargo, en el trabajo actual se han encontrado agentes quelantes que dejarian el radio
principalmente sin complejar o débilmente complejado, tal como se determina mediante mediciones de
biodistribucion in vivo, mientras que pueden, rapidamente y con estabilidad relevante, complejar el nucleido hijo mas
longevo #"?Pb. La complejacion selectiva puede usarse para hacer que al menos el plomo sea ostedfilo o afin al
tumor mientras se conservan las propiedades favorables del radio en cuanto al tratamiento de enfermedades
escleréticas, como metastasis 6seas. El complejo de #12pp qzue selecciona como diana hueso o células tumorales
genera el emisor alfa 212Bj g partir de la desintegracion de #12pp . Por tanto, el emisor beta 2"?Pb se usa como una
fuente alfa indirecta para irradiar las células o el tejido seleccionados como diana. Otros quelatos potenciales que
podrian ser adecuados para la depuracion de nucleidos hijos de ?*Ra ademas de TCMC y DOTA incluyen, pero no
se limitan a, porfirinas, DTPA y derivados de DTPA y también DOTA unido a carboxilo.
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El plomo-212 es claramente la progenie mas longeva de ***Ra y es el mas importante a complejar, ya que es un
generador in vivo del emisor alfa efimero ?'?Bi. Si se capta un quelato de 212Pb en el hueso o en células tumorales,
?Bi también se retendra probablemente en la diana. En una disolucién de #?*Ra en equilibrio con progenies, habra
mas de 10 veces de atomos de #"®Pb frente a atomos de ?'?Bi. Por tanto, la cantidad de radiacién generada a partir
de los atomos de 2'?Bi en estas disoluciones es escasa y probablemente no es de importancia tOX|coIo ica en
comparacion con las series de desintegracion de #*Ra y 2 B| La cantidad de #'°Bi es comparable a la del *''Pb que
produce indirectamente una particula alfa en la serie de *®Ra y esto no ha sido un problema significativo para el
registro y uso clinico de ?*Ra en equilibrio con progenies.
Sin embargo, si también se necesitase un alto grado de quelacion de #2Bj en un producto inyectable, seria
necesario, al menos en algunos casos, afiadir una agente estabilizante como Nal o HI puesto que el bismuto en
disoluciones acuosas tiende a existir en un estado menos adecuado para la quelacion.

Cuando se comparan con productos farmacéuticos alfa aprobados actualmente para el tratamiento de metastasis
seas, es decir, “Ra, las disoluciones novedosas descritas en el presente documento podrian dar, en una de las
realizaciones, un producto con propiedades mejoradas para el tratamiento de metastasis déseas puesto que puede
hacerse que el nucleido hijo seleccione como diana células cancerosas circulantes y, hasta cierto punto, también
metastasis de tejidos blandos. Esto puede evitar la recidiva de recolonizacion de cancer del esqueleto debido a CTC.
Otro aspecto es que la semivida mas corta de #Ra frente a ?°Ra puede en realidad ser beneficiosa ya que el radio
esta incrustado en la matriz ésea. Debido a la alta densidad del mineral éseo, el intervalo de particulas alfa se
reduce fuertemente en el hueso frente a tejidos blandos. Especialmente en areas de mineralizacion rapida como
metastasis de cancer dseas, el proceso de incrustacion puede ser significativo cuando se usa un producto
farmacéutico alfa afin a volumen.

Por tanto, “**Ra podria mejorar la dosis del tumor puesto que, en promedio, estara menos incrustado en el momento
de la desintegracion.

Las enfermedades para las que pueden usarse las disoluciones de #24Ra novedosas incluyen, pero no se limitan a,
canceres primarios y metastasicos, enfermedades autoinmunitarias y arteriosclerosis. El producto puede
administrarse por via intravenosa o local, incluyendo por via intraperitoneal, o en entornos de perfusion de
extremidades.

Los agentes quelantes usados en las disoluciones novedosas pueden ser aciclicos asi como agentes quelantes
ciclicos y criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos incluyendo DOTMP y EDTMP.
Ademas puede usarse un blsfosfonato por ejemplo, pamidronato, conjugado con DOTA, TCMC o similar como
depurador en la disolucion de ®**Ra.

Podria argumentarse que la cantidad de 2'?Pb en la disolucién de 224Ra terapéutica puede ser de moderada a
escasa (es decir, en equmbrlo de aproximadamente 1,1 veces la de ***Ra). Si se asume una dosificacion similar de

?*Ra como se hace con ***Ra en pacientes pero corregida para la diferencia de semivida, la dosis administrada
seria de aproximadamente 150 kBq por kg de peso corporal.

En equilibrio, esto se traduciria en una dosificacién de conjugado de ? Pb-anticuerpo de 11,5 MBq en 5 litros de
sangre en un paciente de 70 kg (si i 2'°Pp esta quelado cuantitativamente). El nimero de células tumorales
circulantes es normalmente de menos de 10 células por ml, por tanto, en 5 | de sangre hay menos de 50.000 células
tumorales en total. Si s6lo 1 de 100.000 de las moléculas de conjugado de #2pp. -anticuerpo inyectadas se une a las
celulas tumorales, esto significaria al menos 0,0023 Bq por célula, equivalente a aproximadamente 127 atomos de

'Pb unidos por célula, lo que seria altamente destructivo ya que se ha notificado que una media de 25 2"*Pb unidos
a células por célula destruiria el 90% de una poblacién celular.

Previamente, se sugiri6 combinar radio y fosfonatos y mas preferiblemente bisfosfonatos en el tratamiento de
metastasis 6seas de cancer. Sin embargo, se sugiri6 usar los dos compuestos separados entre si ya que era
preferible inyectarlos en diferentes momentos. La aplicacion de fosfonatos no estaba indicada para la complejacién
de radionucleidos. El fin principal era usar cantidades farmacolégicamente activas de fosfonatos como tratamiento
6seo secundario a radio. Ademas, se prefirid usar bisfosfonatos no complejantes, por tanto, esto desaconseja usar
EDTMP o similar como aditivo para disoluciones de radio para la complejacion de nucleidos hijos. En aquel
momento, era conocimiento comun que EDTMP podia complejar metales alcalinotérreos, tal como se conocia en el
campo que 153Sm-EDTMP puede provocar complejacion de calcio en sangre y provocar hipocalcemia.

Sin embargo, en eI trabaJo actual, se ha demostrado que cuando se usan cantidades modestas de EDTMP, es
posible complejar 12Bj y 2Pb sin reducir significativamente las propiedades ostedfilas de #Ra.

En el informe actual es la primera vez que se ha presentado la adicion de un fosfonato complejante a una disolucion
de radio. Muestra que es posible obtener complejacién selectiva de nucleidos hijos sin alterar significativamente las
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propiedades de direccionamiento éseo del radio. Esto es importante puesto que aunque los fosfonatos complejantes
son ostedfilos, el radio muestra una capacidad direccionamiento 6seo incluso mayor que los fosfonatos. Por tanto,
es altamente ventajoso que el marcaje de nucleidos hijos no provoque captacion esquelética reducida del radio.

En cuanto a la seleccion como diana de huesos con fosfonatos, se conoce en el campo que radionucleidos como
7Ly, %%Sm, #"Th y Y complejados con fosfonatos pueden seleccionar como diana hueso. En un informe previo,
también se mostré que los radionucleidos 2'?Pb y 2'®Bi podian complejarse con EDTMP y DOTMP. Sin embargo, se
realizé el marcaje con alto pH y también era necesaria purificacion mediante intercambiador de iones tras el marcaje.
Por tanto, esto desaconseja usar marcaje in situ en presencia de radio, sin afectar al radio, y sin purificacion tal
como se muestra en la solicitud actual. Por tanto, se presenta por el presente documento una manera novedosa de
usar EDTMP como depurador para nucleidos hijos en disoluciones de 24pa que (1) mejora la dosis ésea por unidad
de #?**Ra administrada, y (2) reduce fuertemente la captacién de #2pp en células y tejidos hematopoyéticos
provocando en efecto mejores razones de radiacion diana con respecto a no diana.

Las disoluciones usadas para la complejacién de nucleidos hijos y #Ra pueden contener inhibidores radioliticos y
otros modificadores adecuados para un producto inyectable médico conocido en el campo.

La disolucion también puede ser una composicién farmacéutica.

Habitualmente, una disolucion tampoén es un elemento importante de una composicion farmacéutica, que en gran
medida mantiene la integridad quimica del radioinmunoconjugado y es fisiolégicamente aceptable para su infusion
en pacientes.

En una realizacion de la presente invencién, la composicién farmacéutica comprende uno o mas portadores y/o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, tampones no tdxicos, cargas,
disoluciones isotonicas, etc. Mas especificamente, el portador farmacéutico puede ser, pero no se limita a, solucién
salina normal (0,9%), solucién salina medio normal, lactato de Ringer, dextrosa al 5%, dextrosa al 3,3%/solucién
salina al 0,3%. El portador fisiolégicamente aceptable puede contener un estabilizador antirradiolitico, por ejemplo,
acido ascérbico, que protege la integridad del producto radiofarmacéutico durante el almacenamiento y envio.

Kits

La disolucion debe hacerse fisiolégicamente adecuada para inyecciones o bien en una planta de produccion
centralizada o bien constituirse mediante un sistema de kit de normalmente 2-4 viales mediante lo cual es
fisiolégicamente adecuada para inyeccion tras la combinacion de los viales del kit.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende un primer vial que comprende una disolucién
radiofarmacéutica de la presente invencion, y un segundo vial que comprende una disolucién de neutralizacién para
ajustar el pH y/o la isotonicidad de la disolucién radiofarmacéutica antes de la administracion a un paciente.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende un primer vial que comprende un quelato
conjugado cor2124una proteina o péptido o mezclas de proteinas o péptidos, y un segundo vial que comprende una
disolucion de ““"Ra.

Puesto que la serie de desintegracion de 2Ra incluye un nucleido hijo de radén22%ue puede difundir al aire, los viales
que contienen los productos deben estar bien sellados para evitar el escape de ““"Rn.

Debido a la naturaleza altamente localizada de irradiacién alfa, la radidlisis debe considerarse como un problema
potencial y el producto radiofarmacéutico debe disefiarse para minimizar esto. Segun el conocimiento en el campo,
los anticuerpos radiomarcados son sensibles a la radidlisis y, por tanto, un sistema de kit puede ser ventajoso para
diso2l1u20iones de #'Ra que van a combinarse con anticuerpos conjugados con agentes quelantes para depurar #2pp
y 0 “ “Bi.

Para un anticuerpo monoclonal, habitualmente es aconsejable mantener la propia dosis de la disolucion
radiofarmacéutica que produce particulas alfa por debajo de 0,5 kGy para evitar propiedades de unién reducidas
debido a radidlisis. Por tanto, se recomienda un sistema de kit mediante el cual se afade anticuerpo conjugado con
agente quelante a la disolucion de **Ra (incluyendo nucleidos hijos) de unas pocas horas a 10 minutos antes de la
inyeccion para disoluciones concentradas destinadas a envio lejano.

En 2léi1a realizacion de la presente invencion, el anticuerpo conjugado con agente quelante se afiade a la disolucién
de ““"Ra (incluyendo nucleidos hijos) de 30 min a 1 hora antes de la inyeccién.

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo conjugado con agente quelante se anade a la disolucion
de ***Ra (incluyendo nucleidos hijos) de 1 min a 20 min antes de la inyeccion.
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En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo conjugado con agente quelante se afade a la disolucion
de ““"Ra (incluyendo nucleidos hijos) de 1 min a 10 min antes de la inyeccién.

Un kit con una proteina o péptido marcado con quelato en un vial y una disolucién de #2YRa en otro vial mediante lo
cual se mezcla el contenldo de los dos de unas pocas horas a 30 minutos antes de la administracion a un paciente
para unir 2'?Pb y/o 2'*Bi al quelato.

En una realizacién de la presente invencion, se mezcla el contenido de los dos de 30 min a 1 hora antes de la
inyeccion.

En una realizacion de la presente invencion, se mezcla el contenido de los dos de 1 min a 20 min antes de la
inyeccién.

En realizacién de la presente invencion, se mezcla el contenido de los dos de 1 min a 10 min antes de la inyeccion.

Opcionalmente, podria usarse un tercer vial que contiene un liquido usado para dilucién y ajuste de la isotonicidad
antes de la administracién de la disolucion radiofarmacéutica. Este tercer vial puede contener EDTMP que podria
quelar #'®Bi, si fuera necesario.

Usos médicos

Los métodos y disoluciones novedosos descritos han resuelto de ese modo un problema principal para la aplicacién
de ?**Ra en medicina nuclear.

Por tanto, pueden tratarse dos tipos de enfermedades con las nuevas formulaciones:

1. Enfermedades escleréticas o solamente relacionadas con el hueso con radio y nucleido hijo complejado por un
fosfonato.

2. Enfermedad relacionada con los huesos con componentes de tejido blando o de células diana circulantes por
radio y nucleido hijo complejado con el conjugado de quelato- antlcuerpo monoclonal o conjugados proteicos o
peptidicos S|m||ares Una realizacion especial de esto seria cuando 2'?Pb esta conjugado con un quelato proteico o
peptidico y el ?'?Bi esta complejado por un ostedfilo, por ejemplo, EDTMP.

Pueden usarse proteinas o péptidos con la presente invencion incluyendo los que seleccionan como diana
osteosarcoma, cancer de pulmon, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de rifién, cancer de tiroides.

Por tanto, un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a una disolucion radiofarmacéutica de la presente
invencion para su uso como medicamento.

Aun otro aspecto de la presente invencion se refiere a una disolucién radiofarmacéutica de la presente invencion
para su uso en el tratamiento de enfermedades 6seas.

En una realizacién de la presente invencién, la enfermedad 6sea se selecciona del grupo que consiste en metastasis
6seas de canceres de mama, proéstata, rifiones, pulmones, huesos, o mieloma multiple, o enfermedades no
cancerosas que provocan calcificacion no deseada incluyendo espondilitis anquilosante.

Un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a un método de tratamiento de enfermedad maligna o no
maligna mediante la administracion de una disolucién radiofarmacéutica de la presente invencion a un individuo que
lo necesita.

Método de produccion

En el presente documento se describen métodos novedosos posibles para producir una disolucion de #2Ra
adecuada para tratar enfermedades Oseas incluyendo cancer primario o metastasico, usando produccion
centralizada y hasta varios dias de envio y/o almacenamiento antes de la administraciéon a pacientes.

Ademas, una dISO|UCIOn de este tipo puede dar una dosis de radiacion tumoral inicial mas alta en comparacion con
una disolucion de #**Ra puro, ya que los productos de desintegracion daran una dosis adicional al tumor cuando se
vuelven ostedfilos o aflnes al tumor por los complejos quelantes mencionados anteriormente. Esto podria hacer que
las disoluciones de #**Ra fueran mas potentes en la terapia contra el cancer puesto que el nucleido madre puede
seleccionar como diana la enfermedad ésea mientras que el nucleido hijo mas longevo, mediante un complejo
afnadido, puede hacerse que busque y destruya células cancerosas circulantes en la sangre, alternativamente puede
convertirse en un ostedfilo mas puro mediante complejacion con fosfonato.
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Los 2Brocedlmlento y métodos novedosos presentados en el presente documento permiten la produccion y el envio
*Ra con una vida util mas larga de dias o incluso hasta una semana o mas ya que el nucleido hijo
problematlco puede depurarse medlante quelatos afines a tumores y potenciar realmente las propiedades
terapéuticas de las disoluciones de ®**Ra.
Este hallazgo es importante ya que #24Ra se ha considerado menos dtil, por ejemplo, para la terapia contra el cancer
contra metastasis 6seas debido a los productos de desintegracion con semividas sustanciales, en particular >’ Pb
que estara presente en cantidades significativas unas pocas horas tras la produccion de una disolucion de #**Ra
puro.

Eso se hace posible mediante las disoluciones farmacéuticas novedosas descritas en este caso en las que el ?*Ra
selecciona como diana hueso y metastasis 6seas mientras que puede hacerse que '2pp seleccione como diana
células tumorales circulantes segun el conjugado de quelato-anticuerpo usado. La disolucion farmacéutica podria “
hacerse a medida” segun el tumor primario del que se originan las metastasis éseas. Existen varios anticuerpos con
selectividad para diferentes antigenos expresados en, por ejemplo, canceres de préstata, mama, pulmén, hueso,
rifidn, tiroides y mieloma multiple.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para proporcionar una disolucién de ***Ra
que comprende un complejo proteico o compl JO peptldlco que comprende mezclar la proteina o péptido marcado
con quelato con una disolucién que comprende

Por tanto, la invencion novedosa descrita en el presente documento puede usarse o bien como un osteodfilo puro
cuando se combina con EDTMP o similar, o bien si los pacientes tienen, o se sospecha que tienen, CTC que pueden
medirse, como una combinacion de tratamiento de metastasis éseas y CTC o metéstasis de tejidos blandos,
anadiendo de ese modo una nueva dimension a los productos farmacéuticos alfa contra enfermedades relacionadas
con los huesos, es decir, una actividad profilactica adicional que evita el asentamiento de CTC viables en el
esqueleto o tejidos blandos.

Los hallazgos novedosos y sorprendentes son los siguientes:

1. Pueden acondicionares las disoluciones de radio con fosfonatos complejantes o anticuerpos conjugados con
g%mplejo sin provocar la complejaciéon de radio y provocar captacién ésea reducida de radio mientras se compleja
Pb y/o ®Bi in situ sin la necesidad de purificacién antes del uso.

2. Pueden complejarse eficazmente los nucleidos hijos producidos durante el envio y almacenamiento in situ
produciendo una disolucién de radio con propiedades de nucleidos hijos mejoradas.

224 212p
Pb

La disolucion de ““"Ra puede almacenarse o enviarse durante varios dias y aun asi la fraccion principal del
generado puede complejarse, es decir, al menos el 60%, mas favorablemente al menos el 90% e incluso mas
favorablemente el 95-100%, segun la cantidad de agente complejante afadida.

Esto es importante ya que proporciona a un producto radiofarmacéutico mejores razones de diana con respecto a no

diana globales en comparacion con formulamones de radio existentes tal como se muestra en los siguientes

ejemplos y permite el uso de disoluciones de **Ra que se han enviado y almacenado durante varios dias. En efecto,

desaconseja usar disoluciones recién preparadas de #24Ra con solo unas pocas horas de vida util como en el

método de Altmann Terapie, ya que puede ser ventajoso con el nuevo método que 2pp haya alcanzado el equilibrio

o este prOX|mo al equilibrio, es decir, al menos 1 dia o0 mas, para obtener una razén reproducible y definida entre
*Ra y 2Py en la disolucion radiofarmacéutica administrada.

También se ha confirmado que otros complejos distintos de fosfonatos pueden marcarse con nucleidos hijos in situ
en disoluciones de radio sin afectar significativamente al radio, por ejemplo, se afadieron conjugados de quelato-
anticuerpo a la disolucién de radio y mostraron un marcaje relevante de nucleidos hijos con una conservacion
significativa de la integridad quimica del radio, por tanto, es posible tener una disolucién de radio mediante la cual
uno o mas de los nucleidos hijos esta complejado con moléculas afines a tumores que producen una disolucion
farmacéutica con propiedades de direccionamiento biespecificas, por ejemplo, radio que selecciona como diana la
enfermedad 6sea y un complejo de quelato con nucleidos hijos que seleccionan como diana un antigeno de célula
tumoral en células tumorales circulantes, etc. Como realizaciéon especial un nucleido hijo puede estar complejado
con un anticuerpo monoclonal y el otro con un fosfonato.

Una realizacion especial de la presente invencion es una disolucion con radio que contiene TCMC conjugado con
una proteina o un péptido, preferiblemente un anticuerpo monoclonal, mediante lo cual el anticuerpo selecciona
como diana un antigeno en células de cancer de mama, prostata pulmoén, rifidén, hueso o mieloma mdltiple. Si se
deja durante de unos pocos minutos a unos pocos dias, el 2'?Pp generado se unira pnncnpalmente al conjugado de
TCMC-anticuerpo. Cuando se inyecta una disolucién de este tipo en un paciente con cancer, #4Ra protegera al
hueso de la destrucmon destruyendo células tumorales en la superficie del hueso y en el esqueleto y el anticuerpo
marcado con 2"?Pb destruira células circulantes fuera del alcance de la radiacion del radio. Por tanto, lo que antes
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era un problema de nucleidos hijos libres con una biodistribucion no deseada se convierte en una ventaja para la
serie de **Ra mediante el uso de la presente invencion. Es particularmente atractivo usar un antigeno de
internalizacion como diana puesto que los conjugados de 2'?Pb son especialmente eficaces como generador in vivo
de emisores alfa en tales condiciones mediante lo cual el nucleido hijo emisor alfa 'Bi queda encerrado en las
células diana (Boudousq et al., 2013).

En una realizacion, el producto radiofarmacéutico se envia listo para usar, por ejemplo, en un vial con un septo para
retirar de la disoluciéon con una jeringa o incluso como una jeringa precargada lista para usar. En una segunda
realizacion, el producto puede enviarse en un formato de kit que consiste en un vial con disolucién de #**Ra, un
segundo vial con una disolucién de un agente quelante y opcionalmente una tercera disoluciéon con un tampén de
formulacion para el ajuste de la concentracion y/o el pH, etc. El agente quelante, mediante lo cual es un fosfonato,
conjugado de agente quelante-anticuerpo o similar, se afiade la disolucién de Ra y se mezcla durante de unos pocos
minutos a unas pocas horas, lo mas preferiblemente de 5-60 minutos, antes de que se le afiada al producto, si es
necesario, un tampon de formulacion, y se administre al paciente.

Ejemplos

Ejemplo 1. Calculo del nivel de nucleidos hijos de ?'Pb a partir de la desintegracion de ***Ra en diversos puntos de
tiempo.
Antecedentes. El 2"*Pb producido tras la preparacion de un producto radiofarmacéutico de #Ra puro puede ser un
problema, puesto que tiene propiedades diferentes y no deseables en comparacion con el nucleido madre. Por
ejemplo, se sabe que el radio puede seleccionar como diana hueso y metéstasis 6seas, pero la progenie de plomo
tiene acumulacién no deseada en células y tejidos hematopoyéticos y en los rifiones.

Método: Se calculd el crecimiento de '?Pb a partir de una fuente de #**Ra puro usando una calculadora de actividad
universal.

Resultados: La tabla 2 mggstra la cantidad de 2"?Pb en diversos puntos de tiempo tras la produccién de una
disolucién farmacéutica de ““"Ra puro y almacenamiento en un recipiente hermético.

Los datos muestran que esta presente una cantidad significativa de nucleido hijo dentro de un margen de tiempo
relativamente corto, lo que complica una posible produccion centralizada y suministro de productos
radiofarmacéuticos a base de #*. Sin embargo, cabe sefalar que la razén de *'?Pb con respecto a ***Ra en la
disolucién alcanza 1 tras 36 horas y después de eso aumenta gradualmente hasta aproximadamente 1,1 de lo cual
permanece igual durante el resto del tiempo hasta la desintegracién completa.

Ejemplo 2: Preparacién de radionucleidos y recuento de muestras radiactivas.

En lo siguiente, se realizé todo el trabajo con las preparaciones radiactivas concentradas incluyendo evaporacion de
disolvente etc. en una caja de guantes. Se adquirié una fuente de #®Th en HNO3 1 M de un proveedor comercial. Se
adquirio acResin de Eichrom Technologies LLC (Lisle, IL, EE.UU.) en forma de un cartucho precargado. Para usar
un volumen de disolvente mas pequefio, se extrajo aproximadamente el treinta por ciento de los materiales de un
cartucho (cartucho 1) y se volvi6 a rellenar en una columna mas pequefia (cartucho 2) hecha mediante una columna
de filtracion de 1 ml (Isolute SPE, Biotage AB, Uppsala, Sueciaz. Se us6 una suspensién que representaba el 20%
del contenido del cartucho original para la inmovilizacion de 2*Th en 500 microlitros de HNOs 1 M a lo que se
anadieron 500 microlitros de HCI 1 M y se incubd agitando el vial (vial de 4 ml, muestra de E-C, Wheaton, Millville,
NJ, EE.UU.) durante al menos 4 horas. Al cartucho 2 se le afadié una pequefia cantidad (aproximadamente 0,1 ml)
de acResin. Después de eso, se afadioé una suspensién al cartucho 2 usando el material precargado como capa de
recepcion. Pudo eluirse radio del cartucho 2 en 2 ml de HCI 1 M. Se evaporé la disolucion de radio de 2 ml hasta
sequedad, usando un blogue calentador y purgando el vial con gas Nz a través de una entrada y salida de tubo de
teflon en el septo de caucho/teflon sobre el vial y conduciendo el vapor de &cido al interior de un vaso de
precipitados de NaOH saturado mediante una corriente de gas Na.

Se resolvio el residuo en 0,5 ml de HNO3 1 M y se cargd en un cartucho 3 que consistia en una columna Isolute de 1
ml rellenada con aproximadamente 250 mg de intercambiador aniénico Dowex. Se lavé el cartucho 3 con 7 ml de
HNO3 1 M, que retiraron 2'?Pb, y finalmente con 3-4 ml de HNOs 8 M para eluir **Ra. Se evaporé el eluato de***Ra
hasta sequedad, usando el bloque calentador y un flujo de gas N», y pudo disolverse el residuo en HCI 0,1 M.
Normalmente, pudo extraerse mas del 70% del **’Ra presente en la fuente de #**Th y purificarse usando los
métodos descritos.

Se contaron las muestras radiactivas en un contador Cobra Il Autogamma (Packard Instruments, Downer Grove, IL,
EE.UU.). Durante la extraccion de #**Ra a partir de la fuente de “®Th, se us6 un calibrador de dosis CRC-25R
(Capintec Inc., Ramsey, NJ, EE.UU.).

Para determinar la distribucion de ***Ra, #'?Pb y #'°Bi en tiempo real en las muestras, se usé un detector HPGe
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enfriado con nitrogeno liquido (GWC6021, Canberra Industries, Meriden CT, EE.UU.). Esto se combiné con un
analizador de senal digital DSA 1000 y el software Genie 2000 (Canberra).

212 212

Ejemplo 3: Determinacion de la tasa de recuento neta para '?Pb en una mezcla de *"*Pb/***Ra antes de que se

alcance el equilibrio radioactivo.

2Dz4espués de mas de 3 dias, es decir, “equilibrio”, una muestra tendra, con fines practicos, 1,1 veces 212py frente a
Ra.

Independientemente de si 2'?Pb es mayor o menor que el equilibrio, puede suponerse que esto se alcanza después
de 3 dias desde que el excedente de #2pp se reduzca en el 99% y el crecimiento de #2pp g partir de #Ra sea
practicamente completo frente a “equilibrio”.

El uso del contador Cobra Il Autogamma con un ajuste de ventana de recuento de desde 70-80 KeV produce
principalmente el 2"?Pb con muy poca contribucion de otros radionucleidos en la serie de #**Ra. El radio-224 debe
contarse indirectamente cuando ha desaparecido el 2'?Pb inicial y se ha alcanzado el equilibrio entre ***Ra y ?'*Pb
(después de aproximadamente 3 dias). Este recuento indirecto requiere que la muestra se almacene en recipientes
relativamente herméticos ya que de otro modo el *°Rn puede escapar, impidiendo que se alcance el equilibrio de
radionucleidos de 1,1 entre '*Pb y #*Ra.

Dado que el muestreo y recuento pueden estar separados por algo de tiempo, la tasa de21rzecuento neta para #12pp
puede ajustarse para la desintegracién para determinar la tase de recuento neta de ““Pb en el momento del
muestreo.

Ejemplo 4: Andlisis de cromatografia en capa fina

Se realizé cromatografia en capa fina (CCF) usando tiras de cromatografia (n.2 de modelo 150-772, Biodex Medical
Systems Inc, Shirley, NY, EE.UU.). Se us6 un vaso de precipitados pequefio con aproximadamente 0,5 ml de NaCl
al 0,9% para colocar las tiras con un punto de muestra. A la tira se le afiadieron normalmente 1-4 ul de muestra a
aproximadamente el 10% por encima de la parte inferior de la tira. Después de que el frente del disolvente se
hubiera movido hasta aproximadamente el 20% de la parte superior de la tira, se corto la tira por la mitad y se colocd
cada mitad en un tubo de ensayo de 5 ml para el recuento. En este sistema, el anticuerpo radiomarcado y
radionucleido libre no migran desde la mitad inferior mientras que el radionucleido complejado con EDTA migra a la
mitad superior. Se mezcl6é un tampon de formulacion (FB) que consistia en albumina sérica humana al 7,5% y EDTA
5 mM en DPBS y se ajustdé a aproximadamente pH 7 con NaOH con los conjugados de anticuerpo en una razon de
2:1 durante al menos 5 minutos antes de la aplicacion a la tiras para determinar el radionucleido libre.

Se realiz6 el analisis del EDTMP sin el FB (tabla 3 A). Se midi6 el marcaje de radionucleido con EDTMP mediante la
cantidad de migracién a la mitad superior de las tiras. El TDOTMP migr6 escasamente en este sistema y, por tanto,
estas disoluciones tuvieron que tratarse con FB para medir el radionucleido libre en la mitad superior de la tira (tabla
3A).

212pp en disoluciones de ?**Ra.

Ejemplo 5: Quelacién in situ de
Inicialmente, se neutralizaron disoluciones de 22%Ra en HCI 0,1 M con NaOH 1 M y se anadi6 el EDTMP a la
disolucién Para obtener un pH ligeramente por debajo del neutro. En experimentos posteriores, se usé una razén de
10:1 de #'Ra en HCI 0,1 M y acetato de amonio 5 M antes de la adicion de los agentes quelantes, dando como
resultado un intervalo de pH de 5,5 - 7 para las reacciones. Se sometieron a prueba tiempos de reaccion de 30
minutos a varios dias, a temperatura ambiente, para EDTMP con buen rendimiento de marcaje (normalmente por
encima del 90% segun CCF) cuando se usaron concentraciones de EDTMP de aproximadamente 4-8 mg/ml en
disoluciones de reaccion. Por tanto, EDTMP parece ser un buen depurador para 212pp in situ en disoluciones de
#2Ra. En cuanto a DOTMP, el marcaje fue menos eficaz con aproximadamente el 70% de marcaje para 7 mg/ml a
temperatura ambiente y aproximadamente 1 h de tiempo de reaccion. El rendimiento de marcaje de DOTMP puede
mejorarse ajustando la concentracién de agente quelante o tiempo de reaccidon, etc. Debe indicarse que
experimentos posteriores que usaban tampones de EDTMP y acetato de amonio mostraron un buen marcaje con

Pb también en disoluciones de radio de pH 5,5 a 7 tal como se determina mediante cromatografia en capa fina
(tabla 3 A).

Se someti¢ a prueba la depuracion a largo plazo dejando una disolucién de ***Ra con EDTMP (aproximadamente 6
mg/ml) tamponada a aproximadamente pH 6 con acetato de amonio, durante 7 dias a temperatura ambiente. Se
realizé el andlisis del perfil de distribucion de ?"?Pb mediante el uso de CCF tal como se describié. Resultados: Se
hallé al menos el 93% de la actividad en la mitad superior de la tira de CCF correspondiente a la actividad asociada
a EDTMP tras 7 dias. En conclusion, es posible quelar eficazmente 2"?Pb generado in situ en disolucién de ***Ra
mediante EDTMP. Por tanto, es posible preparar disoluciones de 24Ra listas para usar con un agente quelante
ostedfilo que depura 2'?Pb in situ obteniendo asi una disolucion de **Ra con vida Gtil mejorada para su uso como
producto radiofarmacéutico de direccionamiento 6seo.
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Como alternativa, puede usarse un kit de marcaje mediante lo cual se afiade EDTMP a disoluciones de ***Ra de
varios dias de unos pocos minutos a unas pocas horas antes de la administracion. Un kit de marcaje de este tipo
también permitira una produccion centralizada de #Ra, ya que el kit puede ser muy simple de usar para
disoluciones de ?**Ra de varios dias a mas de una semana tras la fecha de produccién para ***Ra. En un
experimento con una disolucion de ?**Ra de 8 dias en HCI 0,1 M y acetato de amonio 0,5 M, se afiadi6 EDTMP a
una concentracion de aproximadamente 7 mg/ml. Después de 10 minutos y 1 hora en reposo a temperatura
ambiente, los analisis de CCF mostraron que el 91% y el 93%, respectivamente, del 212py; estaba asociado con el
EDTMP. Se sometieron a prueba disoluciones de EDTMP de hasta 4 meses y se encontré que eran funcionales, por
tanto EDTMP parece idoneo para usarse en un formato de kit.

Ejemplo 6: Biodistribucion en ratones de ?**Ra con cantidades significativas de 2'Pb con y sin EDTMP.

El principal objetivo era estudiar la biodistribucion de los radionucleidos inyectados con o sin EDTMP. Se usaron una
disolucion que contenia EDTMO y una solucion salina de control, respectivamente, de #**Ra en equilibrio con
radionucleidos hijos. Materiales y métodos: Se realizaron experimentos con animales segun las regulaciones
europeas para animales usados con fines cientificos. Los ratones desnudos crecieron completamente y tenian una
edad de mas de 6 meses. Se dividié en dos una disolucién 0,1 M de 3 dias que contenia 22*Ra. A una fraccion se le
anadi6 EDMP y NaOH 1 M para ajustar el pH a aproximadamente 8, hasta una concentracion final de 5 mg de
EDTMP por ml (disolucion A). Se ajusto la otra fraccién mediante NaOH 1 M a aproximadamente pH 7 (disolucién B).
Cada disolucion se esterilizd6 mediante filtracion a través de un filtro de jeringa de 13 mm 0,2 um Acrodisc (Pall Life
Science, Port Washington, NY, EE.UU.) con membrana Supor. Después de eso, se administraron 100 pl con
aproximadamente 20 kBq de #24Ra mediante inyeccion en la vena de la cola a cada ratén.

Resultados: Tal como se muestra en la figura 3A y B, hubo una mejora significativa en la distribuciéon de #2pp
cuando se anadi6 EDTMP. Se redujo significativamente la captacién de tejido blando y sangre mientras que el
direccionamiento 6seo fue similar a 2"?Pb libre. Por tanto, las razones de hueso con respecto a tejido blando
mejoraron enormemente para 2'?Pb afiadiendo EDTMP a la disolucién de **Ra. No hay ninglin cambio significativo
en la distribucion de #**Ra cuando se aftade EDTMP tal como se muestra en la figura 3A y B. Conclusion: La adicion
de EDTMP a disoluciones de #24Ra mejora la biodistribucion de 2'?Pb sin cambios significativos en la biodistribucion
de ““"Ra.

Ejemplo 7: Marcaje de anticuerpo conjugado con agente quelante con 2'?Pb in situ en disolucion de ***Ra.

Antecedentes: Resulta ventajoso desde un punto de vista logistico que el producto radiofarmacéutico pueda
roducirse en una unidad de produccién centralizada y enviarse al usuario final. El agente quelante debe depurar el
'2Pp generado para minimizar la inyecciéon de 2'?Pb libre cuando se usa ***Ra.

Métodos: Se produjo y se purifico #**Ra tal como se describi6 en el ejemplo 2. Se prepararon anticuerpos

monoclonales marcados con TCMC y DOTA usando anticuerpos purificados con un concentrador centrifugo

(Vivaspin 4 0 20, MWCO de 50000, Sartorius Stedim, Goettingen, Alemania) y se afiadié tampdn carbonato 150 mM,

pH 8,5-9. El anticuerpo tenia una concentracion de normalmente 20-30 mg/ml y se afiadié p-SCN-Bn-TCMC o p-

SCN-Bn-DOTA (Macrocyclics Inc, Dallas, Tx, EE.UU.) usando razones de anticuerpo con respecto a agente

quelante de 1:9 6 1:5, respectivamente. Tras al menos dos horas de incubacion a temperatura ambiente, se finalizé

la reaccion anadiendo glicina 0,1 M en tampdn carbonato (pH de aproximadamente 8,5) e incubacion adicional
durante 10 minutos antes de la purificacion e intercambio de tampén en NaCl al 0,9% usando un concentrador

centrifugo (Vivaspin). Se usaron concentraciones de agente quelante-anticuerpo de 15-35 mg/ml en NaCl al 0,9%

como disoluciones madre.

A un tubo Eppendorf de 2 ml se le afiadieron normalmente 40 pl de ?**Ra en HCI 0,1 M, 5 pl de acetato de amonio 5
M, 5-10 pl, (15-30 mg/ml) de anticuerpo marcado con TCMC o DOTA en cloruro de sodio al 0,9%. Se someti6 a
prueba este método para 4 conjugados de anticuerpo diferentes incluyendo los de trastuzumab (Herceptin),
rituximab, cetuximab y anticuerpo monoclonal murino OI-3. Se determin6 que el pH estaba en el intervalo de 5,4-6,0
aplicando 1 ul sobre un papel de pH (n.°® 1.09564.0003 y 1.09556.003 de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y
leyendo el color. Se realiz6 la reaccion a temperatura ambiente.

En algunos de los experimentos, se hizo reaccionar en paralelo una disolucién de control con los mismos
componentes excepto porque el anticuerpo no contenia TCMC o DOTA, usando las mismas condiciones. Tras 30 y
100 minutos, se retiraron 5 pl y se mezclaron con 10 pl de un tampén de formulacién (FB) que consistia en albumina
sérica humana al 7,5% y EDTA 5 mM en DPBS. Después de al menos 10 minutos, se retiraron 1-4 ul de la mezcla
de producto/FB y se colocaron sobre una tira de cromatografia en capa fina (Biodex). Se realizé el mismo
procedimiento con la disolucion de control. Se eluyeron las tiras en disolucién de NaCl al 0,9% y cuando el frente del
disolvente alcanzé casi la parte superior, se retird la tira, se corté por la mitad y se contaron la parte inferior y
superior por separado en un contador gamma Cobra |l (tal como se describi6é anteriormente).
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Resultados: Se presentan los perfiles de capa fina en la tabla 3 B. Normalmente, se encontr6 mas del 90% de la
actividad en la mitad inferior de la tira de capa fina para el conjugado de anticuerpo con TCMC y DOTA. En el
control, normalmente se encontré mas del 97% de la actividad en la mitad superior de la tira. Esto muestra que tanto
los anticuerpos conjugados con TCMC como con DOTA pueden ser depuradores eficaces para #12pp en disolucion
de #'Ra. Usando una unidad de filtracion centrifuga con un corte de 37 kDa, también se demostré que ***Ra en la
disolucién de reaccion podia separarse eficazmente de los conjugados de TCMC o DOTA lavando con disolucién de
NaCl al 0,9%. Usando 2 ml y concentrado hasta 0,25 ml, se retiré > 85% del radio del conjugado de *'?Pb-DOTA-
anticuerpo, por tanto, muestra que los conjugados de anticuerpo con TCMC y DOTA pueden depurar 2"*Pb sin
complejar significativamente #**Ra. En conclusion, es posible usar conjugado de anticuerpo con TCMC o DOTA para
depurar 2"*Pb en disolucion de ***Ra permitiendo, por tanto, la produccion de una disolucién farmacéutica con
propiedades de direccionamiento dobles, es decir, un conjugado de #24Ra osteofilo y de #12pp afin a antigeno.

En un experimento de seguimiento, se tampond una disolucién de #Ra, a la que se le afadié conjugado de
anticuerpo monoclonal chOI-3 (OI-3 quimérico) marcado con TCMC (hasta aproximadamente 1,5 mg/ml), a
aproximadamente pH 5,5 con acetato de amonio y se mantuvo durante 7 dias a temperatura ambiente. Después de
€so, se retiraron las muestras y se mezclaron 1:2 con tampo6n de formulacién (tal como se describid) y tras 5 minutos
0 mas se aplicaron sobre tiras de CCF tal como se describié. Se encontr6 que, en promedio, se conservo el 95,6%
con la proteina (mitad inferior de la tira). En conclusion, se depura 2'?Pb eficazmente in situ en disolucion de ***Ra a
lo largo de varios dias mediante anticuerpo marcado con TCMC. Por tanto, muestra que es posible una produccion
centralizada que requiere almacenamiento y envio durante varios dias para disoluciones de #2Ra con conjugado de
quelato-anticuerpo.

Ejemplo 8: Experimento de unién a células con anticuerpo monoclonal radiomarcado en mezcla con **Ra

La linea celular de osteosarcoma humana OHS expresa Her-2 (relativamente débil) y MUC-18 (moderado). Por
tanto, se usaron para evaluar la fraccién de union a células de trastuzumab conjugado con agente quelante y
anticuerpos chOI-3 contra Her-2 y MUC-18, respectivamente. Se disolvié radio-224 en HCI 0,1 M y se dej6 durante
dos dias para alcanzar el equilibrio con 2'?Pb y #'?Bi. Para ajustar el pH, se afiadieron 12 pl de acetato de amonio 5
M en agua libre de metales a 100 pl de #*Ra en HCI 0,1 My después de eso se afiadieron 200 pg de trastuzumab
marcado con TCMC. Después de 30 minutos, la cromatografia en capa fina confirmé que el agente quelante depuré
mas del 90% del #'?Pb. Se esterilizé mediante filtracion la mezcla de reaccion usando un filtro de jeringa de 13 mm y
se sometiod a prueba el producto para determinar la unién a células usando aproximadamente 10 millones de células
en 0,2 ml de DPBS con BSA al 0,5%. Se bloquearon las células o bien mediante incubacién con 20 ug del mismo
anticuerpo durante 15 minutos (para medir la union inespecifica) o bien se dejaron sin bloquear antes de anadir la
disolucién de reaccién con aproximadamente 10 ng de conjugado de quelato-anticuerpo mezclado con radionucleido
a cada tubo. Tras 1 hora de incubacion, se contaron los tubos en el contador gamma Cobra Il para determinar la
actividad anadida. Después de eso, se lavaron las células tres veces con 0,5 ml de DPBS/BSA al 0,5% mediante
mezclado en remolino, centrifugacion y retirada del sobrenadante, y luego se midi6 la actividad unida a células en
los tubos. Se determiné el porcentaje de conjugado de anticuerpo unido a células como unido tras lavar, dividido
entre la actividad anadida por 100. Resultados: Cuando se corrigi6 la desintegracion y la pureza radioquimica y se
restd la unién inespecifica, se encontré que el 64,3-72,2% de los anticuerpos marcados con #12ppy se unieron
especificamente a las células. En este ensayo de un punto, esto indica propiedades de direccionamiento adecuadas
del conjugado de 2"Pb-anticuerpo producido in situ en disoluciones de #**Ra. Conclusién: Se muestra que los
conjugados marcados con 2'?Pb con propiedades de direccionamiento tumoral relevantes pueden producirse in situ
en disoluciones de ***Ra.

Ejemplo 9: Biodistribucién en ratones de ***Ra/*'*Pb con anticuerpo monoclonal marcado con TCMC.

Antecedentes: Para estudiar si podian usarse disoluciones de 24Ra/*"?pPp para preparar productos coterapéuticos
dirigidos a células tumorales y 6seas. Materiales y métodos: A una disolucion de **’Ra de un dia, tal como se
describié en el ejemplo 6, se le afiadieron NaOH, acetato de amonio 5 M y trastuzumab marcado con TCMC de la
misma manera que en el ejemplo 7 y se almacend durante la noche. A la disolucion se le afadio agua libre de
metales en un razén de 1:1, se esterilizd mediante filtracién usando un filtro de jeringa de 13 mm 0,2 um Acrodisc
(Pall Life Science, Port Washington, NY, EE.UU.) con membrana Supor. Se verificé la capacidad de union a células
del componente de anticuerpo marcado con *"?Pb en la disolucién de #**Ra como en el ejemplo 8. Se realizaron
experimentos con animales segun las regulaciones europeas para animales usados con fines cientificos. Se
sacrificaron los animales y se extrajo sangre del corazon antes de que se diseccionaran. Se colocaron muestras de
orina, sangre y tejido en tubos de 5 ml. Se midi6 el peso de los tubos antes y después de la adicién de muestras
para determinar el peso de muestra exacto. Se midi6 el contenido de radioactividad en el contador gamma Cobra.
Se contaron las muestras poco después de la disecciéon y de nuevo tras 3-4 dias cuando se habia alcanzado el
equilibrio radioactivo para determinar el contenido de 2'?Pb y #**Ra, respectivamente.

Resultados: Se muestran los perfiles de biodistribucion en la figura 3C. El 2'?Pb mostré un perfil de distribucion tal
como se esperaba para un anticuerpo radiomarcado, es decir, alta actividad en sangre y tejidos ricos en sangre y
baja actividad en fémur y craneo. En comparacion con 2'?Pb libre (figura 3 A), el #"?Pb conjugado con TCMC-
trastuzumab (Herceptin) tenia significativamente menos captacién en fémur y craneo mientras que el nivel de
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actividad en sangre y érganos ricos en sangre fue mayor. Debe indicarse que la calidad de la distribucién es
diferente en sangre para *"*Pb libre y 2'?Pb-TCMC-herceptin, ya que este Gltimo circula con un aclaramiento en
sangre lento pero no se capta en las células sanguineos como con el 2'?Pb libre. EI ®*Ra mostré una alta captacion
en fémur y craneo y baja captacion en sangre y fue muy similar a la encontrada en la biodistribucién de la disolucién
de radio libre de agente quelante (figura 3 A).

En la tabla 4 se Eresentan las razones de captacion para hueso frente a sangre y hueso frente a rifién para 2'Pb,
#2pp-EDTMP y “'?Pb-TCMC-trastuzumab en disoluciones de “*’Ra. Las razones muestran razones mejoradas de
hueso con respecto a sangre y de hueso con respecto a riidén para 2'?Pb-EDTMP en comparacién con 2'?Pb no
complejacg% Sin embargo, para 2'?Pb-TCMC-herceptin, las razones de hueso con respecto a sangre fueron menores
que para “~ “Pb libre. Esto se espera puesto que los anticuerpos monoclonales de tamafio macromolecular se aclaran
lentamente de la sangre en comparacién con la mayoria de los compuestos de pequefio peso molecular. Esto puede
ser una ventaja cuando se seleccionan como diana células tumorales circulantes, ya que el tiempo de residencia
aumentado en sangre potencia la probabilidad de unién a células diana en circulacion. También debe indicarse que
para particulas alfa de corto intervalo de radiacién, el efecto del radionucleido unido a células puede ser mucho mas
fuerte que el de radionucleido circulante debido a la corta proximidad al ADN para el radionucleido asociado a
células frente al radionucleido que circula libremente.

En conclusion: El anticuerpo monoclonal marcado con agente quelante puede depurar eficazmente 2'?Pb sin reducir
las propiedades ostedfilas de #24Ra en disoluciones radiofarmacéuticas que contienen los dos radionucleidos. Por
tanto, muestra la posibilidad de obtener propiedades de direccionamiento dobles de 24Ra/?'?Pp afiadiendo agentes
complejantes a las disoluciones, fortaleciendo de ese modo el potencial terapéutico de la disolucién
radiofarmacéutica y reduciendo la posible captacién no deseada de #2pp en células y tejidos hematopoyéticos
mientras se mantienen las propiedades ostedfilas de #**Ra.

Ejemplo 10: Un sistema de kit para evitar la radidlisis

Debido a la naturaleza altamente localizada de la irradiacion alfa, debe considerarse la raditlisis como un problema
potencial y el producto radiofarmacéutico debe disefarse para minimizar esto. Segun el conocimiento en el campo,
los anticuerpos radiomarcados son sensibles a la radidlisis y, por tanto, un sistema de kit puede ser ventajoso para
disoluciones de #?*Ra que van a combinarse con anticuerpos conjugados con agentes quelantes para depurar #2pyp,
Cuando #*Ra esta en equilibrio con las progenies, produce aproximadamente 28 MeV por desintegracion de la serie
completa. Por tanto, una disolucién de 1 MBg/ml contiene N = A/A = 10° s-1 /(0,693/[3,64 x 24 x 3600 s]) = 4,53 X
10" atomos de ?**Ra en donde N es el nimero de atomos y A es la actividad en Bg y A es la constante de
desintegracion que es igual a In2/ti2 y ti2 es la semivida para *Ra.

La dosis de radiacién, D, se define como energia por masa, es decir, J/kg en unidades del Sl. Para la desintegracion
completa de 1 MBq de ***Ra en 1 ml de liquido acuoso, equivaldria a D = (4,53 x 10" x 28 MeV x 1,6 x 107"
J/MeV)/10’3 kg = 2029 Gy es decir, en una semivida de 3,64 dias una disolucién de 1 MBg/ml de #Ra en equilibrio
con nucleidos hijos estara expuesta a aproximadamente 1 kGy de irradiacién propia. Para un anticuerpo monoclonal,
se recomienda habitualmente mantener la dosis propia de la disolucion radiofarmacéutica por debajo de 0,5 kGy
para evitar propiedades de unién reducidas debido a radidlisis.

Por tanto, se recomienda un sistema de kit mediante el cual se afade anticuerpo conjugado con agente quelante,
por ejemplo, mediante una jeringa a un vial que contiene la disolucién de #**Ra (incluyendo nucleidos hijos) de unas
pocas horas a unos pocos minutos antes de que el producto se administre a un paciente, para disoluciones
concentradas de #*Ra con progenies adecuadas para envio a larga distancia.

Ejemplo de depuracion de 2'?Pb con conjugado de TCMC-anticuerpo monoclonal en una disolucion de **Ra de 7
dias. A una disolucion de ?**Ra producida una semana antes se le afiadi6 acetato de amonio al 10% y TCMC-
rituximab (hasta una concentracion final de aproximadamente 5 mg/ml) hasta un volumen final y pH de
aproximadamente 0,1 ml y 5,5, respectivamente, y se mantuvo a temperatura ambiente durante la noche. Tras 18
horas, se retir6 y se mezclé una muestra con tampén de formulacién tal como se describié. Los analisis de CCF
mostraron que el 91% de la actividad de 212py; estaba unida a proteina, es decir, en la mitad inferior de la tira de CCF
tal como se determiné mediante recuento gamma. Esto demuestra que un kit con un vial que contiene una disolucién
de *Ra y un vial separado con una proteina marcada con agente quelante o similar puede combinarse y usarse
para depurar #2pp en el ?*Ra varios dias después de la fecha de produccién de 24Ra, preparando de ese modo un
complejo de 224Ra ostedfilo con un #"?Pb afin al tumor, usando tiempos de reaccion cortos para evitar la degradacion
radiolitica del producto. Se verificé que los reactivos, distintos de #4Ra, podian almacenarse varias semanas o
meses sin perder su funcién, por tanto, son muy adecuados para su uso en un formato de kit.

Ejemplo 11: Células tumorales circulantes

Las células tumorales circulantes podian dar lugar a nuevas lesiones tumorales en hueso o tejidos blandos y puede
abordarse mediante la disolucién radiofarmacéutica novedosa descrita en el presente documento.
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Puede argumentarse que la cantidad de ?'?Pb en la disolucién de #**Ra terapéutica puede ser de moderada a
escasa (es decir, en equilibrio aproximadamente 1,1 veces la de 224Ra). Si se asume una dosificacion similar de
224Ra como se hace con **Ra en pacientes pero corregida para la diferencia de semivida, aproximadamente 150
kBq por kg de peso corporal seria la dosis administrada. Esto es s6lo un ejemplo y la dosificacién puede diferir
significativamente segun la enfermedad y el nivel de efectos secundarios que sea aceptable.

En equilibrio, 150 kBq por kg de peso corporal se traduciria en una dosificacion de conjugado de 2'*Pb-anticuerpo de
aproximadamente 11,5 MBqg en 5 litros de sangre en un paciente de 70 kg. El nimero de células tumorales
circulantes es normalmente menor de 10 células por ml,zpor tanto, en 5 | de sangre hay menos de 50000 células
tumorales en total. Si sélo 1 de 100000 del conjugado de “"*Pb-anticuerpo inyectado se une a las células tumorales,
esto significaria 0,0023 Bq por célula, equivalente a 127 atomos de "?Pb unidos por célula, lo que seria altamente
destructivo ya que se ha notificado que una media de 25 #12Ph unidos a células por célula destruiria el 90% de una
poblacién celular.

El nimero de atomos unidos a una célula dependera de la actividad especifica del anticuerpo conjugado con 2'?Pb y
el niumero de antigenos disponibles en las células diana. Recientemente se evalué TCMC-trastuzumab marcado con
plomo-212 con una actividad especifica de aproximadamente 37 MBg/mg (1 mCi/mg) en un estudio clinico.

Un anticuerpo monoclonal marcado con 2'?Pb con una actividad especifica de 37 MBq por mg tiene una razén de
atomo de ?'?Pb con respecto a molécula de anticuerpo de 1:1973, es decir, muy pocas moléculas de anticuerpo
estan realmente radiomarcadas. Para alcanzar un nivel de destruccion celular del 90% de 2'?Pb de 25 atomos por
célula, se necesitaria unir 49325 moléculas de anticuerpo por célula. Esto puede obtenerse ya que varios antigenos
asociados a tumores se expresan en niveles que exceden esto. Ademas, desde un punto de vista quimico, esto es
plausible ya que es posible conjugar normalmente de 1 a 5 unidades de agente quelante por molécula de anticuerpo
sin perder las propiedades de unién a antigeno, por lo que una fraccion muy pequena de los grupos de agente
quelante esta realmente ocupada por 2'?Pb durante y después del radiomarcaje.
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REIVINDICACIONES
1. Disolucién radiofarmacéutica que comprende #Ra y un agente complejante que puede depurar al menos #2pyp,
para su uso como medicamento; en la que el agente complejante comprende uno o mas compuestos seleccionados
del grupo que consiste en agentes quelantes aciclicos, agentes quelantes ciclicos, criptandos, éteres corona,
porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato, pamidronato conjugado con DOTA o
TCMC.

2. Disolucién radiofarmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la disolucién se encuentra en un
volumen de 100 ul a 10 ml y la radioactividad es de 100 kBg a 100 MBgq.

3. Disolucion radiofarmacéutica para su uso segin la reivindicacion 1 6 2, en la que 2'?Pb esta complejado mediante
EDTMP ostedfilo.

4. Disolucién radiofarmacéutica para su uso segln las reivindicaciones 1-3, en la que el agente complejante esta
conjugado con un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, una vitamina, un
anticuerpo policlonal, un fragmento de anticuerpo, una proteina sintética y un péptido.

5. Disolucion radiofarmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que el agente complejante es el agente
quelante TCMC conjugado con un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo policlonal, un fragmento de anticuerpo, una vitamina, una proteina sintética y un péptido.

6. Disolucion radiofarmacéutica que comprende #Ra y un agente complejante que puede depurar al menos #2py
para su uso en el tratamiento de enfermedades Oseas; en la que el agente complejante comprende uno o mas
compuestos seleccionados del grupo que consiste en agentes quelantes aciclicos, agentes quelantes ciclicos,
criptandos, éteres corona, porfirinas o polifosfonatos ciclicos o no ciclicos, DOTMP, EDTMP, bisfosfonato,
pamidronato conjugado con DOTA o TCMC.

7. Disolucion radiofarmacéutica para su uso segun la reivindicacion 6, en la que la enfermedad ésea se selecciona
del grupo que consiste en metastasis 6seas de canceres de mama, préstata, rifiones, pulmones, huesos, o mieloma
multiple, o enfermedades no cancerosas que provocan calcificacion no deseada incluyendo espondilitis
anquilosante.

8. Disolucion radiofarmacéutica que comprende ***Ra y un agente complejante que puede depurar al menos *'?Pb,
en la que dicho agente complejante es EDTMP.

9. Disolucién radiofarmacéutica que comprende ***Ra y un agente complejante que puede depurar al menos *'?Pb,
en la que el agente complejante es:

« el agente quelante TCMC conjugado con un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo policlonal, un fragmento de anticuerpo, una vitamina, una proteina sintética y un péptido;
o}

* DOTA, DTPA y DOTA unido a carboxilo.

10. Método para producir una disolucion radiofarmacéutica segun la reivindicacion 1, comprendiendo el método

afadir un anticuerpo conjugado con agente quelante a la disolucién de ?24Ra de 30 min a 1 hora antes de la
inyeccion o 1 de min a 20 min antes de la inyeccién, o de 1 min a 10 min antes de la inyeccion.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Radionucleido

Alfas y betas (energia media en
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(semivida) MeV) Energia y % de abundancia
9Ra (3.6 dias) o 5.6 241 keV. 4.1%
| Z0Rn (55.6 5) o 6.3
215Pg (145 ms) i 6.8
214ph (10.6 h) B ol 75 keV, 10.3%

77 keV, 17.1%
87 keV, 6.0%
90 keV, 1.5%
239 keV, 43.6%
300 keV.3.3%

“°Bi1(10.6 )

o 6.1 x0.36 (2.2 MeV efectiva’)
p 0.7 =064 (0.4 MeV efectiva)

727 keV. 6.7% (4.3% efectiva)

2Ipp (299 ns)
(64% de ramifacién)
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Fig. 4
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Puntode |oh 2h 6h 12h |24h |[36h |2dias |3 1
tiempo dias |semana
29Ra (MBq) | 10 9.8 9.5 9.1 B.3 7.5 6.8 5.7 2.7
212pb (MBq) | 0 1.2 31 3.1 7.0 7.5 13 6.3 3.0
Razénde |0 0.12 0.33 0.56 | 0.84 1.0 1.1 1.1 1.1
actividad de
212pp frente
a **Ra

Fig. 5
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Muestra 224Ra 24Ra+FB | 2Ra+ 224Ra + TaRg +
aplicada EDTMP DOTMP DOTMP +
FB

Mitad superior >97%de >95% de

de tira de CCF 1P 212Pb

Mitad inferior | > 97% de =97% de = 774 de

de tira de CCF| ?12pb 212pyy 212pp
Fig. 6A
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Muestra 224Ra + 224Rq + 224Ra +

aplicada TCMC-AcM | TCMC-AcM | DOTA-AcM
+ FB + EDTMP + FB

Mitad superior

de tira de CCF

Mitad inferior | = 92% de >92% de > 94% de

de tira de CCF | *!?Pb 212py 212pp

Fig. 6B
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Hueso frente a sangre Hueso frente a rifién
212Pb no complejado 1.1 0.36
22ph-EDTMP 9.5 1.57
412pp-TCMC-Herceptin 0.22 0.46
Fig. 7
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