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DESCRIPCION
Método de purificacién y composiciones
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de los radiofarmacos para la formacion de imagenes in vivo, en particular
a un método de purificacion de un radiotrazador que comprende un resto de reconocimiento biolégico funcionalizado
con aminoxi marcado con '8F. La invencion proporciona composiciones radiofarmacéuticas que contienen
radioprotectores de los trazadores, asi como métodos y casetes automatizados asociados.

Antecedentes de la invencion

El documento WO 2004/080492 A1 describe un método para la radiofluoracién de un vector de reconocimiento
bioldgico, que comprende la reaccion de un compuesto de formula (I) con un compuesto de formula (11):

R1— vector
(D
¥ (Enlazador )R 2 (11)
o}
un compuesto de férmula (IIl) con un compuesto de formula (IV)
R3— vector
(111)
mP-{EnIazador R4 (]V)

en donde:

R1 es un resto aldehido, un resto cetona, un aldehido protegido, como un acetal, una cetona protegida, como un
cetal, o una funcionalidad, como un residuo de serina N-terminal o diol, que puede oxidarse rapida y eficientemente
a un aldehido o cetona usando un agente oxidante;

R2 es un grupo seleccionado de amina primaria, amina secundaria, hidroxilamina, hidrazina, hidrazida, aminoxi,
fenilhidrazina, semicarbazida y tiosemicarbazida;

R3 es un grupo seleccionado de amina primaria, amina secundaria, hidroxilamina, hidrazina, hidrazida, aminoxi,
fenilhidrazina, semicarbazida o tiosemicarbazida;

R4 es un resto aldehido, un resto cetona, un aldehido protegido como un acetal, una cetona protegida, como un
cetal, o una funcionalidad, como un residuo de serina N-terminal o diol, que puede oxidarse rapida y eficientemente
a un aldehido o cetona usando un agente oxidante;

para dar un conjugado de férmula (V) o (VI), respectivamente:

18 ) - \
F (Enlazador) X N_‘l/ vector ( )

(V1)

—X—N:’—(Enlazador)—wF
Y

en el que X es -CO-NH-, -NH-, -O-, -NHCONH- o -NHCSNH-, y es preferiblemente -CO-NH-, -NH- u -O-; Y es H, un
sustituyente alquilo o arilo; y

el grupo enlazador en los compuestos de férmulas (11), (IV), (V) y (VI) se selecciona de:
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H
{CHCHO)ACH), {—O@ﬁ }\MT% \[OH;% e

Mo
X

en donde:

n es un numero entero de 0 a 20;
m es un nimero entero de 1 a 10;
p es un numero enterode 0 o 1;
ZesOoS.

Poethko et al. [J.Nucl. Med., 45(5), 892-902 (2004)] describen un método de péptidos radiomarcados con el
radioisotopo '8F, en donde un péptido funcionalizado con aminoxi se condensa con ['®F]-fluorobenzaldehido para dar
un péptido marcado que tiene un enlace éter de oxima como sigue:

0
O\)J\
+ NH NH——Péptido

CHO

(o]
0\/“\
v NH—Péptido

L=

Schottelius et al. [Bioconj. Chem., 19 (6), 1256-1268 (2008)] ha desarrollado aun mas el método de Poethko et al.
Schottelius et al. usan un péptido funcionalizado con aminoxi en el que la amina del grupo aminoxi esta protegida
con un grupo protector N-Boc (Boc = terc-butiloxicarbonilo). El péptido funcionalizado con aminoxi deseado se
genera in situ en presencia de ['®F]-fluorobenzaldehido mediante la desproteccién del grupo N-Boc a un pH acido
(pH = 2) a 75°C. Schottelius et al. utilizaron un exceso molar de 5 veces del precursor protegido con Boc, porque la
desproteccion no fue cuantitativa en las condiciones de reaccion.

Mezo et al. [J.Pept. Sci., 17, 39-46 (2010)] describen algunos de los problemas asociados con la quimica de ligadura
de oxima de péptidos funcionalizados con aminoxi protegidos con Boc. Por lo tanto, se sabe que el reactivo de Boc-
aminoxi puede acilar el péptido de aminoxi protegido con Boc formado, dando lugar a subproductos indeseables.
También se sabe que la reactividad del grupo aminoxi libre del péptido funcionalizado es alta hacia los compuestos
de carbonilo. En consecuencia, puede producirse una condensaciéon no deseada con cualquier aldehido o cetona
adventicio presente en la mezcla de reaccidon o en cualquier etapa posterior de purificacion. Tales aldehidos o
cetonas podrian ser trazas de acetona presentes en los disolventes utilizados, o formaldehido (por ejemplo, de
plastificantes). Mezo et al. estan interesados en resolver este problema tanto para la conjugacion de farmacos contra
el cancer como para ['®F]-fluorobenzaldehido a péptidos. Mezo et al. resuelven el problema llevando a cabo la
desproteccion del péptido Boc-aminoxi en presencia de un exceso molar de diez veces de acido acético(aminoxi)
libre (Aoa) como un “agente de captura de carbonilo”. El péptido aminoxi desprotegido y el exceso de Aoa se
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liofilizan y se almacenan a 4°C. Inmediatamente antes de la reaccion de ligadura de oxima, la mezcla liofilizada se
reconstituye y el exceso de Aoa se separa por HPLC o cartucho Sep-Pak plus C18. Mezo et al. proporcionan un
ejemplo en el que no es radiactivo (es decir '°F) 4-fluorobenzaldehido se conjuga con un péptido de somatostatina
funcionalizado con aminoxi usando esta técnica. Mezo et al. no proporcionan ningln dato sobre '8F-radiomarcado.

El documento WO 2012/022676 describe un agente de formacién de imagenes que comprende un péptido ciclico de
union a c-Met marcado con '®F de 18 meros a 30 de Formula I:

Z'-[cMBP]-Z* N

donde:

cMBP es de Férmula Il:

“(A)-Q-(A")y- (1T
donde Q es la secuencia de aminoacidos (SEQ-1):
-Cys"-X'-Cys*-X*-Gly-Pro-Pro-X*-Phe-Glu-Cys*-Trp-Cys - Tyr-X*-X*-X°-

en donde X' es Asn, His o Tyr;

X2 es Gly, Ser, Thr o Asn;

X3 es Thr o Arg;

X* es Ala, Asp, Glu, Gly o Ser;

X% es Sero Thr;

X8 es Asp o Glu;

y Cys®d son cada uno residuos de cisteina de manera que los residuos a y b, asi como c y d, se
ciclan para formar dos enlaces disulfuro separados;

A y A’ son independientemente cualquier aminoacido que no sea Cys, con la condicion de que al
menos uno de Ay A' esté presente y sea Lys;

x e y son independientemente nimeros enteros de valor de 0 a 13, y se eligen de manera que [x +
yl=1a13;

Z'" esta unido al extremo N terminal de cMBP, y es H o M'C;
Z2 esta unido al extremo C terminal de cMBP y es OH, OB¢ o M'®,
donde B¢ es un catién biocompatible;

cada M'® es independientemente un grupo inhibidor del metabolismo que es un grupo
biocompatible que inhibe o suprime el metabolismo in vivo del péptido cMBP;

en donde cMBP esta marcado en el residuo Lys de los grupos A o A' con "8F.

El documento WO 2012/022676 también describe que los agentes de formacion de imagenes pueden usarse como
composiciones farmacéuticas, en donde dichas composiciones preferiblemente comprenden uno o mas
radioprotectores elegidos preferiblemente de: etanol; acido ascérbico; acido para-aminobenzoico (es decir, acido 4-
aminobenzoico o pABA); acido gentisico (es decir, acido 2,5-dihidroxibenzoico) y sales de dichos acidos con un
catién biocompatible.

El documento WO 2012/072736 describe el uso de una quimica alternativa de grupos protectores para los grupos
aminoxi de biomoléculas funcionalizadas. El grupo aminoxi protegido tiene la férmula:

1

——0—N
OR?

en donde:
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R'y R? se eligen independientemente de alquilo C1.3, fluoroalquilo C1.3 0 arilo Cy..

Lemaire et al. [J. Lab. Comp. Radiopharm., 42, 63-75 (1999)] describe la purificacion por extraccion en fase sélida
(SPE) de '8F-altanserina:

H

M k=]

T :
\/\N%

8F_altanserina

Sefialaron que '®F-altanserina es muy sensible a la descomposicién radiolitica, y usan una solucion de
acondicionamiento de columna de etanol y solucién salina con acido ascorbico al 0,1%. El lavado de la columna se
realizd con una mezcla de solucién salina/acido ascorbico. La '®F-altanserina se eluyd en etanol puro vy,
posteriormente, se diluyd con la solucion de acondicionamiento de la columna.

El documento US 2013/0209358 A1 describe que la '8F-fluciclatida puede someterse a radidlisis a altas
concentraciones radiactivas:

o] ol g H H
HN N N N N e} N NH.
\'/JLN Y \/j\N/\r N T \./H\N X N i T W \g/\o.fj)r 2

HN
o)\l NH;
o o
oln’\/o‘*ﬂ 0O o P N J\IO‘N&D
‘ISF

H

8F_fluciclatida

El documento US 2013/0209358 A1 describe que '8F-fluciclatida no esta estabilizada por etanol, y que el acido
ascorbico no es ideal para las radiosintesis automatizadas, pero que el acido 4-aminobenzoico (o sal del mismo) es
efectivo. El documento US 2013/0209358 A1 muestra que la '®F-fluciclatida se prepara primero, y luego se agrega el
radioprotector. EI documento US 2013/0209358 A1 también muestra composiciones radiofarmacéuticas que
comprenden '®F-fluciclatida y el radioprotector acido 4-aminobenzoico (pABA).

El documento WO 2013/174909 A1 proporciona un método de purificacion de '®F-fluciclatida usando SPE
(extraccion en fase sélida). EI documento WO 2013/174909 A1 muestra que, una vez que se eluye de la columna
SPE, la "8Ffluciclatida se puede diluir con un vehiculo biocompatible, que puede incluir acido 4-aminobenzoico.

Por lo tanto, todavia existe la necesidad de mejores métodos para preparar y purificar restos de reconocimiento
bioldgico funcionalizados con aminoxi, para dar composiciones adecuadas de alta pureza para aplicaciones
radiofarmacéuticas in vivo.

La presente invencion

Los presentes inventores han identificado y analizado las impurezas radioquimicas presentes en los restos de
reconocimiento bioldgico funcionalizado con aminoxi marcado con '8F, y como los niveles de tales impurezas varian
con el tiempo. Esa investigacion condujo a la comprension de que las radio-lisis producidas en proceso durante los
intentos de purificacion eran la causa fundamental de los problemas de RCP (pureza radioquimica).
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Esto se puede entender de la siguiente manera. Por lo tanto, los radiotrazadores de la presente invencion, cuando
se purifican y formulan para uso in vivo, estan presentes a una concentracion radioactiva (RAC) de
aproximadamente 500 a 700 MBg/ml (de 0,5 a 0,7 GBg/ml). El radiotrazador puede exhibir una estabilidad
satisfactoria o una degradacion minima en tales condiciones de RAC. Sin embargo, esto se obtiene a partir de una
mezcla de reaccion cruda, donde la RAC esta en el intervalo de aprox. 10 a 15 GBg/ml. Ademas, los presentes
inventores han establecido que, durante la purificacion (es decir, al final de la radiosintesis), aproximadamente 45
GBq de radiactividad se concentran en una banda estrecha en la columna cromatografica con un volumen de menos
de 1 ml. Eso conduce a un RAC en proceso durante la purificacion de > 45 GBg/mL. Dado que la purificacién puede
durar hasta 20 minutos, el riesgo de radiolisis en proceso es alto.

La presente invencién proporciona métodos para estabilizar los radiotrazadores mientras se lleva a cabo la
purificacion y, por lo tanto, también proporciona rendimientos radiactivos mejores y composiciones La presente
invencion proporciona un método de purificacion de un radiotrazador que comprende un resto de reconocimiento
biologico funcionalizado con '8F-aminoxi. De hecho, es tanto un método de purificaciéon como un método de
radioestabilizacion (es decir, estabilizacion contra la degradacién radiactiva). Por lo tanto, al evitar la
radiodegradacion en proceso durante la purificacion, la presente invencion también mejora la pureza radioquimica,
ya que se suprimen las impurezas que, de otro modo, podrian generarse. El método también proporciona un
rendimiento radioquimico mejorado ya que las pérdidas en el proceso durante la cromatografia se minimizan. Por lo
tanto, en comparaciéon con la purificaciéon por HPLC sin radioestabilizacion en proceso, la presente invencion
proporciona un aumento en el rendimiento de hasta un 65%.

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona un método de purificacion de un radiotrazador que
comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar un radiotrazador que comprende un resto de reconocimiento biolégico funcionalizado con
aminoxi marcado con '8F;

(b) afiadir un radioprotector a dicho radiotrazador para dar una soluciéon de radiotrazador que comprende
dicho radiotrazador en uno o mas disolventes organicos acuosos miscibles en agua con un contenido de
disolvente organico del 5 al 25% v/v;

(c) hacer pasar la solucion de radiotrazador de la etapa (b) a través de un cartucho SPE de fase inversa, en
el que el radiotrazador se retiene en dicho cartucho SPE;

(d) lavar el cartucho SPE de la etapa (c) una o mas veces con una solucion de lavado que comprende una
soluciéon de disolvente o disolventes organicos acuosos miscibles con agua de un radioprotector con un
contenido de disolvente organico de 15 a 25% v/v;

(e) lavar el cartucho SPE de la etapa (d) una o mas veces con agua o soluciéon tampdén acuosa;

(f) eluir el cartucho SPE lavado de la etapa (d) o (e) con un disolvente de elucion que comprende un
radioprotector en una soluciéon acuosa de etanol que tiene un contenido de etanol de 35 a 80% v/v, en
donde el eluyente comprende radiotrazador purificado en dicho disolvente de elucion;

en donde cada radioprotector comprende independientemente uno o mas de: acido ascorbico; acido para-
aminobenzoico; y acido gentisico, y sus sales con un catién biocompatible.

El término “radiotrazador” tiene su significado convencional y se refiere a un radiofarmaco que se utiliza para rastrear
un proceso fisioldgico o biolégico sin afectarlo. El término “radiofarmaco” tiene su significado convencional y se
refiere a un compuesto radiomarcado administrado al cuerpo de un mamifero in vivo con el propésito de obtener
imagenes o una terapia. Durante la purificacion cromatografica, tal como cuando se carga y, por lo tanto, se
concentra en un pequefo volumen en la parte superior de una columna SPE, el radiotrazador puede estar expuesto
transitoriamente a una concentracion radiactiva muy alta (“RAC”). Por lo tanto, los radiotrazadores que de otro modo
parecen radioestables, pueden presentar inestabilidad con la consiguiente pérdida de pureza radioquimica (“RCP”)
y/o rendimiento radioquimico durante el intento de purificacion.

La expresion “funcionalizado con aminoxi” significa un resto de reconocimiento bioldgico funcionalizado con un grupo
aminoxi. La expresion “grupo aminoxi” tiene su significado convencional y se refiere a un sustituyente de férmula -O-
NHa, preferiblemente -CH»-O-NH..

Por la expresion “resto de reconocimiento biologico” (BTM) se entiende un compuesto que, después de su
administracion, se absorbe selectivamente o se localiza en un sitio particular del cuerpo del mamifero in vivo. Dichos
sitios pueden, por ejemplo, estar implicados en un estado de enfermedad particular o ser indicativos de como
funciona un érgano o proceso metabdlico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2750 624 T3

La expresion “fase inversa” se refiere a una “purificacion cromatografica en fase inversa” que tiene su significado
convencional y se refiere a la cromatografia en la que la fase estacionaria es lipofilica y la fase mévil es hidrofilica,
tipicamente implicando medios acuosos. La técnica cromatografica de la presente invencion es la extraccion en fase
sélida (SPE) usando una columna SPE, a veces llamada un “cartucho SPE”. Dichas columnas SPE tienen la ventaja
de que son de un solo uso, es decir, son desechables, por lo que no hay riesgo de contaminacién cruzada con otros
radiotrazadores.

La expresion “disolvente(s) organico(s) acuoso(s) miscible(s) en agua con un contenido de disolvente organico del 5
al 25% vIv” se refiere a una solucidn acuosa (por ejemplo, agua, solucion salina, un tampén acuoso o mezclas de los
mismos), mezclado con al menos un disolvente(s) organico(s) miscible(s) con agua (es decir, posiblemente dos o
mas diferentes). El contenido de disolvente organico del 5 al 25% v/v puede ser, por lo tanto, de un Unico disolvente
organico, o dos o mas de tales disolventes. Los disolventes organicos miscibles en agua son conocidos en la técnica
e incluyen: acetonitrilo, un alcohol C14, DMF, DMSO, dioxano, acetona, 2-metoxietanol, THF y etilenglicol.

Por el término “radioprotector” se entiende un compuesto que inhibe las reacciones de degradacion, como los
procesos redox, al atrapar los radicales libres altamente reactivos, como los radicales libres que contienen oxigeno
que surgen de la radio lisis del agua. Los radioprotectores de la presente invencion se eligen adecuadamente de:
acido ascorbico, acido para-aminobenzoico (es decir, acido 4-aminobenzoico), acido gentisico (es decir, acido 2,5-
dihidroxibenzoico) y sus sales con un catiéon biocompatible. Por la expresion “cation biocompatible” se entiende un
contraion cargado positivamente que forma una sal con un grupo ionizado, cargado negativamente, donde dicho
contraion cargado positivamente tampoco es toxico y, por lo tanto, es adecuado para la administracion al cuerpo de
los mamiferos, especialmente al cuerpo humano. Los ejemplos de cationes biocompatibles adecuados incluyen: los
metales alcalinos sodio o potasio; los metales alcalinotérreos calcio y magnesio; y el ion amonio. Los cationes
biocompatibles preferidos son sodio y potasio, mas preferiblemente sodio.

El método de la presente invencion elimina especies que permanecen unidas a la columna SPE, p. €j. especies muy
lipofilicas o cualquier particula. EI método de la presente invencién también minimiza o elimina las impurezas
hidrofilicas que exhiben poca afinidad por la fase estacionaria de la columna SPE y que, por lo tanto, se eliminan en
las etapas de carga y lavado. Dichas impurezas hidrofilicas incluyen cualquier sal o especie i6nica (tal como el ion
fluoruro); catalizadores (como la anilina o Kryptofix); asi como el/los disolvente(s) organico(s) miscible(s) en agua de
la solucién radiotrazadora.

El radiotrazador tipicamente es el resultado de la conjugacion de '®F-fluorobenzaldehido (o similar) a un precursor
del resto de reconocimiento biolégico funcionalizado con aminoxi, el resto de fluorobenzaldehido conjugado confiere
lipofilia adicional al conjugado. Por lo tanto, el radiotrazador tendera a retenerse en una columna SPE de fase
inversa, mientras que el precursor no radiactivo en si (que es mas hidrdfilo) tendera a eliminarse en la etapa de
carga (c) y las etapas de lavado (d) y (e) del primer aspecto. Las etapas de lavado (d) y (e) también son importantes
para eliminar el disolvente organico miscible en agua de la etapa (b). De esta manera, la soluciéon de radiotrazador
se purifica para eliminar las impurezas no radiactivas no deseadas en funcién del resto de reconocimiento bioldgico
que, si esta presente, podria competir con el radiotrazador por sitios biolégicos de interés in vivo. Cualesquiera mas
impurezas radiactivas marcadas con '8F hidrofilicas tenderan a eliminarse de manera similar. Por lo tanto, el nivel
inicial del Compuesto 2 en una preparacion era de 5 mg, que se redujo a aprox. 200 pg (0,2 mg) en el radiotrazador
purificado.

Caracteristicas preferidas

En el método del primer aspecto, el disolvente organico miscible en agua de la solucién de radiotrazador y/o la
solucion de lavado se elige preferiblemente entre: acetonitrilo, un alcohol C,4, DMF, 2-metoxietanol, THF y
etilenglicol. El disolvente organico miscible con agua se elige mas preferiblemente entre acetonitrilo y etanol.

El acetonitrilo tiene las ventajas de que es un buen disolvente para una amplia gama de radiotrazadores, no es acido
ni basico, es relativamente no reactivo y, por lo tanto, compatible con una amplia gama de grupos funcionales, y es
altamente miscible con agua, de modo que se elimina facilmente por el lavado de la columna SPE en las etapas del
método (d) y (e). Se descubrid que el acetonitrilo era el disolvente mas eficiente para la eliminacion de impurezas en
el radiotrazador, incluida la anilina. El contenido de acetonitrilo de la solucion de radiotrazador y la solucién de
lavado preferiblemente no excede el 25% v/v, ya que niveles mas altos corren el riesgo de perder el producto
radiotrazador por elucion de la columna SPE. El contenido de acetonitrilo de la solucion de lavado es
preferiblemente 18-22% v/v, mas preferiblemente 20-21% v/v.

El pH del componente acuoso de la solucion de radiotrazadores, la solucion de lavado y el disolvente de elucion es
preferiblemente de 7,5 a 8,5. Eso se logra preferiblemente usando soluciones tampdn, mas preferiblemente, el
tampodn fosfato.

La solucion de radiotrazador de la etapa (b) comprende preferiblemente etanol y, mas preferiblemente, comprende
tanto acetonitrilo como etanol. El etanol tiene roles potencialmente multiples, ya que puede funcionar como: un
disolvente organico miscible en agua (como se defini6 anteriormente); un radioprotector o radioestabilizador; un
“vehiculo biocompatible” (como se define a continuacion); y como conservante antimicrobiano (como se define a
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continuacion). Los presentes inventores han descubierto que la combinacion del “radioprotector” (como se definié
anteriormente) y el etanol es mas efectiva para estabilizar los radiotrazadores de la invencion contra la radiolisis. El
contenido de etanol de la solucion de radiotrazador es preferiblemente de 0,5 a 5% v/v de etanol.

La etapa de adicion (b) se logra preferiblemente mediante la adicion de la solucion de lavado como se define en la
etapa (d).

El radiotrazador proporcionado en la etapa (a) y/o la solucion de radiotrazador de la etapa (b) se enfrian
preferiblemente a un intervalo de temperatura de 12 a 30°C, mas preferiblemente de 15 a 25°C, lo mas
preferiblemente de 16 a 22°C antes de usar, en particular antes de cargarlo en la columna SPE.

La solucién de lavado de la etapa (d) comprende preferiblemente etanol y, mas preferiblemente, comprende tanto
acetonitrilo como etanol. El contenido de etanol de la soluciéon de radiotrazador es preferiblemente del 1,0 al 3%,
mas preferiblemente del 1,5-2,5% y lo mas preferiblemente del 2% v/v de etanol.

El cartucho SPE de fase inversa del primer aspecto tiene preferiblemente una carga de carbono de 2,7 a 17% y es,
mas preferiblemente, un cartucho SPE C8 o C18, lo mas preferiblemente un cartucho SPE tC18.

El disolvente de elucion de la etapa (f) comprende preferiblemente 35-70% v/v de etanol acuoso, mas
preferiblemente 40-60%, lo mas preferiblemente 48-52% de etanol acuoso y, especial y preferiblemente, 50% de
etanol acuoso.

En el método del primer aspecto, el radioprotector utilizado en la solucidn de radiotrazadores, la solucion de lavado y
el disolvente de elucion pueden ser iguales o diferentes, o iguales pero utilizados en diferentes concentraciones.
Preferiblemente, el radioprotector utilizado en la solucidon de radiotrazador, soluciéon de lavado y disolvente de
elucion es el mismo. De esa manera, se evita la presencia de multiples componentes no volatiles en el radiotrazador
purificado, lo que lo hace mas adecuado para aplicaciones in vivo. El radioprotector del primer aspecto comprende
preferiblemente acido 4-aminobenzoico, o una sal del mismo con un catiéon biocompatible, mas preferiblemente 4-
aminobenzoato de sodio.

Cuando el radioprotector es 4-aminobenzoato de sodio, una concentracién preferida en la solucién de radiotrazador
es 5 mg/ml, y una concentracion preferida en la soluciéon de lavado y el disolvente de elucién es 2,5 mg/ml. Una
solucion de radiotrazador especialmente preferida comprende 5 mg/ml de 4-aminobenzoato de sodio, etanol al 2%
en una mezcla de 79 g de solucion salina tamponada con fosfato (pH 6 a 9, preferiblemente de 7 a 8,5) y 16,5 g de
acetonitrilo. Una solucién de lavado especialmente preferida comprende 5 mg/ml de 4-aminobenzoato de sodio en
solucién salina tamponada con fosfato (pH 6 a 9, preferiblemente de 7 a 8,5).

Cuando el radioprotector es 4-aminobenzoato de sodio, el cartucho SPE se lava preferiblemente entre las etapas de
purificacion con aire en lugar de nitrégeno. Por lo tanto, los presentes inventores han descubierto que el acido 4-
aminobenzoico radioprotector funciona mas eficazmente en presencia de aire, en oposicién a la situacion en la que
se excluye el oxigeno.

El radiotrazador purificado de la etapa (f) contiene preferiblemente acido 4-aminobenzoico, o una sal del mismo con
un cation biocompatible como radioprotector, en etanol acuoso al 35-70%. Como se describe en los aspectos
segundo y tercero (a continuacion), para aplicaciones radiofarmacéuticas que se diluyen preferiblemente con un
vehiculo acuoso biocompatible para dar un contenido final de etanol de 0,1 a 10% v/v.

El cartucho SPE del primer aspecto se acondiciona preferiblemente antes del uso tratando primero con un disolvente
organico miscible en agua, luego con una soluciéon acondicionadora. Dicho disolvente organico miscible en agua es
preferiblemente etanol, y dicha solucion de acondicionamiento es adecuadamente una mezcla de disolventes
organicos acuosos/miscibles en agua, preferiblemente la solucién de lavado de la etapa (d).

El método del primer aspecto se lleva a cabo preferiblemente usando un aparato sintetizador automatizado como se
describe en los aspectos tercero y quinto (a continuacion).

En el método del primer aspecto, el BTM comprende preferiblemente un solo aminoacido, un péptido de 3-100 mer,
un sustrato enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista enzimatico, un inhibidor enzimatico o un compuesto
de unién al receptor. EI BTM puede ser de origen sintético o natural, pero preferiblemente es sintético. El término
“sintético” tiene su significado convencional, es decir, hecho por el hombre en lugar de estar aislado de fuentes
naturales, p. €j. del cuerpo de los mamiferos. Dichos compuestos tienen la ventaja de que su perfil de fabricacion y
de impurezas puede controlarse completamente. Por lo tanto, los anticuerpos monoclonales y sus fragmentos de
origen natural estan fuera del alcance del término “sintético” como se usa en el presente documento. El peso
molecular del BTM es preferiblemente de hasta 30.000 Daltons. Mas preferiblemente, el peso molecular esta en el
intervalo de 200 a 20.000 Daltons, lo mas preferiblemente de 300 a 18.000 Daltons, siendo especialmente preferidos
de 400 a 16.000 Daltons. Cuando el BTM no es un péptido, el peso molecular del BTM es preferiblemente de hasta
3.000 Daltons, mas preferiblemente de 200 a 2.500 Daltons, lo mas preferiblemente de 300 a 2.000 Daltons, siendo
especialmente preferidos de 400 a 1.500 Daltons.
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Mas preferiblemente, BTM comprende un Affibody™ o un solo aminoacido, un péptido de 3-100 mer, un sustrato
enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista enzimatico, un inhibidor enzimatico o un compuesto de unién al
receptor.

Por el término “péptido” se entiende un compuesto que comprende dos o mas aminoacidos, como se define a
continuacion, unidos por un enlace peptidico (es decir, un enlace amida que une la amina de un aminoacido al
carboxilo de otro). La expresion “péptido mimético” o “mimético” se refiere a compuestos biolégicamente activos que
imitan la actividad biolégica de un péptido o una proteina, pero ya no son de naturaleza quimica peptidica, es decir,
ya no contienen enlaces peptidicos (es decir, enlaces amida entre aminoacidos). Aqui, la expresién péptido mimético
se usa en un sentido mas amplio para incluir moléculas que ya no sean completamente de naturaleza peptidica,
como los pseudopéptidos, semi-péptidos y peptoides. La expresion “analogo peptidico” se refiere a péptidos que
comprenden uno o mas analogos de aminoacidos, como se describe a continuacion. Ver también Synthesis of
Peptides and Peptidomimetics, M. Goodman et al., Houben-Weyl E22c, Thieme.

Por el término “aminoacido” se entiende un aminoacido L o D, un analogo de aminoacido (por ejemplo, naftilalanina)
o un mimético de aminoacido que puede ser natural o de origen puramente sintético, y puede ser dpticamente puro,
es decir, un solo enantidmero y, por lo tanto, quiral, o una mezcla de enantidmeros. Se usan en el presente
documento 3 letras convencionales o abreviaturas de una sola letra para aminoacidos. Preferiblemente, los
aminoacidos de la presente invencién son Opticamente puros. Por la expresién “mimético de aminoacidos” se
entiende analogos sintéticos de aminoacidos naturales que son iséesteres, es decir, se han disefiado para imitar la
estructura estérica y electronica del compuesto natural. Dichos isdesteres son habituales por los expertos en la
técnica e incluyen, entre otros, depsipéptidos, péptidos retro-inversos, tioamidas, cicloalcanos o tetrazoles 1,5-
disustituidos [véase M. Goodman, Biopolymers, 24, 137, (1985)]. Se sabe que los aminoacidos radiomarcados, tales
como tirosina, histidina o prolina, son agentes de imagen in vivo Utiles.

Las moléculas Affibody™ se basan en el dominio de residuos de 58 aminoacidos derivado de uno de los dominios
de unién a IgG de la proteina estafilococica A. Los Affibody pueden usarse en forma de mondémeros o dimeros, y
han sido revisados por Nygren [FEBS J., 275, 2668-2676 (2008)] y Nilsson ef al [Curr. Opin. Drug. Disc. Dev., 10,
167-175 (2007)]. El tamafio relativamente pequefio de estos Affibody deberia permitir una mejor penetracion del
tejido objetivo y eliminacion de sangre en comparacion con los anticuerpos que son de 10 a 20 veces mas grandes
(~150 kDa). Los Affibody también tienen la ventaja de que son estables en un intervalo de condiciones de pH (pH 5,5
a 11). Un Affibody preferido de la invencion reconoce HER2. Un Affibody de reconocimiento HER2 preferido
comprende el Affibody 1, como se describe a continuacion.

Cuando el BTM es un sustrato enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista enzimatico, un inhibidor
enzimatico o un compuesto de unién al receptor, es preferiblemente un no péptido y, mas preferiblemente, es
sintético. Por la expresion “no péptido” se entiende un compuesto que no comprende ningun enlace peptidico, es
decir, un enlace amida entre dos residuos de aminoacidos. Los sustratos enzimaticos, antagonistas, agonistas o
inhibidores adecuados incluyen glucosa y analogos de glucosa; acidos grasos o elastasa, angiotensina Il o
inhibidores de metaloproteinasas. Los compuestos de unién a receptores sintéticos adecuados incluyen estradiol,
estrégeno, progestina, progesterona y otras hormonas esteroides; ligandos para el receptor de dopamina D-1 o D-2,
o transportador de dopamina tal como tropanos; y ligandos para el receptor de serotonina.

El BTM es mas preferiblemente un péptido de 3-100 mer o un analogo peptidico. Cuando el BTM es un péptido, es
preferiblemente un péptido de 4-30 mer, y lo mas preferiblemente un péptido de 5 a 28 mer.

Cuando el BTM es un sustrato enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista enzimatico o un inhibidor
enzimatico, los restos de reconocimiento biologico preferidos de la presente invencion son moléculas pequefas
sintéticas similares a farmacos, es decir, moléculas farmacéuticas. Ligandos transportadores de dopamina preferidos
tales como tropanos; acidos grasos; ligandos del receptor de dopamina D-2; benzamidas; anfetaminas;
bencilguanidinas, iomazenil, benzofurano (IBF) o acido hipurico.

Cuando el BTM es un péptido, los péptidos preferidos incluyen el péptido A, el péptido B, el péptido C y el péptido D
como se define a continuacién, asi como:

- somatostatina, octreotida y analogos,

- péptidos que se unen al receptor ST, donde ST se refiere a la toxina termoestable producida por E. coli y
otros microorganismos;

- bombesina;
- péptido intestinal vasoactivo;
- neurotensina;

- fragmentos de laminina, p. ej. YIGSR, PDSGR, IKVAV, LRE y KCQAGTFALRGDPQG,
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- péptidos quimiotacticos de N-formilo para atacar sitios de acumulacién de leucocitos,
- factor plaquetario 4 (PF4) y sus fragmentos,

- fragmentos de péptidos de ar-antiplasmina, fibronectina o beta-caseina, fibrinégeno o trombospondina.

Las secuencias de aminoacidos de ag-antiplasmina, fibronectina, beta-caseina, fibrinégeno vy

5 trombospondina se pueden encontrar en las siguientes referencias: precursor de az-antiplasmina [M. Tone

et al., J.Biochem, 102, 1033, (1987)]; beta-caseina [L.Hansson et al., Gene, 139, 193, (1994)]; fibronectina

[A.Gutman et al., FEBS Lett., 207, 145, (1996)]; precursor de trombospondina-1 [V.Dixit et al, Proc. Natl.

Acad. Sci., USA, 83, 5449, (1986)]; R.F.Doolittle, Ann. Rev. Biochem., 53, 195, (1984);-péptidos que son

sustratos o inhibidores de la angiotensina, tales como: angiotensina Il Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe (E.

10 C. Jorgensen et al, J. Med. Chem., 1979, vol. 22, 9, 1038-1044) [Sar, lle] Angiotensina II: Sar-Arg-Val-Tyr-
lle-His-Pro-lle (R.K. Turker et al, Science, 1972, 177, 1203).

- Angiotensina I: Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu.

Los péptidos BTM mas preferidos se eligen entre Péptido A, Péptido B, Péptido C y Péptido D como se define a
continuacion:

15 (i) Péptido A = un péptido Arg-Gly-Asp;

(i) Péptido B = un péptido Arg-Gly-Asp que comprende el fragmento

S S
© 0 H 9 H o) H O
HN\;)LN N\)LN/\H,N\;)I\N N\-)I\H
= H 0 H o = H 0 =

e

NH
HN HN
N NH,

(iii) Péptido C = un péptido ciclico de union a c-Met que comprende la secuencia de aminoacidos:

-Cys*-X'-Cys*-X*-Gly-Pro-Pro-X"-Phe-Glu-Cys - Trp-Cys - Tyr-X*-X’-X°-
20 donde X' es Asn, His o Tyr;

X2 es Gly, Ser, Thr o Asn;

X3 es Thr o Arg;

X* es Ala, Asp, Glu, Gly o Ser;

X% es Sero Thr;
25 X8 es Asp o Glu;

y Cys®? son cada uno residuos de cisteina de tal manera que los residuos a y b, asi como cy d se
ciclan para formar dos enlaces disulfuro separados;

(i) Péptido D = un péptido lantibiético de férmula:
Cys*-Xaa-Gln-Ser’-Cys®-Ser’-Phe-Gly-Pro-Phe-Thr*-Phe-Val-Cys’-
(HO-Asp)-Gly-Asn-Thr*-Lys®

30 en donde Xaa es Arg o Lys;
Cys?-Thr?, Ser®>-CysP y Cys®-Thre estan unidos covalentemente a través de enlaces tioéter;

Serd-Lys? estan unidos covalentemente a través de un enlace de lisinoalanina;

10
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HO-Asp es el acido B-hidroxiaspartico.

Por la expresion “enlace de lisinoalanina” se entiende que el grupo épsilon amina del residuo Lys esta unido como
un enlace amina al residuo Ser que se muestra por deshidratacion del grupo funcional hidroxilo del Ser dando un
enlace -(CHz)-NH-(CHz)s- que une los dos atomos de carbono alfa de los residuos de aminoacidos.

Los péptidos BTM especialmente preferidos son el péptido B, el péptido C y el péptido D.

El mas preferido de un péptido B de este tipo es de formula (A):

3
o s - s L
@] 9] Q
HN\;)'\HJE,H\?LHWH\)\E)\OWH\Z)KH I X1 (A)
RS

\

HO
NH

HN HN
Q NH

2
-H,C

donde X' es -NHz 0

H
-[—HN\/\O/\/O\/\D/\/NY\O/\IH{NW
(@]

o

en donde a es un numero entero de desde 1 a 10.
En la Féormula A, a es preferiblemente 1.

Un péptido ciclico de unién a c-Met preferido tiene la secuencia:

Ala-Gly-Ser-Cys*-Tyr-Cys*-Ser-Gly-Pro-Pro-Arg-Phe-Glu-Cys*-Trp-Cys’-Tyr-Glu-
Thr-Glu-Gly-Thr-Gly-Gly-Gly-Lys.

Cuando el BTM es un péptido, uno o ambos extremos del péptido, preferiblemente ambos, se han conjugado a un
grupo inhibidor del metabolismo (M'®). Tener ambos extremos peptidicos protegidos de esta manera es importante
para las aplicaciones de visualizacion in vivo, ya que de lo contrario se esperaria un metabolismo rapido con la
consiguiente pérdida de afinidad de union selectiva por el péptido BTM. Por la expresion “grupo inhibidor del
metabolismo” (M'®) se entiende un grupo biocompatible que inhibe o suprime la enzima, especialmente la peptidasa,
como la carboxipeptidasa, el metabolismo del péptido BTM en el extremo amino terminal o en el carboxi terminal.
Dichos grupos son particularmente importantes para aplicaciones in vivo, y son habituales por los expertos en la
técnica y se eligen de manera adecuada, para el péptido amino terminal:

Los grupos N-acilados -NH(C=0)R® donde el grupo acilo -(C=0)RE€ tienen el R® elegido entre: alquilo C1.¢, grupos
arilo Cs.10 0 comprende un bloque de construccion de polietilenglicol (PEG). Tales grupos amino terminales M'©
preferidos son acetilo, benciloxicarbonilo o trifluoroacetilo, lo mas preferiblemente acetilo.

Los grupos inhibidores del metabolismo adecuados para el péptido carboxilo terminal incluyen: carboxamida, éster
terc-butilico, éster bencilico, éster ciclohexilico, aminoalcohol o un bloque de construccion de polietilenglicol (PEG).
Un grupo M'® adecuado para el residuo de aminoacido carboxilo terminal del péptido BTM es donde la amina
terminal del residuo de aminoacido esta N-alquilado con un grupo alquilo C1.4, preferiblemente un grupo metilo. Tales
grupos M'C preferidos son carboxamida o PEG, los grupos mas preferidos son carboxamida.

Los cartuchos SPE de fase inversa adecuados para su uso en la presente invencion se pueden obtener de Waters
Limited (730-740 Centennial Court, Centennial Park, Elstree, Hertfordshire, Reino Unido).

Los péptidos funcionalizados con aminoxi se pueden preparar por los métodos de Poethko et al [J. Nucl. Med., 45,
892-902 (2004)], Schirrmacher et al [Bioconj. Chem., 18, 2085-2089 (2007)], Indrevoll et al [Bioorg. Med. Chem Lett,
16, 6190-6193 (2006)], Glaser et al [Bioconj. Chem., 19, 951-957 (2008)] o Dall'Angelo et al [Org. Biomol. Chem., 11,
4551-4558 (2013)]. El grupo aminoxi puede estar conjugado opcionalmente en dos etapas. Primero, el acido
aminoxicarboxilico protegido con N o el éster activado con aminoxi protegido con N se conjuga con el péptido (por
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ejemplo, mediante conjugacion con el grupo amino de un residuo Lys, o mediante sintesis convencional en fase
soélida). En segundo lugar, el intermedio péptido funcionalizado con aminoxi N-protegido se desprotege para
proporcionar el producto deseado [véanse los documentos de Solbakken y Glaser citados anteriormente]. Los acidos
aminoxi carboxilicos N-protegidos tales como el acido Boc-aminoxiacético [Boc-NH-O-CH2(C=0)OH] y Eei-N-O-
CH(C=0)OH estan disponibles comercialmente, p. €j. en Sigma-Aldrich, Novabiochem e IRIS.

El término “protegido” se refiere al uso de un grupo protector. Por la expresiéon “grupo protector” se entiende un
grupo que inhibe o suprime reacciones quimicas indeseables, pero que esta disefiado para ser lo suficientemente
reactivo como para que pueda escindirse del grupo funcional en cuestion bajo condiciones suficientemente leves
que no modifiquen el resto de la molécula. Después de la desproteccion se obtiene el producto deseado. Los grupos
protectores de amina son habituales por los expertos en la técnica y se eligen adecuadamente de: Boc (donde Boc
es terc-butiloxicarbonilo); Eei (donde Eei es etoxietilideno); Fmoc (donde Fmoc es fluorenilmetoxicarbonilo);
trifluoroacetilo; aliloxicarbonilo; Dde [es decir 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexilideno)etil] o Npys (es decir, 3-nitro-2-
piridina sulfenilo). El uso de grupos protectores adicionales se describe en Protective Groups in Organic Synthesis,
42 edicion, Theorodora W. Greene y Peter G. M. Wuts, [Wiley Blackwell, (2006)]. Los grupos protectores de amina
preferidos son Boc y Eei, mas preferiblemente Eei.

Ademas, la maleimida funcionalizada con aminoxi Mal-AO ha sido descrita por Padilla de Jesus et al [documento US
7.902.332 y Mol.Imaging Biol., 10, 177-181 (2008)]:

o) O——NH;

Y

/S
)

Mal-AO

El enlazador bifuncional Mal-AO puede usarse para unir grupos funcionales aminoxi a BTM que contienen tiol, por
reaccion selectiva de dicho tiol con la funcion maleimida de Mal-AO. Padilla de Jesus (citado anteriormente) aplica
esto a la conjugacion de Mal-AO a un Affibody selectivo con HER2.

En un segundo aspecto, la presente invencidon proporciona un método de preparaciéon de una composicion
radiofarmacéutica, comprendiendo dicha composicién:

(i) el radiotrazador como se define en el primer aspecto;
(i) al menos un radioprotector como se define en el primer aspecto;

(iii) un vehiculo biocompatible que comprende etanol acuoso que tiene un contenido de etanol de 0,1 a 10%
v/v;

en una forma adecuada para la administracién de mamiferos;
donde dicho método de preparacién comprende:

* llevar a cabo el método de purificacion de radiotrazador de las etapas (a)-(f) como se define en el primer
aspecto;

(9) opcionalmente diluir el radiotrazador ['®F] purificado de la etapa (f) con un vehiculo biocompatible;

(h) filtrar de forma aséptica la solucién opcionalmente diluida de la etapa (g) para dar dicha composicion
radiofarmacéutica ['8F].

Las realizaciones preferidas del radiotrazador y radioprotector en el segundo aspecto son como se describen en el
primer aspecto (arriba).

El “vehiculo biocompatible” es un fluido, especialmente un liquido, en el que el radioconjugado se puede suspender
o disolver preferiblemente, de modo que la composicidon sea fisiolégicamente tolerable, es decir, se pueda
administrar al cuerpo de los mamiferos sin toxicidad o molestias indebidas. El vehiculo biocompatible es
adecuadamente un vehiculo liquido inyectable tal como agua estéril, libre de pirégenos para inyeccion; una solucion
acuosa tal como una solucion salina (que puede equilibrarse ventajosamente para que el producto final en su
inyeccion sea isotonico); una solucion tampén acuosa que comprende un agente tamponador biocompatible (por
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ejemplo, tampon fosfato); una solucidon acuosa de una o mas sustancias que ajusten la tonicidad (por ejemplo, sales
de cationes plasmaticos con contraiones biocompatibles), azicares (por ejemplo, glucosa o sacarosa), alcoholes de
azucar (por ejemplo, sorbitol o manitol), glicoles (por ejemplo, glicerol) u otros materiales de poliol no iénicos (por
ejemplo, polietilenglicoles, propilenglicoles y similares). Preferiblemente, el vehiculo biocompatible es agua para
inyeccion libre de pirégenos, solucion salina isotdnica o tampon fosfato.

Por la frase “en una forma adecuada para la administracion de mamiferos” se entiende una composicion que es
estéril, libre de pirdgenos, carece de compuestos que produzcan efectos toxicos o adversos, y se formula a un pH
biocompatible (aproximadamente de pH 4,0 a 10,5). Dichas composiciones carecen de particulas con las que se
pueda correr el riesgo de producir embolias in vivo, y estan formuladas para que no se produzca precipitacion en
contacto con fluidos biolégicos (por ejemplo, sangre). Dichas composiciones también contienen solo excipientes
bioldgicamente compatibles, y son preferiblemente isotonicas.

El radiotrazador y el vehiculo biocompatible se suministran en un vial o recipiente adecuado que comprende un
recipiente sellado que permite el mantenimiento de la integridad estéril y/o la seguridad radiactiva, ademas de
opcionalmente un gas inerte en el espacio de cabeza (por ejemplo, nitrdgeno o argén), al tiempo que permite la
adicién y extraccion de soluciones, por jeringa o canula. Un recipiente de este tipo preferido es un vial sellado con
septum, en el que el cierre hermético a los gases esta prensado con un sello (tipicamente de aluminio). El cierre es
adecuado para punciones simples o multiples con una aguja hipodérmica (por ejemplo, un cierre de sellado de
tabique engarzado) mientras se mantiene la integridad estéril. Dichos recipientes tienen la ventaja adicional de que
el cierre puede soportar el vacio si se desea (por ejemplo, para cambiar el gas del espacio de cabeza o las
soluciones de desgasificacion), y soportar cambios de presion tales como reducciones de presion sin permitir la
entrada de gases atmosféricos externos, como oxigeno o vapor de agua.

Los recipientes de dosis multiples preferidos comprenden un vial a granel Unico que contiene dosis de pacientes
multiples, por lo que las dosis de pacientes individuales se pueden extraer en jeringas de grado clinico a varios
intervalos de tiempo durante la vida util viable de la preparacion para adaptarse a la situacion clinica. Las jeringas
precargadas estan disefiadas para contener una sola dosis humana, o “dosis unitaria” y, por lo tanto, son
preferiblemente una jeringa desechable u otra adecuada para uso clinico.

La composicién radiofarmacéutica puede contener excipientes opcionales adicionales tales como: un conservante
antimicrobiano, agente de ajuste del pH, relleno, solubilizante o agente de ajuste de osmolalidad.

Por el término “carga” se entiende un agente de carga farmacéuticamente aceptable que pueda facilitar la
manipulacion del material durante la produccion y la liofilizacion. Las cargas adecuadas incluyen sales inorganicas
tales como cloruro de sodio y azicares solubles en agua o alcoholes de azucar tales como sacarosa, maltosa,
manitol o trehalosa.

Por el término “solubilizador” se entiende un aditivo presente en la composicion que aumenta la solubilidad del
agente de interés en el disolvente. Un disolvente preferido de este tipo es un medio acuoso y, por lo tanto, el
solubilizador mejora preferiblemente la solubilidad en agua. Tales solubilizadores adecuados incluyen: alcoholes Ci.
4; glicerina; polietilenglicol (PEG); propilenglicol; monooleato de polioxietilensorbitan; monooloeato de sorbitan;
polisorbatos; copolimeros de bloques de poli(oxietileno)poli(oxipropileno)poli(oxietileno) (Pluronics™); ciclodextrinas
(p. €j. alfa, beta 0 gamma ciclodextrina, hidroxipropil-B-ciclodextrina o hidroxipropil-y-ciclodextrina) y lecitina.

Por la expresion “conservante antimicrobiano” se entiende un agente que inhibe el crecimiento de microorganismos
potencialmente dafiinos como bacterias, levaduras o mohos. El conservante antimicrobiano también puede exhibir
algunas propiedades bactericidas, dependiendo de la dosis empleada. El papel principal del/de los conservante(s)
antimicrobiano(s) de la presente invencion es inhibir el crecimiento de cualquiera de dichos microorganismos en la
composicion farmacéutica. Sin embargo, el conservante antimicrobiano también puede usarse opcionalmente para
inhibir el crecimiento de microorganismos potencialmente dafinos en uno o mas componentes de kits usados para
preparar dicha composicion antes de la administracion. El/los conservante(s) antimicrobiano(s) adecuado(s)
incluye(n): los parabenos, es decir, parabenos de metilo, etilo, propilo o butilo o mezclas de los mismos; alcohol de
bencilo; fenol; cresol; cetrimida y tiomersal. El/los conservante(s) antimicrobiano(s) preferido(s) son los parabenos.

La expresion “agente de ajuste del pH” significa un compuesto o mezcla de compuestos Utiles para asegurar que el
pH de la composicion esté dentro de limites aceptables (aproximadamente de pH 4,0 a 10,5) para la administracion
humana o de mamiferos. Dichos agentes de ajuste de pH adecuados incluyen tampones farmacéuticamente
aceptables, tales como tricina, fosfato o TRIS [es decir tris(hidroximetillaminometano], y bases farmacéuticamente
aceptables tales como carbonato de sodio, bicarbonato de sodio o mezclas de los mismos. Cuando la composiciéon
se emplea en forma de kit, el agente de ajuste de pH puede proporcionarse opcionalmente en un vial o recipiente
separado, de modo que el usuario del kit pueda ajustar el pH como parte de un procedimiento de mdltiples etapas.

El método del segundo aspecto puede llevarse a cabo de varias maneras:

1) técnicas de fabricacion aséptica en las que las etapas se llevan a cabo en un ambiente de sala limpia;
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2) esterilizacion terminal, en la cual las etapas (a)-(g) del primer aspecto se llevan a cabo sin usar
fabricacion aséptica, y luego se esterilizan como la Ultima etapa [p. €j. por irradiacion gamma, autoclave,
calor seco o tratamiento quimico (por ejemplo, con 6xido de etileno)];

3) técnicas de fabricacion aséptica en las que las etapas se llevan a cabo utilizando un aparato sintetizador
automatizado.

Se prefiere el método (3). Por lo tanto, en el método del tercer aspecto, al menos una de las etapas (b)-(f) o (b)-(h)
esta preferiblemente automatizado. Mas preferiblemente, la automatizacion se lleva a cabo utilizando un aparato
sintetizador automatizado. Lo mas preferiblemente, el aparato sintetizador automatizado comprende un casete de un
solo uso.

Por la expresion “sintetizador automatizado” se entiende un médulo automatizado basado en el principio de las
operaciones unitarias como lo describen Satyamurthy et al [Clin. Positr. Imag., 2 (5), 233-253 (1999)]. La expresion
“operaciones unitarias” significa que los procesos complejos se reducen a una serie de operaciones o reacciones
simples, que se pueden aplicar a una gama de materiales. Tales sintetizadores automatizados son preferidos para el
método de la presente invencion, especialmente cuando se desea una composicion radiofarmacéutica. Estan
disponibles comercialmente de una gama de proveedores [Satyamurthy et al, arriba], que incluyen: GE Healthcare;
CTI Inc; lon Beam Applications S.A. (Chemin du Cyclotron 3, B-1348 Louvain-La-Neuve, Bélgica); Raytest
(Alemania) y Bioscan (Estados Unidos).

Los sintetizadores automatizados comerciales también proporcionan contenedores adecuados para los desechos
radiactivos liquidos generados como resultado de la preparacion radiofarmacéutica. Los sintetizadores
automatizados no suelen estar provistos de blindaje contra la radiacion, ya que estan disefiados para ser empleados
en una celda de trabajo radioactiva configurada adecuadamente. La celda de trabajo radioactiva proporciona un
blindaje de radiacién adecuado para proteger al operador de la dosis potencial de radiacion, asi como también
ventilacién para eliminar los vapores quimicos y/o radiactivos. El sintetizador automatizado comprende
preferiblemente un casete.

Por el término “casete” se entiende una unidad de aparato disefiada de tal manera que toda la unidad encaja de
manera extraible e intercambiable en un aparato sintetizador automatizado (como se definié anteriormente), de tal
manera que el movimiento mecanico de las partes moéviles del sintetizador controle la operacion del casete desde
fuera del casete, es decir, externamente. Los casetes adecuados comprenden un conjunto lineal de valvulas, cada
una unida a un puerto donde se pueden unir reactivos o viales, ya sea por puncion con aguja de un vial invertido
sellado con tabique, o por juntas de unién herméticas a los gases. Cada valvula tiene una unién macho-hembra que
interactiia con un brazo mévil correspondiente del sintetizador automatizado. La rotacion externa del brazo controla
asi la apertura o el cierre de la valvula cuando el casete esta conectado al sintetizador automatizado. Las partes
moviles adicionales del sintetizador automatizado estan disefiadas para engancharse en las puntas del émbolo de la
jeringa y, por lo tanto, elevar o presionar los barriles de la jeringa.

El casete es versatil, tipicamente tiene varias posiciones donde se pueden unir reactivos, y varios adecuados para la
fijacion de viales de jeringa de reactivos o cartuchos de cromatografia (por ejemplo, extraccion en fase sdlida o
SPE). El casete siempre comprende un recipiente de reaccion. Tales recipientes de reaccion son preferiblemente de
1 a 10 cm?, lo mas preferiblemente de 2 a 5 cm?® en volumen y estan configurados de modo que 3 o mas puertos del
casete estén conectados al mismo, para permitir la transferencia de reactivos o disolventes desde varios puertos en
el casete. Preferiblemente, el casete tiene de 15 a 40 valvulas en una disposicion lineal, lo mas preferiblemente de
20 a 30, siendo especialmente preferido 25. Las valvulas del casete son preferiblemente cada una idéntica, y lo mas
preferiblemente son valvulas de 3 vias. Los casetes estan disefiados para ser adecuados para la fabricacion
radiofarmacéutica y, por lo tanto, estan fabricados con materiales que son de grado farmacéutico e idealmente
también son resistentes a la radiolisis.

Los sintetizadores automatizados preferidos de la presente invencion comprenden un casete desechable o de un
solo uso que comprende todos los reactivos, recipientes de reaccion y aparatos necesarios para llevar a cabo la
preparacion de un lote dado de un radiofarmaco radiofluorado. Casete significa que el sintetizador automatizado
tiene la flexibilidad de ser capaz de producir una variedad de radiofarmacos diferentes con un riesgo minimo de
contaminacion cruzada, simplemente cambiando el casete. El enfoque de casete también tiene las ventajas de:
configuracion simplificada, por lo tanto, menor riesgo de error del operador; cumplimiento mejorado de GMP (buenas
practicas de fabricacion); capacidad de trazado multiple; cambio rapido entre ciclos de produccion; comprobacion de
diagndstico automatizada previa al ciclo del casete y los reactivos; verificacion automatizada de cédigos de barras
de reactivos quimicos frente a la sintesis a realizar; trazabilidad de reactivos; de un solo uso y, por lo tanto, sin
riesgo de contaminacion cruzada, manipulacion y resistencia al abuso.

El método del segundo aspecto preferiblemente comprende ademas:
(j) dispensar la composicion radiofarmacéutica ['8F]-radiotrazador de la etapa (h) en una o mas jeringas.

La etapa de secuencia que sigue a la etapa (h) se elige en este documento deliberadamente para que sea “(j)”, para
evitar una posible confusién con el nimero romano uno.
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En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona un casete de un solo uso como se define en el segundo
aspecto para llevar a cabo el método automatizado descrito alli, comprendiendo dicho casete:

(i) un recipiente adecuado para contener la solucion de radiotrazador ['®F] para purificar como se define en
el primer aspecto;

(i) uno o mas cartuchos SPE de fase inversa como se define en el primer aspecto;
(iii) un suministro de la solucién de lavado como se define en el primer aspecto;

(iv) un suministro del disolvente de elucion como se define en el primer aspecto, en el que dicho disolvente
de elucion comprende 40-60% v/v de etanol acuoso.

Las realizaciones preferidas del radiotrazador, el cartucho SPE, la solucién de lavado y el disolvente de elucién en el
casete son como se describe en el primer aspecto (arriba).

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona el uso del casete del tercer aspecto ajustado en un aparato
sintetizador automatizado para llevar a cabo el método de preparacién del primer aspecto, o el método de
radiomarcado del tercer aspecto.

Las realizaciones preferidas del sintetizador automatizado en el cuarto aspecto son como se describen en el
segundo aspecto (arriba).

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el perfil de elucion de radiacion del Compuesto 3 a través de una columna SPE, durante el
proceso de carga, lavado y elucion usando detectores de radiactividad colocados en un casete FastLab, incluso al
lado de la columna SPE.

La Figura 2 muestra una configuracion de casete FastLab para la radiosintesis automatizada y la purificacion
automatizada del Compuesto 3.

La invencion se ilustra mediante los ejemplos no limitantes detallados a continuacion. El ejemplo 1 proporciona la
sintesis de un péptido dirigido a c-Met de la invencion (“Péptido 1”). El ejemplo 2 proporciona la sintesis de un
péptido 1 funcionalizado con aminoxi (“Compuesto 1”), en el que el grupo funcional aminoxi esta protegido con un
grupo protector (Eei), y la posterior desproteccion para dar el Compuesto 2. El ejemplo 3 proporciona la radiosintesis
de ['®F]-fluorobenzaldehido. ElI Ejemplo 4 es un Ejemplo comparativo, que proporciona la radiosintesis del
Compuesto 3 conjugado marcado con '®F, sin la metodologia de la presente invencién. El RCP en este caso es
relativamente bajo (79%) al final de la sintesis.

El Ejemplo 5 proporciona un analisis de la identidad y el curso temporal de las impurezas radioquimicas en el
Compuesto 3 de bajo RCP purificado de acuerdo con el Ejemplo 4. Esto proporciona evidencia de que la radiolisis
en proceso durante el intento de purificacion cromatografica fue responsable del bajo RCP. El ejemplo 5 proporciona
informacién sobre el movimiento de la radiactividad a través de la columna SPE durante la purificaciéon SPE, lo que
demuestra que el RAC supera los 45 GBg/ml durante el proceso SPE. Este RAC muy alto, pero con un limite de
tiempo, también es indicativo de radiolisis en proceso.

El ejemplo 7 proporciona una sintesis y purificacion automatizadas del Compuesto 3, usando un sintetizador y
casete automatizados. Se logré un aumento significativo en el rendimiento de EOS al preparar una solucién de
purificacion de MeCN/PBS que contenia 2,5 mg/Na-pABA, pero el EOS RCP aun era bajo y vulnerable a un alto
RAC (RCP = 89% cuando un RAC de 660 MBg/ml, RCP = 85% cuando un RAC de 844 MBg/ml en una formulacion
de 25 ml). Un RAC alto en EOS indica un RAC aun mayor en el cartucho durante las etapas posteriores del proceso
de purificacion. EI RCP se mejoré aun mas al aumentar el contenido de Na-pABA de la solucion de radiotrazador a 5
mg/ml a 89-91%. La adicion de etanol (2%) a la solucién de radiotrazador y a la solucidon de lavado resulté en una
mejora adicional en RCP a > 92%. El proceso del Ejemplo 7 elimina el 85% de las impurezas relacionadas con el
péptido y esencialmente toda la anilina (20 pg restantes de 100.000 ug de anilina presente en el producto bruto
antes de la purificacion). La adicion de pABA y etanol no afecté negativamente el rendimiento de la purificacion SPE
con respecto a la eliminacién de impurezas quimicas.

El ejemplo 8 proporciona la sintesis de un enlazador bifuncional de aminoxi maleimida (Compuesto 4).
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Compuestos de la invencién

Nombre

Estructura

[Péptido 1]

Puentes disulfuro en Cys4-16 y Cys6-14
Ac-Ala-Gly-Ser-Cys-Tyr-Cys-Ser-Gly-Pro-Pro-Arg-Phe-Glu-
Cys-Trp-Cys-Tyr-Glu-Thr-Glu-Gly-Thr-Gly-Gly-Gly-Lys-NH>
o Ac-AGSCYCSGPPRFECWCYETEGTGGGK-NH,

Compuesto 1

o J\
[Péptido 1]\NJ\/O‘“N/ o >
H

Compuesto 2

O
[Péptido 1]\HJ\/O\N H,

Compuesto 3

@]
Apti O #
[Peptldo1]\NJ\/ \N/\Q
H
WSF

Compuesto 4

LO o] ° W
/J"\‘N,O\)LN/\\/N
H o}

Affibody 1

AEAKYAKEMRNAYWEIALLPNLTNQQKRAFIRKLYDDPSQSSE
LLSEAKKLNDSQAPKVDC

Precursor 1

\,‘,./

CF380,-

Affibody 1 es selectivo para HER2.

Abreviaturas

Se usan abreviaturas de aminoacidos de una letra o 3 letras convencionales.

Ac:

Acm:

ACN o MeCN:
AcOH:

Boc:

BTM:

tBu:

DCM:

acetilo

acetamidometilo

acetonitrilo.

acido acético.

terc-Butiloxicarbonilo.

resto de reconocimiento bioldgico.

butilo terciario

diclorometano
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DIPEA: N, N-diisopropiletilamina

DMF: dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulfoxido

Eei: etoxietilidina;

Eei-AOAc-OSu: éster de N-hidroxisuccinimidilo del acido N-(1-etoxietiliden)-2-aminoxiacético;
EOS: fin de la sintesis;

FBA: 4-fluorobenzaldehido;

Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonilo;

HBTU: hexafluorofosfato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N',N-tetrametiluronio;
HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion;

MW: peso molecular;

NHS: N-hidroxi-succinimida;

NMM: N-metilmorfolina;

NMP: 1-metil-2-pirrolidinona;

PBS: solucién salina tamponada con fosfato;

Pbf: 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo;

RAC: concentracién radiactiva.

RCP: pureza radioquimica.

RP-HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa;
tBu: terc-butilo;

TFA: acido trifluoroacético;

THF: tetrahidrofurano;

TIS: triisopropilsilano;

Trt: Tritilo.

Ejemplo 1: Sintesis del péptido 1

Etapa (a): sintesis del péptido lineal protegido por precursor

El péptido lineal precursor tiene la estructura:
Ac-Ala-Gly-Ser-Cys-Tyr-Cys(Acm)-Ser-Gly-Pro-Pro-Arg-Phe-Glu-Cys(Acm)-Trp-
Cys-Tyr-Glu-Thr-Glu-Gly-Thr-Gly-Gly-Gly-Lys-NH,

La resina de peptidilo H-Ala-Gly-Ser(tBu)-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-Cys(Acm)-Ser(tBu)-Gly-Pro-Pro-Arg(Pbf)-Phe-Glu(OtBu)-
Cys(Acm)-Trp(Boc)-Cys(Trt)-Tyr(tBu)-Glu(OtBu)-Thr(wMeMepro)-Glu(OtBu)-Gly-Thr(tBu)-Gly-Gly-Gly-Lys(Boc)-
Polimero se ensamblé en un sintetizador de péptidos 433A de Applied Biosystems usando quimica Fmoc
comenzando con la resina Rink Amide Novagel de 0,1 mmol. Se aplicé un exceso de 1 mmol de aminoacidos
preactivados (usando HBTU) en las etapas de acoplamiento. Se incorporé pseudoprolina Glu-Thr (Novabiochem 05-
20-1122) en la secuencia. La resina se transfiri6 a un aparato burbujeador de nitrégeno y se tratdé con una solucién
de anhidrido acético (1 mmol) y NMM (1 mmol) disuelto en DCM (5 ml) durante 60 minutos. La solucién de anhidrido
se elimind por filtracion y la resina se lavo con DCM y se secd bajo una corriente de nitrégeno.

La eliminacion simultanea de los grupos protectores de la cadena lateral y la escision del péptido de la resina se
llevo a cabo en TFA (10 ml) que contenia 2,5% de TIS, 2,5% de 4-tiocresol y 2,5% de agua durante 2 horas y 30
minutos. La resina se elimind por filtracion, el TFA se eliminé al vacio y se afiadié éter dietilico al residuo. El
precipitado formado se lavo con éter dietilico y se secé al aire proporcionando 264 mg de péptido bruto.
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Purificacion por HPLC preparativa (gradiente: 20-30% de B durante 40 min donde A = Hx0/0,1% de TFAy B =
ACN/0,1% de TFA, caudal: 10 ml/min, columna: Phenomenex Luna 5y C18 (2) 250 x 21,20 mm, deteccion: UV
214 nm, tiempo de retencion del producto: 30 min) del péptido bruto proporcioné 100 mg de precursor lineal de
Péptido 1 puro. El producto puro se analiz6 mediante HPLC analitica (gradiente: 10-40% de B durante 10 min donde
A = HyO/0,1% de TFA y B = ACN/0,1% de TFA, caudal: 0,3 ml/min, columna: Phenomenex Luna 3y C18 (2) 50 x
2 mm, deteccion: UV 214 nm, tiempo de retencion del producto: 6,54 min). Se llevd a cabo una caracterizacion
adicional del producto utilizando espectrometria de masas por electroaspersion (MH2?* calculado: 1464,6, MH2?*
encontrado: 1465,1).

Etapa (b): Formacion del puente disulfuro monociclico Cys4-16

Cys4-16; Ac-Ala-Gly-Ser-Cys-Tyr-Cys(Acm)-Ser-Gly-Pro-Pro-Arg-Phe-Glu-
Cys(Acm)-Trp-Cys-Tyr-Glu-Thr-Glu-Gly-Thr-Gly-Gly-Gly-Lys-NH,,

El precursor lineal de la etapa (a) (100 mg) se disolvié en DMSO al 5%/agua (200 ml) y la solucion se ajust6 a pH 6
usando amoniaco. La mezcla de reaccion se agité durante 5 dias. La solucién se ajusto luego a pH 2 usando TFA 'y
la mayoria del disolvente se elimind por evaporacion al vacio. El residuo (40 ml) se inyecté en porciones en una
columna de HPLC preparativa para la purificacion del producto.

Purificacién por HPLC preparativa (gradiente: 0% de B durante 10 min, luego 0-40% de B durante 40 min donde A =
H20/0,1% de TFA y B = ACN/0,1% de TFA, caudal: 10 ml/min, columna: Phenomenex Luna 5y C18 (2) 250 x
21,20 mm, deteccion: UV 214 nm, tiempo de retencion del producto: 44 min) del residuo produjo 72 mg de precursor
monociclico de Péptido 1 puro. El producto puro (como una mezcla de isémeros P1 a P3) se analizé por HPLC
analitica (gradiente: 10-40% de B durante 10 minutos donde A = H>0/0,1% de TFA y B = ACN/0,1% de TFA, caudal:
0,3 ml/min, columna: Phenomenex Luna 3y C18 (2) 50 x 2 mm, deteccion: UV 214 nm, tiempo de retencion del
producto: 5,37 min (P1); 5,61 min (P2); 6,05 min (P3)). Se realizd una caracterizacion adicional del producto usando
espectrometria de masas por electroaspersion (MH2?* calculado: 1463,6, MH?>* encontrado: 1464,1 (P1); 1464,4
(P2); 1464,3 (P3)).

Etapa (c): Formacion del segundo puente disulfuro Cys6-14 (Péptido 1)

El precursor monociclico de la etapa (b) (72 mg) se disolvi6 en AcOH al 75%/agua (72 ml) bajo una capa de
nitrégeno. Se afadieron HCI 1 M (7,2 ml) e I, 0,05 M en AcOH (4,8 ml) en ese orden y la mezcla se agit6 durante 45
minutos. Se afiadié acido ascorbico 1 M (1 ml) dando una mezcla incolora. La mayoria de los disolventes se
evaporaron al vacio y el residuo (18 ml) se diluyd con agua/TFA al 0,1% (4 ml) y el producto se purificé usando
HPLC preparativa. Purificaciéon por HPLC preparativa (gradiente: 0% de B durante 10 min, luego 20-30% de B
durante 40 min donde A = H,0/0,1% de TFA y B = ACN/0,1% de TFA, caudal: 10 ml/min, columna: Phenomenex
Luna 5p C18 (2) 250 x 21,20 mm, deteccion: UV 214 nm, tiempo de retencion del producto: 43-53 min) del residuo
proporcion6 52 mg de Péptido puro 1. El producto puro se analizé mediante HPLC analitica (gradiente: 10-40% de B
durante 10 min donde A = H,0/0,1% de TFA 'y B = ACN/0,1% de TFA, caudal: 0,3 ml/min, columna: Phenomenex
Luna 3u C18 (2) 50 x 2 mm, deteccién: UV 214 nm, tiempo de retencién del producto: 6,54 min). Se llevd a cabo una
caracterizacion adicional del producto usando espectrometria de masas por electroaspersion (MH2?* calculado:
1391,5, MH2?* encontrado: 1392,5).

Ejemplo 2: Sintesis, purificacion y liofilizacién del compuesto 2.

El péptido 1 (0,797 g) y Eei-AOAc-OSu (IRIS Biotech; 127 mg) se disolvieron en DMF (12 ml). Se afiadié6 DIPEA
(100 pl) y la mezcla de reaccion se agitdé durante 26 min. Se afiadié una segunda parte alicuota de DIPEA (80 ul) y la
mezcla de reaccién se agité durante 2 h. La mezcla de reaccion se diluyé luego con 10% de ACN/agua/0,1% de
acetato de amonio (40 ml), y el producto se purifico por HPLC preparativa usando A = 0,1% de TFA/agua y B = ACN
con gradiente de elucion de 20-40% de B mas de 40 min. Las fracciones que contienen productos puros (son una
mezcla de Compuesto 1y el compuesto 2) se reunieron en un matraz y el matraz se enjuagé con argoén. La solucion
se agitd durante la noche para permitir la eliminacién completa de los grupos protectores de Eei. El producto
desprotegido se liofilizé proporcionando 550 mg (69%> rendimiento) del Compuesto 2.

El producto puro se analizé6 mediante LC-MS analitico (gradiente: 10-40% de B durante 5 min donde A = H>0/0,1%
de TFA y B = ACN TFA, caudal: 0,6 ml/min, columna: Phenomenex Luna 3y C18 (2) 20 x 2 mm, deteccién: UV 214
nm, tiempo de retencion del producto: 3,00 min), MH2?* calculado: 1428,1, MH2?* encontrado: 1427,9).

Ejemplo 3: Radiosintesis de ['8F]-fluorobenzaldehido ('8F-FBA)

El ['®F]-fluoruro se produjo usando un ciclotron GEMS PETtrace con un objetivo de plata a través de la reaccién
nuclear [®Q] (p, n) ['®F]. Se utilizaron volimenes objetivo totales de 3,2-4,8 ml. El radiofluoruro quedo atrapado en
un cartucho de Waters QMA (preacondicionado con carbonato) y el fluoruro se eluyé con una solucién de
Kryptofix222. (5,14 mg) y bicarbonato de potasio (1,40 mg) en agua (800 pl) y acetonitrilo (200 pl). Se usé nitrdgeno
para conducir la solucion del cartucho QMA al recipiente de reaccion. El fluoruro ['8F] se seco durante 9 minutos a
120°C bajo una corriente constante de nitrogeno y vacio. Se afiadié benzaldehido triflato de trimetilamonio,
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[Precursor 1; Haka et al., J.Lab. Comp. Radiopharm., 27, 823-833 (1989)] (3,7 mg), en DMSO (2,0 ml) al fluoruro
['8F] seco, y la mezcla se calent6 a 80°C durante 2 minutos para producir 4-['8F]-fluorobenzaldehido.

Ejemplo 4: Radiosintesis del Compuesto 3 (Ejemplo comparativo)

El compuesto 2 del Ejemplo 2 se radiomarcé con '8F usando '8F-FBA del Ejemplo 3, luego se purificé usando una
columna MCX + SPE, sin la radioestabilizacién en proceso de la presente invencion, dando el Compuesto 3 con un
RCP del 79%.

Ejemplo 5: Impurezas radioguimicas en el Compuesto 3 de bajo RCP

El RCP del Compuesto 3 preparado segun el Ejemplo 3 se estudié en funcion del tiempo. EI RCP no cayé mas con
el tiempo (hasta 8 horas), lo que demuestra que:

(i) EI compuesto 3 es relativamente radioestable en las condiciones RAC existentes al final del proceso
SPE;

(i) el RCP ya debe haber sido bajo al final del proceso SPE.

El analisis del Compuesto 3 del Ejemplo 4, es decir, sin usar la metodologia de radioestabilizacion de la presente
invencion y exhibiendo un bajo RCP (79%), encontr6 que dos productos de radiolisis son los principales
contribuyentes al bajo RCP. Estos fueron identificados por el tiempo de retencion en la HPLC analitica, y la
comparacion con el tiempo de retencién de muestras auténticas de los analogos no radiactivos. Estos dos productos
de radiolisis son ['F] 4-fluorobenzaldehido (FBA) y ['®F] 4-fiuorobenzonitriio (FPhCN), que en conjunto
representaron el 12% de la radiactividad presente en la preparacion del Compuesto 3 de bajo RCP del Ejemplo 4.

Estas impurezas radioquimicas principales, que no aumentan significativamente con el tiempo, representan
productos de radiodegradacion del Compuesto 3 y, a su vez, radidlisis en proceso.

Ejemplo 6: Perfil de elucion de SPE en la purificacién del compuesto 3.

Se colocaron seis detectores de radiactividad a lo largo de un casete FASTIab, con el Detector N.° 6 colocado hacia
el fondo de la columna SPE de una preparacion de acuerdo con el Ejemplo 7. EI movimiento de radioactividad
durante las etapas de carga, lavado y elucion del proceso de purificacion SPE se siguié de esta manera.

Los resultados se muestran en la Figura 1. Se demostré que el producto bruto estaba atrapado en la parte superior
del cartucho SPE. A medida que avanzaba la purificacion, la radioactividad se desplazaba hacia abajo del cartucho y
hacia el detector 6, aumentando la sefial. Esto demostré que la radioactividad no se extendia por todo el cartucho,
sino que se concentraba en una banda estrecha. Durante la purificacién, toda la actividad se concentré6 en un
volumen de menos de 1 ml, dando un RAC durante la purificacion (hasta 20 minutos) de 45.000 MBg/ml, es decir 45
GBg/ml.

Ejemplo 7: Sintesis automatizada y purificacién del compuesto 3

Se utilizéd un sintetizador automatizado FASTIab (GE Healthcare Ltd) con casete. El cartucho tC18 se obtuvo de
Waters Limited (direccién como arriba). El precursor 1 se hizo reaccionar con ['8F]-fluoruro en el Fastlab de acuerdo
con el Ejemplo 3 para dar ['®F]-FBA. El ['®F]-FBA se hizo reaccionar posteriormente en el FastLab con el Compuesto
2 (derivado de aminoxi del Péptido 1) para dar el Compuesto 3 bruto.

Purificacion

La configuracién del casete se da en la Figura 2. Se usan tres viales de disolventes externos en el casete para la
purificacién SPE:

Posiciéon 17 = etanol anhidro;

Posicién 18 = Solucion de lavado de 5 mg/ml de Na-pABA EtOH al 2% en 79 g de PBS/16,5 g de MeCN;
Posicion 20 = Tampén de formulacion de 34 ml de PBS que contiene 80 mg de Na-pABA.

Otras posiciones de casete:

Posicion 21: Tubo al cartucho tC18 en la Posicion 22;

Posicién 22: cartucho tC18;

Posicién 23: filtro estéril.

Procedimiento de FASTIlab
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A continuacion, P17, etc., se refiere a la posicion 17 del casete. S2 y S3 se refieren a la jeringa 2 y la jeringa 3:

(i) la primera parte del proceso de purificacion fue acondicionamiento con un llenado completo de S2 con
etanol de P17, seguido de un llenado completo de S2 de solucién MeCN/PBS de P18.

(ii) el Compuesto bruto 3 en la solucién acuosa de etanol de la etapa de conjugacion se diluy6 1:1 con el
tampodn de formulacién de P20. Esto se realizé en dos porciones: la mitad del contenido del volumen bruto
del recipiente de reaccion se transfiri6 a S2, y luego se mezclé con el mismo volumen de tampdn de
formulacion de P20. Esta mezcla fue atrapada lentamente en el cartucho tC18. Después de la primera
captura, se repitié el mismo procedimiento con la mitad restante del bruto.

(iii) S2 se enjuago con agua y después se llend completamente de S2 con la solucion de lavado MeCN de
P18. El lavado con MeCN se empujo lentamente a través del cartucho tC18 y se desperdicio. Esto se repitio
5 veces mas, seis lavados en total (se obtuvieron resultados similares cuando el procedimiento tuvo solo
tres lavados en total).

(iv) el MeCN en el cartucho tC18 se elimind por intercambio de disolventes: primero 2x llenado completo de
S2 con el tampén de formulacion de P20 seguido por un llenado completo de S2 con agua de la bolsa de
agua.

(v) el eluyente se preparé mezclando 3 ml de etanol de P17 y 3 ml de tampén de formulacion de P20 en S2.
El primer 1 ml del eluyente se paso a través del tC18 y se deshechd, los siguientes 4 ml de eluyente se
pasaron a través del tC18 y el producto del Compuesto 3 purificado se recogié en S3. Después de la
elucion, el producto se transfirié del FASTIab al frasco de producto a través de P19.

La pureza radioguimica (RCP) en este caso fue del 92%.

Ejemplo 8: Sintesis del enlazador bifuncional (Compuesto 4)

Lo 0 ° HaN A~ 7 Trimetilpiridina LO o 0 \
AN.OJKOD LMy T R e R
8 o) NMP i N

Compuesto 4

La sal de TFA de N-(2-aminoetil)maleimida (Sigma-Aldrich; 151 mg) y Eei-AOAc-OSu (IRIS Biotech; 77 mg) se
agitaron en NMP (2 ml) a temperatura ambiente. Se afiadié trimetilpiridina (80 pl) y la mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 70 minutos. La reaccion se interrumpié mediante dilucién con acido acético al 0,1% (7
ml). El producto se purificé por HPLC preparativa como sigue:

Deteccion UV a214 nmy 254 nm

Tipo y tamafio de columna | Luna C-18 (2), 5 um, 100A, 20 x 250 mm de Phenomenex
Eluyente A 0,1% v/v de acido acético en agua, 1 ml/I

Eluyente B Acetonitrilo (Lichrosolv)

Gradiente 15-30% de B durante 40 min.

Caudal 10 ml/min durante la elucién en gradiente

El Compuesto 4 purificado se liofilizé. Rendimiento 43 mg (75%), pureza:> 97% por area.

El producto puro se analizé6 mediante LC-MS analitica (gradiente: 10-40% de B durante 5 min donde A = H>0/0,1%
de TFA y B = ACN/0,1% de TFA, caudal: 0,6 ml/min, columna: Phenomenex Luna 3y C18 (2) 20 x 2 mm, deteccion:
UV 214 nm, tiempo de retencion del producto: 1,93 min), MH* calculado: 284,1, MH* encontrado: 284,1).
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GE Healthcare Limited

<120> METODO DE PURIFICACION Y COMPOSICIONES
<130> PZ1392 PCT

<140> PCT/EP2014/078608

<141> 18-12-2014

<160> 5

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Lys Cys Arg Gly Asp Cys Phe Cys
1 5

<210>2

<211>17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> X

<222> (2)..(2)

<223> Asn o His o Tyr

<220>

<221> X

<222> (4)..(4)

<223> Gly o Ser o Thr o Asn

<220>

<221> X

<222> (8)..(8)
<223> Thr o Arg

<220>

<221> X

<222> (15)..(15)

<223> Ala o Asp 0 Glu o Gly o Ser

<220>

<221> X

<222> (16)..(16)
<223> Ser o Thr

<220>

<221> X

<222> (17)..(17)
<223> Asp o Glu

<400> 2

Cys Xaa Cys Xaa Gly Pro Pro Xaa Phe Glu Cys Trp Cys Tyr Xaa Xaa

1 5 10

Xaa
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<210> 3

<211>19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> X

<222> (2)..(2)
<223> Arg o Lys

<220>

<221> X

<222> (15)..(15)

<223> Acido beta-hidroxiaspartico

<400> 3
Cys Xaa Gln Ser Cys Ser Phe Gly Pro Phe Thr Phe Val Cys Xaa Gly
1 5 10 15

Asn Thr Lys

<210> 4

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Ala Gly Ser Cys Tyr Cys Ser Gly Pro Pro Arg Phe Glu Cys Trp Cys
1 5 10 15

Tyr Glu Thr Glu Gly Thr Gly Gly Gly Lys
20 25

<210>5

<211> 61

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Ala Glu Ala Lys Tyr Ala Lys Glu Met Arg Asn Ala Tyr Trp Glu Ile
1 5 10 15

Ala Leu Leu Pro Asn Leu Thr Asn Gln Gln Lys Arg Ala Phe Ile Arg
20 25 30

Lys Leu Tyr Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ser Glu Leu Leu Ser Glu Ala
35 40 45

Lys Lys Leu Asn Asp Ser Gln Ala Pro Lys Val Asp Cys
50 55 60
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REIVINDICACIONES
1. Un método de purificacion de un radiotrazador que comprende las siguientes etapas:

(a) proporcionar un radiotrazador que comprende un resto de reconocimiento biolégico funcionalizado con
aminoxi marcado con '8F;

(b) afiadir un radioprotector a dicho radiotrazador para dar una soluciéon de radiotrazador que comprende
dicho radiotrazador en uno o mas disolventes organicos acuosos miscibles en agua con un contenido de
disolvente organico del 5 al 25% v/v;

(c) hacer pasar la solucion de radiotrazador de la etapa (b) a través de un cartucho SPE de fase inversa, en
el que el radiotrazador se retiene en dicho cartucho SPE;

(d) lavar el cartucho SPE de la etapa (c) una o mas veces con una solucion de lavado que comprende una
solucion de disolvente(s) organico(s) acuoso(s) miscible(s) con agua de un radioprotector con un contenido
de disolvente organico de 15 a 25% vlv;

(e) lavar el cartucho SPE de la etapa (d) una o mas veces con agua o soluciéon tampoén acuosa;

(f) eluir el cartucho SPE lavado de la etapa (d) o (e) con un disolvente de elucion que comprende un
radioprotector en una soluciéon acuosa de etanol que tiene un contenido de etanol de 35 a 80% v/v, en
donde el eluyente comprende radiotrazador purificado en dicho disolvente de elucion,

en donde cada radioprotector comprende independientemente uno o mas de: acido ascorbico; acido para-
aminobenzoico; y acido gentisico, y sus sales con un catién biocompatible.

2. El método de la reivindicacion 1, donde el disolvente organico miscible en agua de la soluciéon de radiotrazador
comprende acetonitrilo.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la solucidon de radiotrazador de la etapa (b)
comprende de 0,5 a 5% v/v de etanol.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el cartucho SPE es un cartucho SPE C18.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el disolvente de elucion de la etapa (f)
comprende de 35 a 70% v/v de etanol acuoso.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el radioprotector comprende acido 4-aminobenzoico,
o una sal del mismo con un catién biocompatible.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el BTM comprende un solo aminoacido, un
péptido de 3-100 mer, un sustrato enzimatico, un antagonista enzimatico, un agonista enzimatico, un inhibidor
enzimatico o un compuesto de unién al receptor.

8. El método de la reivindicacion 7, donde el BTM comprende un Affibody ™.

9. El método de la reivindicacion 7, donde el BTM comprende un péptido de 3-100 mer que se elige entre el péptido
A, el péptido B, el péptido C y el péptido D como se define a continuacion:

(i) Péptido A = un péptido Arg-Gly-Asp;
(i) Péptido B = un péptido Arg-Gly-Asp que comprende el fragmento:
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(iii) Péptido C = un péptido ciclico de unién a c-Met que comprende la secuencia de aminoacidos:
-Cys*-X'-Cys*-X?-Gly-Pro-Pro-X*-Phe-Glu-Cys®-Trp-Cys"-Tyr-X*-X>-X°-
en donde X' es Asn, His o Tyr;
5 X2 es Gly, Ser, Thr o Asn;
X3 es Thr o Arg;
X* es Ala, Asp, Glu, Gly o Ser;
X% es Sero Thr;
X8 es Asp o Glu;

10 y Cys®d son cada uno residuos de cisteina de manera que los residuos a y b, asi como c y d, se
ciclan para formar dos enlaces disulfuro separados;

(iv) Péptido D = un péptido lantibidtico de formula:
Cys’-Xaa-GlIn-Ser"-Cys‘-Ser’-Phe-Gly-Pro-Phe-Thré-Phe-Val-Cys"-
(HO-Asp)-Gly-Asn-Thr*-Lys®

en donde Xaa es Arg o Lys;

15 Cys?-Thr?, Ser®-CysP and Cys®-Thr® estan unidos covalentemente a través de enlaces tioéter;
Serd-Lys? estan unidos covalentemente a través de un enlace de lisinoalanina;
HO-Asp es acido B-hidroxiaspartico.
10. Un método de preparacién de una composicion radiofarmacéutica, comprendiendo dicha composicion:
(i) el radiotrazador como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 o 7-9;
20 (i) al menos un radioprotector como se define en la reivindicacién 1 o 6;

(iii) un vehiculo biocompatible que comprende etanol acuoso que tiene un contenido de etanol de 0,1 a 10%
v/v;

en una forma adecuada para la administracién de mamiferos;

donde dicho método de preparacién comprende:

25 * llevar a cabo el método de purificacion de radiotrazador de las etapas (a)-(f) como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9;

(g) opcionalmente diluir el radiotrazador ['®F] purificado de la etapa (f) con un vehiculo biocompatible;
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(h) filtrar de forma aséptica la solucién opcionalmente diluida de la etapa (g) para dar dicha composicion
radiofarmacéutica de ['8F].

11. El método de la reivindicacién 10, en donde al menos una de las etapas (b)-(f) o (b)-(h) estéd automatizada y
donde la automatizacion se lleva a cabo utilizando un aparato sintetizador automatizado.

12. El método de la reivindicacién 11, donde dicho aparato sintetizador automatizado comprende un casete de un
solo uso.

13. El método de la reivindicacién 12, donde el casete de un solo uso comprende:
(i) un recipiente que contiene la solucién de radiotrazador ['®F] a purificar;
(i) uno o mas cartuchos SPE de fase inversa;
(iii) un suministro de la solucién de lavado como se define en la reivindicacion 1;
(iv) un suministro del disolvente de elucién como se define en la reivindicacion 1.

14. Un casete de un solo uso como se define en la reivindicacién 12, para llevar a cabo el método automatizado de
acuerdo con la reivindicacion 11 o la reivindicaciéon 12, que comprende:

(i) un recipiente adecuado para contener la solucion de radiotrazador ['®F] a purificar;
(i) uno o mas cartuchos SPE de fase inversa C8 o C18;
(iii) un suministro de la solucién de lavado como se define en la reivindicacion 1;

(iv) un suministro del disolvente de elucion como se define en la reivindicacion 1, donde dicho disolvente de
elucién comprende 40-60% v/v de etanol acuoso.

15. Uso del casete como se define en la reivindicacion 14 ajustado a un aparato sintetizador automatizado como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, para llevar a cabo el método de purificacién de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o el método de preparacién de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a
13.
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Figura 1: Perfil de elucion radiactivo durante SPE
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Figura 2: Configuracion del casete
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