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NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIRM

ANEXOS s e
Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones. Bajo la Regla 4.17 (ii} del PCT.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduccion de la solicitud internacional al castellanc. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Prefiminar (IPEA). '

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.
Arte final 12 x 12.
De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero

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

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. PCT/IB306.

Otros. Busqueda Internacional.

FIGURA CARACTERISTICA:

Solicito la concesion de la patente,

C.C. 79.782.747Bta T.P. 74.295
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

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

Poderes, si fuere el caso.

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

Declaraciones. Bajo la Regla 4.17 (ii) del PCT.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

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

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta

solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. PCT/IB306.

Otros. Busqueda Internacional.
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FOLIO 283.- PRIMERA COMU‘RA JMERO: SETENTA Y

CINCO.- SUSTITUCION PARCIAL DE PODER: MES RER, Dagmar a favor

de OLARTE, Carlos Reinaldo y otro del Poder otorgado por BAYER
INTELLECTUAL PROPERTY GmbH.- - - - - -« - o oo e oo oo e e o ee e
En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Capital de la Republica Argentina, el dia
VEINTICUATRO de MAYO del afio DOS MIL DOCE, ante mi, Maria Silvina
Lasarte, Escribana Autorizante, titular del Registro Notarial Numero 1.788,
COMPARECE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de 1.968,
hija de Walter Messerer y Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del Documento
Nacional de Identidad Numero 20.383.892, con domicilio en la Avenida Del
Libertador 5.954, Piso 7°, de esta Ciudad de Buenos Aires.- La compareciente es
mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.- Y la compareciente

EXPRESA: PRIMERO: Que la Sociedad “BAYER INTELLECTUAL

sy NCo | S}

PROPERTY GmbH?”, con domicilio en Alfred-Nobel-Strasse 10, 40789 Monheim,

Alemania, le confirid, con fecha 25 de Abril de 2.012, en dicho pafs, un Poder, el cual
mediante escritura mimero 72, del dia de la fecha, otorgada ante mi, al folio 274,
protocolo corriente, de este Registro Notarial Numero 1788, a mi cargo, fue

incorporado y transcripto al mismo, cuya primera copia tengo para este acto a la vista

y en lo pertinente transcribiré en la presente.- SEGUNDO: Manifiesta bajo juramento

que el referido poder invocado se encuentra plenamente vigente en virtud de no
haberle sido revocado, suspendido ni limitado en ninguna de sus partes.- TERCERO:

En consecuencia, DICE: Que en uso de la facultad conferida SUSTITUYE

PARCIALMENTE el poder mencionado a favor de Carlos Reinaldo Olarte y/o

Juan Guillermo Moure Pérez, al solo y unico objeto de que en nombre y

representacién de la Sociedad “BAYER INTELLECTUAL PROPERTY GmbH”, .
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¥ y actuando en forma individual, indistinta y/o alternadamente, se presenten

.. exclusivamente ante las autoridades de COLOMBIA, que correspondan y realicen

- los actos enumerados en el citado poder y con las facultades que surgen del mismo, el

que transcripto en lo pertinente dice: “FOLIO 274.- PRIMERA COPIA.-

- ESCRITURA NUMERO: SETENTA Y DOS.- ...- En la Ciudad Auténoma de

 Buenos Aires, ..., el dia VEINTICUATRO de MAYO del afio DOS MIL DOCE, ante

“mi ..., COMPARECE: Dagmar MESSERER, argentina, nacida el 28 de mayo de

- 1.968, hija de Walter Messerer y Elsa Onelia Romanelli, soltera, titular del

' Documento Nacional de Identidad Niimero 20.383.892, con domicilio en la Avenida

| " Del Libertador 5.954, Piso 7°, de esta Ciudad de Buenos Aires.- La compareciente es

. ' mayor de edad.- INTERVIENE: por su propio derecho.- Y la compareciente

EXPRESA: Que a los efectos que hubiere lugar, solicita de mi, la Autorizante, LA

: INCORPORACION y TRANSCRIPCION en este protocolo del PODER que fuera

|

. conferido en Leverkusen, Alemania, el dia 25 de Abril de 2.012, por la Sociedad

. “BAYER INTELLECTUAL PROPERTY GmbH”, con domicilio Alfred-Nobel-

. Strasse 10, 40789 Monheim, Alemania, a favor de Gerardo Messerer y/o Dagmar

"

Messerer y/o Karen Messerer y/o Moeller & CO. S.A., indistintamente, sobre cuya

; plena vigencia responde la requirente bajo juramento.- Yo, la Autorizante, hago

o

. constar: a) Que el instrumento de poder cuya incorporacién y transcripcion a este

. protocolo solicita la compareciente, se encuentra extendido en idioma castellano,

.

. certificadas las firmas por notario en idiomas inglés y alem4n, debidamente legalizado

. en idioma alemén (Sello de Apostilla de la Convencion de La Haya del S de octubre

. de 1961) y traducido en lo pertinente al idioma nacional por la Traductora Publica

. Laura Thieberger.- b) Que la compareciente en virtud de lo manifestado tiene interés

legitimo en su requerimiento.- En consecuencia, me hace entrega en este acto del
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original del instrumento de poder relacionado con su respectiv uccién al idioma
nacional, el que agrego a la presente y transcripto dice: “POPER Los abajo firmante/s
Bayer Intellectual Property GmbH domiciliados en Alfred-Nobel-Strasse 10 40789
Monheim, Alemania declaran por el presente otorgar a Gerardo MESSERER y/o
Dagmar MESSERER y/o Karen MESSERER y/o MOELLER & CO. S.A.
indistintamente poder general amplio y suficiente para recabar de las autoridades ...,
sud y centroamericanas ... que correspondan, la obtenci6n de patentes de invencién,
el registro y la renovacién de marcas y modelos y/o derechos de propiedad intelectual
y/o nombres de dominio, a cuyo efecto los faculta/n para llevar a cabo ante dichas
autoridades todas las gestiones necesarias al objeto indicado, presentar solicitudes,
formular descripciones, oposiciones, protestos, declaraciones, apelaciones y reclamos,
oblar impuestos, justificar explotaciones, solicitar testimonios, aceptar transferencias,
recibir documentos y valores, percibir y hacer cuanto fuere necesario ante las
autoridades administrativas de cualquier orden. Por otra parte, les confieren mandato
para que en su nombre y representacion puedan iniciar y proseguir cualquier juicio
que actualmente los que suscriben tengan o en el futuro tuvieran ..., en Sudamérica,
Centroamérica ..., con motivo de su nombre, marcas de fabrica o de comercio,
patentes de invencién y modelos y/o de sus derechos de propiedad intelectual que
actualmente posean o adquieran en lo sucesivo, promover juicios de cualquier
jurisdiccién, criminales, correccionales, civiles o comerciales, contra los
falsificadores, usurpadores o imitadores y contra los tenedores de articulos que
infrinjan su nombre, marcas o patentes de invencion, seguir los juicios por oposicién u |
otros en que fueran parte como actores o demandados, defender el nombre, las
marcas, patentes y modelos y/o de derechos de propiedad intelectual y/o nombres de i

dominio, haciendo las protestas del caso o diciendo de nulidad. Al efecto, podran -
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presentarse con escritos, querellas, pedidos, y lo que fuere necesario ante cualquier“

. autoridad judicial, presentar testigos, documentos y deméas justificativos, rendir

| pruebas de cualquier especie, pedir nombramientos de peritos, pedir y absolver

. posiciones, asistir a juicios verbales, declinar y prorrogar de jurisdiccién, tachar,

" recusar, apelar, transar, someter a arbitraje o mediacion, hacer renuncias, exigir y dar

- cauciones, pedir embargos preventivos, definitivos o inhibiciones y su levamamiento,

pedir la venta de los bienes de los deudores, solicitar y obtener el cumplimiento de

. . sentencias, prestar juramentos, decir de nulidad, desistir, percibir, otorgar recibos y en

' general practicar todos los actos y diligencias que sean precisos al desempefio de este

mandato. Podran asimismo sustituir el presente poder en todo o en parte. ... Dado y

.. firmado en - Sigue una firma ilegible (Aclarado:) Dr. J. Thomaier, ppa. - Sigue una

5 ' firma ilegible (Aclarado:) C. Linder”.- ES COPIA FIEL, doy fe.- En hoja adjunta

i ' consta: a) La certificacion notarial de las firmas obrantes en el poder en idioma inglés

L y aleman, efectuada por el Escribano Piablico de Leverkusen, Alemania, Klaus

Striewski; y b) La respectiva legalizacion de la firma y sello del nombrado Notario

* (Sello de Apostilla de la Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961), en idioma

: aleman, efectuada por el Vicepresidente del Tribunal Regional de Colonia, Alemania,

+ Doctor Dumke.- En hoja adjunta sigue Ia referida traduccion al idioma nacional la que

transcripta textualmente, dice: “TRADUCCION PUBLICA (A continuacién de un

. PODER otorgado en idioma nacional por la Sociedad “Bayer Intellectual Property
+ GmbH”, con sede en Alfred-Nobel-Strasse 10 - 40789 Monheim, Alemania, figuran

. los siguientes textos, que traducidos dicen:) ... Acta N° 656/2012 — 1. Certifico que

las personas llamadas: - Dr. J6rg Thomaier, domicilio comercial: D-40789 Monheim,

. Alfred-Nobel-Strasse 10, Alemania, - Sra. Claudia Linder, domicilio comercial: 51368

- . Leverkusen, Chempark, Alemania, comparecieron ante mi y otorgaron el siguiente
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documento firmandolo personalmente — todas personas de mi conocimiento —
Confirmo que el Dr. Jorg Thomaier y la Sra. Claudia Linder estan autorizados como
representantes de “Bayer Intellectual Property GmbH”, de Monheim, habiendo tenido
a la vista electronicamente en el dia de la fecha ¢l Registro de Comercio del Tribunal
Regional de Diisseldorf constatando que los mismos, segim el capitulo B 67604 son
representantes autorizados.- 2. (Siguen los textos en aleméan de su original en inglés) —
Leverkusen, 25 de abril de 2012 - (Hay un sello en oblea adherido sobre precinto:
Klaus Striewski - Escribano de Leverkusen - Firma (Firmado y aclarado:) Klaus
Striewski — Escribano de Leverkusen.- APOSTILLA — (Convencién de La Haya del S
octubre de 1961) — Pafs: Repiblica Federal de Alemania - Este instrumento publico
fue firmado por Klaus Striewski en su cardcter de Escribano, estando provisto del
sello del Escribano Klaus Striewski de Leverkusen.- Certificado en Colonia, el
03.05.2012 por el Vicepresidente del Tribunal Regional con el N° 1880/2012 — Sello
(Hay un sello:) Presidente del Tribunal Regional de Colonia — 2 - Firma (Firmado y
aclarado:) Doctor Dumke.- ... - ES TRADUCCION FIEL de las partes pertinentes del
documento de referencia que en los idiomas aleman e inglés he tenido a la vista y he
vertido al idioma nacional, en Buenos Aires, el 21 de mayo de 2012. Hay una firma '
ilegible. Hay un sello que dice: “Laura Thieberger-Matricula de Traductores Aleman-
Francés-Tomo II Folio 254 (Cap.) Tomo III 98- (La Plata)- Inglés-Tomo II: Folio 14
(Cap.)- Tomo III Folio 329 (La Plata)- Colegio de Traductores Publicos N° 173”.- ES
COPIA FIEL, doy fe.- A continuacién hay un sello que dice: “Colegio de Traductores
Publicos de la Ciudad de Buenos Aires Corresponde a la Legalizacién N° 29177/12. |
Sigue una firma ilegible. Mayra Fiorella Pugliese”.- ..- A continuacién sigue la

legalizacion de la firma de la nombrada traductora .- Constancias Notariales:

Identidad de la compareciente (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la misma
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por conocimiento de la Autorizante.- ...- LEO esta escritura a la compareciente, quien

. asi la otorga y en prueba de conformidad, la firma ante mi, doy fe.- Dagmar

- MESSERER. Ante mi: MARIA SILVINA LASARTE. Escribana. Esta mi sello.-”.-

" ES COPIA FIEL, de las partes pertinentes de la escritura de referencia, doy fe.-

' CUARTO: Finalmente la compareciente expresa: a) Que el presente otorgamiento no

~ significa renunciar al ejercicio de las facultades sustituidas; b) Que los nombrados
- apoderados sustitutos no podrén sustituir el presente poder en ninguna de sus partes; y

. ¢) Que el presente instrumento no se encuentra alcanzado por el Impuesto de Sellos,

- en virtud de no revestir el caricter de oneroso.- Constancias Notariales: Identidad

' de la Compareciente (Articulo 1.002 del Cédigo Civil): Se justifica la misma por

- ' conocimiento de la Autorizante.- Informo a la compareciente respecto de los alcances

| * de las clausulas contenidas en la presente escritura y del derecho de leer por si este

' instrumento.- LEO esta escritura a la compareciente, quien asi la otorga y en prueba

; de conformidad la firma ante mi, doy fe.- Dagmar MESSERER. Ante mi: MARIA

: SILVINA LASARTE. Escribana. Estd mi sello. CONCUERDA con su escritura

" matriz que pasé ante mi, al folio 283 del Registro Notarial niimero 1788, a mi cargo.

. PARA LA PODERDANTE expido la presente PRIMERA COPIA en tres (3) sellos

2 de actuaciéon notarial numerados correlativamente desde el nimero N 015080567 al

presente inclusive, que sello y firmo en la fecha y lugar de su otorgamiento, doy fe.-
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EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Ciudad de Buenos Aires, Capital Federal de la Republica v

Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la ley organica vigente, LEGALIZA la firma | 0

y sello del escribano MARIASILVINA LASARTE -

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo ‘4

o N 120528252762/0 -

el contenido y forma del documento.

Buenos Aires, -unes28 de. Mayo de

CONSEJERO

- La presente legalizacion no juzga sobre
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Preparation of high-purity gadobutrol

The invention relates to a process for preparing high-purity gadobutrol, to gadobutrol
in a purity of more than 99.7 or 99.8 or 99.9% and to the use for preparing a
pharmaceutical formulation for parenteral application.

The more recent developments in the field of the gadolinium-containing MR contrast
agents (EP 0448191 B1, US Patent 5,980,864, EP 0643705 B1, EP 0986548 B1, EP
0596586 B1) include the MRT contrast agent gadobutrol (Gadovist® 1.0) which has
been approved for a relatively long time in Europe and more recently also in the USA
under the name Gadavist®.

The contrast action is based on gadobutrol, a non-ionic complex consisting of
gadolinium(lll) and the macrocyclic ligand dinydroxyhydroxymethylpropyl-
tetraazacyclododecanetriacetic acid (butrol), which leads inter alia at the clinically

recommended dosages to shorter relaxation times of protons of the tissue water.
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Owing to their importance as imaging diagnostics, in particular as MRI diagnostics,
metal complexes, in particular the gadolinium complex N-(1-hydroxymethyl-2, 3-
dihydroxypropyl)-1,4,7-triscarboxymethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane
“‘gadobutrol” (DE 4009119) can be prepared by various routes. In spite of progress
made compared to the original processes, there is still a need for syntheses which
are more environmentally friendly and cost-effective, and are suitable for
implementation especially on an industrial scale. In particular, there is a high demand
for high product throughput and high quality. In more recent years, there has been a
trend to replace some or all of the open-chain contrast agents by cyclic contrast
agents. Here, there is the requirement to produce particularly pure products, which
should additionally also be cost-effective. In general, these are requirements which
are mutually exclusive, since high-quality products are expensive to produce owing to

specific purification measures. For optimum quality control, it is necessary to have
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available a highly reliable method for analytical determination which allows detection
and quantification of all minor components present.

Accordingly, there is a need for an economically favourable process for producing
gadobutrol, and also for an analytical method which allows the selective detection

and quantification of minimal amounts of minor components (production monitoring).

Very important aspects in the preparation of gadobutrol are quality and production
costs of the end product. Owing to regulatory requirements, high quality standards
have to be met. Of interest in this context are purity and content of the active
compound. Coupled to purity, it is in particular the spectrum of byproducts which
needs to be monitored. Minor components have to be toxicologically qualified and
assessed. Accordingly, they are listed in specifications and the maximum occurrence
in the product is defined. For reasons of product safety and for the good of the
patient, the byproduct spectrum and/or the presence of individual contaminants are

kept as low as possible.

In this context, the polymorphism of the active compound is of importance, since this
is closely related to the solubility in water and the shelf-life. Accordingly, it is desirable
for the process according to the invention to produce the polymorphous form which

has the best solubility in water and is most storage-stable.

The prior art describes the high-yield preparation of gadobutrol starting with cyclen
(1,4,7,10-tetraazacyclododecane) of the formula 1, which is known from the literature
(DE19608307).
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gadobutrol

The closest prior art (Inorg. Chem. 1997, 36, 6086-6093 and DE 19724186 A,
DE19608307 A) and EP 1343770 B1 describes processes where the butrol ligand is

isolated as a lithium complex and converted further into the end product.
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It is an object of the present invention to provide a process which allows gadobutrol
to be produced in high yield and in the highest purity (conforming to the

specification).

This object is achieved by the invention, a process for producing high-purity
gadobutrol (= the gadolinium complex of N-(1-hydroxymethyl-2,3-dihydroxypropyl)-
1,4, 7-triscarboxymethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane) which comprises the
reaction of the starting material cyclen (1,4,7,10-tetraazacyclododecane) with 4,4-
dimethyl-3,5,8-trioxabicyclo[5,1,0]octane and lithium chloride in alcohol at elevated
temperatures, alkylation with sodium monochloroacetate in alkaline medium, work-up
under acidic conditions, removal of the salts and addition of gadolinium oxide, then
the adjustment of the pH with lithium hydroxide to a neutral to slightly basic value,
concentration of the solution and addition of alcohol, then heating under reflux and,
after cooling, isolation and drying of the crude product, dissolution of the crude
product in water and purification on an ion exchanger, then treatment with activated
carbon followed by sterile filtration, then boiling under reflux, cooling and isolation

and drying of the product.

This is in particular a process where the starting material cyclen (1,4,7,10-
tetraazacyclododecane) is reacted with 4,4-dimethyl-3,5,8-trioxabicyclo[5,1,0]octane
and lithium chloride in isopropanol at elevated temperatures, then distilled on water
and alkylated with sodium monochloroacetate in alkaline medium, worked up under
hydrochloric conditions, the salts are removed by addition of methanol and the crude
ligand is reacted with gadolinium oxide in water at elevated temperatures, the pH is
then adjusted with lithium hydroxide to 7.1-7.4, the solution is concentrated and
ethanol is added in such an amount that a water content of 7 — 17%, preferably 8.0-
9.0%, is reached, the mixture is then heated under reflux for at least 60 minutes and
the crude product is, after cooling, isolated and dried, preferably dried at 46°-48°C,
the crude product is then dissolved in water and purified on an ion exchanger
cascade, where the solution is passed first through the acidic and then through the
basic ion exchanger, the purified solution, which has a conductance of < 40 uS/cm, is
then concentrated, treated with activated carbon, subjected to sterile filtration and, by

metered addition of ethanol, adjusted to a water content in the range 7 — 17%,
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preferably of about 11%, then boiled under reflux and cooled, and the product is

isolated and dried.

This is in particular a process where the starting material cyclen (1,4,7,10-
tetraazacyclododecane) is reacted with 4,4-dimethyl-3,5,8-trioxabicyclo[5,1,0]octane
and lithium chloride in isopropanol at elevated temperatures, then distilled on water
and alkylated with sodium monochloroacetate in alkaline medium and worked up
under hydrochloric conditions, the salts are removed by addition of methanol and the
crude ligand is reacted with gadolinium oxide in water at elevated temperatures, the
pH is then adjusted with lithium hydroxide to 7.1-7.4, the solution is concentrated and
ethanol is added in such an amount that a water content of particularly preferably
8.5% is reached, the mixture is then heated under reflux for at least 60 minutes and
the crude product is, after cooling, isolated and dried at 46°-48°C, the crude product
is then dissolved in water and purified on an ion exchanger cascade, where the
solution is passed first through the acidic and then through the basic ion exchanger,
the purified solution, which has a conductance of < 20 uS/cm, is then concentrated,
treated with activated carbon, then subjected to sterile filtration and, by metered
addition of ethanol over a period of 120 minutes, adjusted to a water content of 10 —
12%, preferably 11%, then boiled under reflux and cooled, and the product is isolated
and dried, preferably dried at 53-55°C.

For the ion exchanger cascades, the following exchangers are employed in the
process:

Suitable exchangers are the customary commercial ion exchangers.
Advantageously, the acidic ion exchanger used is Amberlite IRC 50, and the basic
exchanger used is IRA 67. After this purification by an ion exchanger cascade, where
the solution is passed first through the acidic and then through the basic ion
exchanger, the thus purified solution, which has a conductance of < 20 pS/cm, is
then concentrated, treated with activated carbon, such as Norit SX Plus activated
carbon, then subjected to sterile filtration and, by metered addition of ethanol over a
period of 120 minutes, adjusted to a water content of preferably 11%, then boiled

under reflux and cooled, and the product is isolated and dried at 53-55°C.
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A detailed description of the novel process according to the invention is given in

detail:

After complexation of the butrol ligand, present in aqueous solution, with
gadolinium oxide (120 minutes, 90°C) and adjustment of the pH with lithium
hydroxide monohydrate to pH 7.1 — 7.4, the mixture is substantially
concentrated under reduced pressure. Ethanol is added to the solution that
remains. Here, it is ensured that the final water content reached is 7.0 - 9.5%,
preferably 8.0 — 9.0%, and particularly preferably 8.5% (this is achieved by
further addition of ethanol or alternatively water). The mixture is heated under
reflux (60 minutes), and stirring is continued at a jacket temperature of 100°C
for 480 minutes. The mixture is cooled to 20°C. The crude product is isolated
using a centrifuge or pressure nutsch, and the filter cake is washed with
ethanol and then dried at 58°C (jacket) under reduced pressure until an

internal temperature of 48°C is reached.

The crude product (gadobutrol, crude) is dissolved in water. Further
purification is effected via an ion exchanger cascade in the manner below: the
aqueous solution is initially added to an acidic ion exchanger AMBERLITE IRC
50. The eluate is then added directly to the basic exchanger IRA 67. The
eluate is pumped back onto the acidic exchanger etc. The solution is recycled
until the conductivity of the solution has reached a value of <20 uS/cm. On a
thin-layer evaporator, the solution is then concentrated carefully and gently at
50 mbar. The ion exchanger treatment affords a product which is already of
very high quality. Analysis shows that very small amounts of the following

components are still present:

See Fig. 14, formula llI

Owing to its negative charge, Gd-DOTA is adsorbed completely on the anion
exchanger. Gd-DO3A is an electrically neutral compound and is therefore not
absorbed on the ion exchanger. In contrast to the other two impurities (di-
TOBO ligands and butrol ligand), Gd-DO3A has a more lipophilic nature.
However, surprisingly, analysis detects the diastereomeric di-TOBO ligands

(the potential Gd complexes, which are not very stable, may lose gadolinium
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on the cation exchanger). Moreover, the occurrence of free butrol ligand is
observed (here, too, the acidic ion exchanger may remove Gd from the
complex). For the person skilled in the art, the occurrence of the di-TOBO
ligands and the butrol ligand after this purification step is surprising, since it
would be expected that potentially substances containing amine and acid

groups would be absorbed quantitatively on the ion exchanger.

Since the 3 byproducts mentioned are the critical impurities which in all cases
are to be kept as low as possible, a further purification step is required. Here,
the conditions have to be chosen such that maximum yield with optimum

quality is achieved.

By addition of water, the concentrated product-containing fraction from the ion
exchange purification is adjusted to a concentration of from 19.1 to 20.9% (w/w).
This is followed by treatment with activated carbon, the purpose of which is the
greatest possible reduction of the endotoxin value of the product (preparation for
parenteral administration). To this end, the product is stirred with NORIT SX Plus
(conductivity 20 uS) at 20°C for 60 minutes and then separated from the carbon
by filtration, and the filtrate is filtered through a sterile filtration candle and
concentrated gently under reduced pressure (jacket temperature at most 80°C).
The jacket temperature is lowered to 75°C and a first partial amount of ethanol is
added, a second partial amount of ethanol is then added over a period of 120
minutes such that the (internal) temperature does not drop below 72°C. The water
content of the solution is determined according to Karl-Fischer. The value should
be from 10.0 to 12.0, preferably 10.5-11.5%, particularly preferably 11%. If the
target value is not reached, it may be set accurately by further addition of water or
ethanol. The mixture is then boiled under reflux for 120 minutes. The mixture is
allowed to cool to 20°C and the product is isolated using a centrifuge or a

pressure nutsch, the filter cake being washed with ethanol.

Drying of gadobutrol, pure is carried out under reduced pressure at an internal
temperature of >53°C and a jacket temperature of 55°C. The end product is filled into
PE pouches coated with aluminium. By appropriate selection of the drying

parameters, it is possible to reduce the residual amount of ethanol to < 202 ppm.
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The invention also relates to gadobutrol of a purity (according to HPLC) of more than
99.7 or 99.8 or 99.9% and

to gadobutrol of a purity of more than 99.7 or 99.8 or 99.9%, comprising free
gadolinium(ll) ions in an amount of less than 0.01%,

having a residual ethanol solvent content of less than 200 ppm and comprising the
butrol ligand (= N-(1-hydroxymethyl-2,3-dihydroxypropyl)-1,4,7-triscarboxymethyl-

1,4,7,10-tetraazacyclododecane) in a proportion of less than 0.03%.

One requirement is to keep the content of free complex former (butrol ligand, formula
3) as low as possible.

During the preparation of the pharmaceutical GADOVIST ® a slight excess of
complex former (of the order of about 0.1%) in the form of the calcium/butrol complex
(Inorg. Chem. 1997, 36, 6086-6093) is added to the formulation. Calcobutrol is an
additive in the pharmaceutical formulations of gadobutrol and has the task of
preventing a release of free gadolinium in the formulation (solutions)(see EP 0 270
483 B2) .

HO,C j /_\ /— CO,-

N N
N N _OH
_och __/
(+) HO  HO  calcobutrol

This approach ensures maximum stability of the aqueous solutions and allows
storage over a relatively long period of time. The problem encountered during storage
of gadolinium-comprising contrast agents in aqueous solution is the trans-chelation of
gadolinium from the complex with metal ions from the glass of the vials (for example
Zn, Cr, etc.), which also form stable complexes and would result in the formation of
toxic free gadolinium ions. If no excess of complex former is added to the formulation,
free gadolinium is formed. In contrast, the thermodynamically less stable calcium
complex of the butrol ligand readily exchanges the calcium. Since calcium is an
element which occurs naturally in the body, it is toxicologically acceptable and thus
ensures absolute patient safety (the formation of free gadolinium can be excluded

with absolute certainty).

The excess of complex former (in form of the calcium complex) in the formulation is

limited by a very narrow specification (0.08 — 0.14%), and the use of high-purity
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gadobutrol in which the proportion of butrol ligand is as low as possible is therefore a
pre-condition since otherwise the total complex former excess would be > 0.14 mol%
(sum of calcium/butrol complex and butrol ligand). This leads to “out of spec”
batches, i.e. batches that do not meet the specification, in the pharmaceutical
production, which would result in considerable economical losses. This represented a
serious problem in the initial preparation of gadobutrol, and there was therefore a
pressing need to control this minor component (butrol ligand) by a stable production

process and by a sensitive analytical method.

An essential pre-condition for the preparation of high-purity gadobutrol is a special
analytical method which allows detection and quantification of main products and
byproducts (impurities). For a long time, the main problem specifically in gadobutrol
analysis was this quantification of the proportion of free butrol ligand. Since detection
was only by a non-selective titration method (see examples), the di-TOBO ligands
(see formula scheme below) were also measured and the sum was displayed. All
gadobutrol batches prepared in accordance with the prior art were characterized by
this “sum method”. With regard to the above-described critical limit based on the
content of free complex former (butrol ligand), this was an absolutely unsatisfactory
situation, which needed to be resolved. In addition to the object of providing an
optimum preparation process affording a product of excellent quality, it was therefore
another object to provide an analytical process for selective monitoring of the main
impurities allowing the determination of the content of butrol ligand and di-TOBO
ligand with an accuracy of < 0.01%. Only by combining analysis and preparation
process, it is possible to produce gadobutrol of > 99.7% (=> 99.9% one spot/peak
quality).

The novel process according to the invention makes it possible, by combination of
specifically controlled crystallization conditions, along with a highly selective
analytical method, to detect byproducts < 0.01%, and thus to provide very good
control over the purity of the active compound gadobutrol, and to keep the impurity

level as low as possible.

The preparation scheme below serves to illustrate the origin of the main impurities of

gadobutrol:

See Fig. 12, formulas Il
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Starting with cyclen (1,4,7,10-tetraazacyclododecane), which is known from the
literature, in a first step the bicyclotrioxaoctane ring (TOBO) is fused on as described
in EP 0986548 B1 (Schering AG) (opening of the epoxide with lithium chloride in
isopropanol under reflux leads to the N-(6-hydroxy-2,2-dimethyl-1,3-dioxepan-5-yl)-
1,4,7,10-tetraazacyclododecane/LiCl complex). In addition to the desired mono-
substituted compound, two further compounds are obtained as byproducts. These
are the doubly alkylated products (Di-TOBO = 1,7- and 1,4-bis(N-(6-hydroxy-2,2-
dimethyl-1,3-dioxepan-5-yl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan/LiCl complex), which are
likewise obtained in the form of the Li complexes (4 diastereomers of 1,4-and 1,7-
substituted compounds in racemic form, i.e. a total of 8 species). After the reaction,
the products are not isolated but the mixture is directly processed further. The crude
product of this reaction step still comprises residual unreacted cyclen (1) which is
carried over into the next step (by distillation, the isopropanol solvent is replaced with

water).

In the next step, using the sodium salt of chloroacetic acid, the products are alkylated
under basic-controlled conditions to give the corresponding acetic acids (butrol
stage). It is important to keep the pH > 12 at all times. In this process step, the
impurities contained in the main product are are alkylated, too, giving a characteristic
impurity spectrum at this stage. In addition to the diastereomeric DI-TOBO ligands,
DOTA and DO3A (by incomplete alkylation) are formed from the cyclen. Following
acidic work-up with hydrochloric acid, the salts (mainly NaCl) are filtered off after
addition of methanol and the butrol ligand is prepared as an aqueous solution for

complexation with gadolinium oxide.

Complexation with gadolinium oxide in water gives a corresponding crude product
which, as main component, comprises essentially gadobutrol. However, the
byproducts described above are likewise gadolinium-complexing ligands, and they
afford the corresponding Gd complexes (4 diastereomeric Gd-di-TOBO complexes,
Gd-DOTA, Gd-DO3A).

In these respects, the process is analogous to the prior art procedure. The prior art
describes the use of ethanol for crystallization of crude and pure gadobutrol, and
aqueous ethanol is also mentioned.

Surprisingly, it has now been found that, by appropriate selection of the crystallization

parameters both at the gadobutrol crude and pure stages, it is possible to achieve
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excellent yields and superior product qualities.
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What is novel is the specific procedure described below which allows the preparation
of high-purity gadobutrol having purities (according to HPLC) of > 99.7 or 99.8 or

99.9% in 4 process steps:

Process step Process Critical limits

1. crystallization from ethanol having a water content
defined water content affords a crude | 7 9.9 59,

product. gadobutrol, crude oreferably 8.0-9.0%

particularly preferably
8.5%

2. ion exchanger purification gives an conductivity < 20 uS/cm
aqueous solution of gadobutrol which | it s important that the
is already highly purified solution is passed
through the acidic

exchanger first.

3. crystallization from ethanol having a water content
defined water content affords a crude | 10— 12%

product: gadobutrol, pure preferably 10.5-11.5%

particularly preferably
11%

4. drying under reduced pressure > 53°C and < 55°C

An important factor in the novel process according to the invention is, surprisingly,
the exact adjustment to a particular water content in the crystallization of both the
crude and the pure product. Suprisingly, the limits are very narrow and yield optimum
results only in this range. Surprisingly, by selecting a specific water content, it is
possible to decrease the amount of both lipophilic impurities (for example DO3A) and
also strongly hydrophilic impurities (Di-TOBO ligands, butrol ligand), with an optimum
total yield of gadobutrol. For the person skilled in the art, this was not obvious, and it

was therefore surprising for all.
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The total yields obtained in the novel process according to the invention (starting with

cyclen) are excellent and are shown in the table below:

Process step Yield

cyclen to gadobutrol, crude almost quantitative (> 96%)
ion exchanger purification 74.1%

final crystallization 96.9%

total yield (starting from cyclen) 70%

In combination with the very high purity, such a high total yield leads to a significant

improvement in economic terms of the production process.

The schematic representation below summarizes how total yield and purity are
related to water content in the final crystallization (the principle also applies to the first

crystallization):
See Fig. 4 Yield, purity and water contents after final crystallisation

With increasing water content (left side), a decrease in yield and at the same time an
increase of lipophilic impurities is observed. With decreasing water content (right
side), the yield increases; however, at the same time the proportion of hydrophilic
impurities increases. Accordingly, it was very surprising that such a high total yield

(compared to the prior art) can be achieved combined with excellent quality.

A further important point of the process according to the invention is based on the
fact that virtually only one main polymorph is obtained in the preparation (a second
unwanted polymorph is also observed, but only in insignificant amounts). The
physical properties are of high interest and very important because they are related
to storage stability and solubility of the product. With a long shelf-life, it is possible to
manufacture stocks of product which can then be used to produce the
pharmaceutical preparation, in the present case GADOVIST®, on demand. This

allows optimum flexibility in the preparation process.

It is found that 2 polymorphs are present in the form of the monohydrates (water
content 3-3.5%):

Monohydrate | and monohydrate Il (see examples in the later part)
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It has been found that, when a very high purity, preferably > 99.7 or 99.8 or 99.9%, is
reached, what is present is substantially polymorph I. This is important since this
polymorph also has more favourable properties compared to polymorph I, in
particular with regard to the solubility of the polymorphs in water. The better solubility
of polymorph | ensures optimum preparation of the pharmaceutical formulations
(solutions for parenteral administration in water). Of particular interest here is the 1
molar GADOVIST® solution which is based specifically on the high solubility of
gadobutrol. The better the solubility of the material in the pharmaceutical production,
the better and the more reproducible the process. This ensures high safety and

reproducibility in the preparation.

Solubility of polymorphs | and Il in water
The table below shows the solubility of the two polymorphs | and Il of gadobutrol at

20°C in water

Polymorph Solubility in water (g/l)
monohydrate | 1081 £2
monohydrate |l 922 +9

The values determined for the solubility of gadobutrol show that it is soluble in water
in almost any ratio. Surprisingly, polymorph | monohydrate | is more soluble than
monohydrate Il. This is favourable with respect to the preparation process of the
formulation, but has no effect on the safety of the preparation (in the case of
polymorph Il, longer stirring is required / in general, batches comprising a proportion

of polymorph Il are not used for the sake of a standardized preparation process).

Stability on storage

Three batches of monohydrate | and one batch of monohydrate |l were stored under
ICH conditions. Both forms remained unchanged for 6 months at 40°C / 75% relative
atmospheric humidity and for 36 months at 25°C / 60% relative atmospheric humidity
and 30°C / 75% relative atmospheric humidity. No decomposition products were
observed, and no other parameters of the specification were changed substantially.

On storage, the batches maintained their solid state.
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Behaviour of the monohydrates during the preparation of the pharmaceutical
Differences between the two monohydrates | and |l were observed during dissolution
of the active compound. In general, the time required to get monohydrate | into
solution is 45 minutes at 40-50°C. During this time, monohydrate Il was incompletely

dissolved. For dissolution, significantly longer periods of time were required.

Analytical characterization of gadobutrol

As already mentioned, the main problem in the analysis was the analysis of the
differentiation and quantification of butrol ligand and di-TOBO ligand. Surprisingly,
conditions were found which allow the determination of these main impurities with an
analytical accuracy of < 0.01%, which represents a major breakthrough in the entire
production chain. With this process, for the first time, it was possible to differentiate
the crystallization processes with respect to their efficiency and productivity. The

tables below show the essential parameters of this method (see also the examples).

HPLC conditions

column length: 250 mm

internal diameter: 4.6 mm

stationary phasel: Luna Phenyl-Hexyl 3 um
column temperature: 50°C

autosampler temperature: 10°C

flow rate: 1.0 ml/min

Corona detector: 100 pA

UV detector: 195 nm

flow rate: 1.0 ml/min

Gradient parameters:

mobile phase A: 0.0025% strength formic acid + 0.5% acetonitrile
mobile phase B: acetonitrile
Step Time A [%] B [%] Gradient profile
[min]
1 0.0 100 0 S
2 15.0 100 0 isocratic
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3 30.0 75 25 linear
4 30.1 100 0 linear
5 40.0 100 0 equilibration

The quality of the gadobutrol batches prepared by the novel process according to the

invention for the specific crystallization can be summerized as follows:

Analytical parameter Measurement values found
purity (HPLC) >99.7 or 99.8 or 99.9%
free Gd3+ <0.01%

butrol ligand < 0.03%

di-TOBO ligand < 0.03%

Gd-DO3A < 0.03%

unspecified impurities < 0.03%

content 98 - 102%

endotoxins <05EU

residual amount of ethanol solvent < 200 ppm

The process according to the invention allows the cost-efficient production of

gadobutrol in individual batches on a 100 kg scale. Here, by selecting the

crystallization parameters, it was possible to achieve optimum yield combined with

optimum purity. Owing to the high purity, it is possible to produce polymorph | in a

reproducible manner, which means firstly great flexibility with respect to the storage

of the active compound and secondly a good dissolution rate in the pharmaceutical

production of the formulation.

The invention further comprises the use of the high-purity gadobutrol for producing a

pharmaceutical formulation for parenteral administration. The conditions of such a

preparation are known from the prior art and are familiar to the person skilled in the
art (EP 0448191 B1, CA Patent 1341176, EP 0643705 B1, EP 0986548 B1, EP

0596586 B1).
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The invention is illustrated by the examples below, where the following analytical

methods were used:

Methods:

1.) Methods used for determining the purity:
The method described below was used first and also served to determine the purities

of the preparation processes described in the prior art.
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1.1. Method: Non-selective photometric titration of free complex formers

Principle of the method

The active compound is quantified by titration. The colour change is monitored
photometrically.

Reagents
sodium hydroxide solution 1N

hydrochloric acid 1% [m/V]

water

Rg 0688, indicator/buffer solution Il

gadolinium sulphate solution 0.00025N standard solution
sodium edetate solution 0.00025M standard solution

Test procedure
For laboratories comprising robots for automated analysis, the work procedure below
does not apply; it is replaced by the corresponding laboratory work procedure.

Test solution

In a 50 ml beaker, 0.2250 — 0.2750 g of test substance, m, is dissolved in a 50 ml
beaker in 5.00 ml of gadolinium sulphate solution, V[1]. The solution is then heated in
a boiling water bath for 15 min. After cooling, 10.0 ml of Rg 0688 indicator/buffer
solution Il are added, and the pH is adjusted to 5.0 0.1 using 1% hydrochloric acid
[w/v] or 1N sodium hydroxide solution. The pH is measured potentiometrically using a
combination glass electrode.

Practice

With magnetic stirring, sodium edetate solution, V[2], is titrated into the test solution
until the electronically determined end point is reached. The change of colour from
violet-red via yellow-orange to yellow is monitored photometrically. Evaluation is
carried out by plotting the curve or using the instrument software. The equivalence
point is determined by extending the start line and the turning tangent; the titration
volumne read off corresponds to the standard solution, V[2], consumed.

Test conditions

instrument: e.g. Titroprocessor 682, from Metrohm

photometer: e.g. fibre-optic photometer 662

wavelength: 570 nm

transmission starting value: 15%

burette: e.g. Dosimat 665; metering accuracy 10 ml 0.005 ml

titration rate: high
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stirrer: intensive stirring

Calculation free complex former in%, calc. as butrol (ZK
00150307), calc. for anhydrous and solvent-free
substance

(V[1]x T[1]- V[2]x T[2]) x 0.00025 x 450.49 x 10
_ m x (100 - (W + LM))

V[1] = consumption of gadolinium sulphate solution in ml
VI[2] = consumption of sodium edetate standard solution in ml
T[1] = titre of gadolinium sulphate solution

T[2] = titre of sodium edetate solution

m = test substance weighed out, in g

W = measurement result of test method water in%

LM = measurement result of test method ethanol in%
450.49 = molar mass of ZK 00150307 in g/mol

1 ml of sodium edetate standard solution corresponds to 450.49 mg of ZK 00150307 .

2.) Novel selective method for the determination of butrol and di-TOBO ligand
In the context of the development of the novel preparation process according to the
invention for gadobutrol, a very specific HPLC method for differentiation of butrol

ligand from other impurities (e.g.: di-TOBO ligand) was developed:

Method parameters

HPLC conditions

column length: 250 mm

internal diameter: 4.6 mm

stationary phase1: Luna Phenyl-Hexyl 3 um
column temperature: 50°C

autosampler temperature: 10°C

flow rate: 1.0 ml/min

Corona detector: 100 pA

UV detector: 195 nm

flow rate; 1.0 ml/min
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Gradient paramet

mobile phase A:

ers:

0.0025% strength formic acid + 0.5% acetonitrile

mobile phase B: acetonitrile
Step Time A [%] B [%] Gradient profile
[min]
1 0.0 100 0 ---
2 15.0 100 0 isocratic
3 30.0 75 25 linear
4 301 100 0 linear
5 40.0 100 0 equilibration

mobile Phase A:

test solution:

injection volume:

notes:

50 pl of 50% strength formic acid in 995 g of water + 5 ml of
ACN pipetted in using a transfer pipette

formic acid quality: for HPLC or LC-MS

acetonitrile quality: Hypergrade

in 10 ml flasks, the samples are dissolved in mobile phase
A, and the flask filled to the mark.

20 ul
weighed out: 25.0 mg/10 ml

The samples have to be filled into polypropylene vials.

The table below shows the retention times of gadobutrol and the relevant main

impurities:

Retention times and relative retention times

No. Name RT RRT
[min]
1 di-TOBO ligand 29 0.22
1b Gd-di-TOBO 3.3 0.25
2 butrol ligand 4.85 0.36
3 gadobutrol 13.3 1.00
4 Gd-DO3A 15.3 1.15
5 GD-DOTA 30.2 2.27

Synthesis of Gd-di-TOBO (No.1b, the counterion used was acetate instead of

chloride):
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For an unambiguous determination method for the gadolinium complex of the di-
TOBO ligand, this was specially prepared (EP 0985548 B1, Example 1). However, it
was found in the investigations that there is no Gd complex of the di-TOBO ligand
present in the end product (the complex is not sufficiently stable and probably

decomposes on the acidic ion exchanger)

See Fig. 13, formulas Il
See Fig. 5 MS-Spectra

Example 1
Preparation of gadobutrol (Gd complex of N-(1-hydroxymethyl-2,3-dihydroxypropyl)-

1,4, 7-triscarboxymethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane)

Similarly to Example 1 and Example 5 of the laid-open publication EP 0986548 B1,
starting with cyclen, gadobutrol, crude is prepared in a one-pot reaction and then
purified on ion exchangers and finally converted by crystallization into gadobutrol,

pure.

A. Preparation of gadobutrol, crude

160 kg of cyclen (1,4,7,10-tetraazacyclododecane), 154 kg of 4,4-dimethyl-3,5,8-
trioxabicyclo[5,1,0]octane and 34.7 kg of lithium chloride are initially charged in 325
kg of isopropanol and heated under reflux for 1320 minutes.

1250 | of water are added, and the mixture is distilled until an internal temperature of
78°C is reached. The mixture is then made up with 805 | of water, and 375 kg of
sodium monochloroacetate are added at 35°C, followed by 120 kg of 50% strength
aqueous sodium hydroxide solution. The mixture is heated to an internal temperature
of 65°C, and a further 85 kg of 50% strength aqueous sodium hydroxide solution are
added. If the pH drops below 12, it is re-adjusted with 10 kg of 50% strength aqueous
sodium hydroxide solution (step-wise). The mixture is stirred at an internal
temperature of 65°C for 90 minutes. After cooling to 50°C, 240 kg of 36% aqueous
hydrochloric acid are added such that the pH is now 3.1 — 4.9 (if appropriate,
additional hydrochloric acid has to be added; it is important that the target pH is
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reached). At a jacket temperature of 95°C and under reduced pressure, solvent
(isopropanol/water mixture) is then distilled off to a total amount of 1200 kg.

At 40°C, 2554 kg of methanol are added and the pH is adjusted to 1.4 or less (1.1 —
1.3, optimum 1.2) using 282 kg of 36% aqueous hydrochloric acid. The mixture is
stirred at 40°C for 35 minutes. The mixture is then cooled to 20°C and the
precipitated sodium chloride (NaCl) is separated off using a centrifuge or a pressure
nutsche filter (the filter cake is washed with methanol since the product is in solution).
996 (this is still being examined) | of water are added, and the methanol is
substantially distilled off at a jacket temperature of 90°C (250 mbar), with water, the
mixture is concentrated to a mass of 966 kg, and a further 1200 | of water are then
added. 155 kg of gadolinium oxide are added to this solution, and the mixture is
heated at 95°C for 120 minutes. The mixture is allowed to cool to 50°C and adjusted
to pH 7.1 — 7.4 using lithium hydroxide monohydrate (this requires about 85 kg of
lithium hydroxide monohydrate). At a jacket temperature of 120°C and under reduced
pressure, 895 kg of water are then distilled off. The mixture is allowed to cool to
73°C, 5286 kg of alcohol (MEK = methyl ethyl ketone denaturized) are added and the
water content is checked using the Karl-Fischer method. The water content is
adjusted to 8.5%. (If the value is less than 7.0, an appropriately calculated amount of
water is added. If the value is greater than 9.5%, an appropriate amount of ethanol is
added. For the process, it is important that the value is in the range from 7.0 to 9.5).
The mixture is then heated under reflux (78°C) for 60 minutes. Eventually,
spontaneous crystallization occurs. The mixture is stirred at a jacket temperature of
100°C for 480 minutes and then allowed to cool to 20°C.

The product is isolated using a centrifuge or pressure nutsche, the filter cake twice
being washed with ethanol. In a paddle drier, the crude product is dried at a jacket
temperature of 58°C for 90 minutes under reduced pressure (until a pressure of < 62
mbar and a temperature of > 46°C are reached) or washed with ethanol three times
and dried at < 34°C. The product is then dried at an internal temperature of 48°C for
60 minutes. The crude product is cooled to 20°C and filled into containers. This gives

540 kg of a colourless crystalline powder (yield > 96%).

B. lon exchanger purification of gadobutrol, crude

Part of the batch prepared above is purified as follows:
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120 kg of gadobutrol, crude are dissolved in 1200 kg of water and initially pumped
onto a column which contains acidic ion exchanger (AMBERLITE IRC 50). The eluate
is pumped directly onto a column which basic ion exchanger (IRA 67) and the eluate
is then pumped back onto the acidic ion exchanger (and so forth). The solution is
recirculated until a conductivity limit value of < 20 uS/cm is reached.

The solution is transferred to a thin-layer evaporator and carefully concentrated at 50
mbar (89 kg in about 585 | of water, yield 74.1%)

C. Final crystallization to gadobutrol, crude

16 kg of activated carbon NORIT SX PLUS are added to 324 kg of gadobutrol, crude
(19.1 — 20.9% strength solution in water) (conductivity 20 uS), and the mixture is
stirred at 20°C for 60 minutes. The activated carbon is filtered off and washed twice
with water. The product-containing filtrate solution is then filtered through a sterile
filter candle and concentrated at a jacket temperature of 80°C under reduced
pressure (amount of distillate about 1600 |). The jacket temperature is then raised to
75°C and, in a first step, 100 kg of alcohol are metered in, the jacket temperature is
then increased to 98°C (> 75°C internal temperature), and a further 1360 kg of
alcohol are added such that the internal temperature does not drop below 72°C (total
time for the metered addition about 120 minutes). At this point in time, the water
content of the solution is determined according to Karl-Fischer. Ideally, the value
should be 10 - 12%. If the value is higher or lower, it is adjusted to 11% exactly by
addition of water or alcohol (in small portions). Once the desired water content is
achieved, the mixture is heated under reflux for 120 minutes. The mixture is allowed
to cool to 20°C, the product is isolated using a centrifuge or pressure nutsche and the
filter cake is washed with ethanol. The product is then dried under reduced pressure
(jacket temperature 55°C) until an internal temperature of > 53°C is reached. The

product is then filled into aluminium-coated PE bags.

Yield: 314 kg (96.9% of theory) of a colourless crystalline powder, polymorph |

water content (Karl-Fischer): 3.1%
amount of residual ethanol solvent: < 200 ppm
content: 100.4% (compared to external reference)

HPLC (100% method): > 99.7% (99.8 or 99.9%)
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free Gd*: < 0.01%
butrol ligand: < 0.03%

di-TOBO ligand generally < 0.03%
Gd-DO3A: not detectable < 0.03%
endotoxin: < 0.5 EU

unspecified impurities: < 0.03%

The table below shows the analytical data of 6 batches taken during the course of the

gadobutrol production and produced by the process described above:

1 2 3 4 5 6
Batch No.
Specification
338.1 2542 446.6 209.6 241.9 289.
Batch size [kg]
ethanol: (GC) <2000 ppm <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LC
impurities: (HPLC) butrol < 0.05% <0.03%* | <0.03%%* | <0.03%* | <0.03%* | <0.03%* | <0.03
impurities: (HPLC) any unspecified < 0.05% | <0.03%* | <0.03%* | <0.03%* | <0.03%* | <0.03%* | <0.03
Impurities: (HPLC) total € 0.30% <0.03% | <0.03% | <0.03% | <0.03% | <0.03% | <0.0
free gadolinium: <0.01% ** <0.01% | <0.01% | <0.01% | <0.01% | <0.01% | <00
(photometric titration)
water: (Karl Fischer) <7.0% 3.1% 3.1% 3.1% 3.4% 3.2% 3.1°
gadolinium content: (ICP) |255t0265mg/g 260mg/g|259mg/g|255mg/g|259 mg/g|263 mg/g|261 m;
98.0 to 102.0%, 99.9% 99.7% 99.7% 99.7% 101.0% 100.2
calculated as gadobutrol **
test for gadobutrol: (HPLC) (98.0 to 102.0% ** 100.2% 100.4% 100.2% 100.3% 100.9% 100.C
Example 2

Characterization of polymorphs | and Il

1. X-ray diffraction

The graphical illustrations below show the X-ray diffraction spectra of the two

polymorphs compared to the amorphous material.

Method

X-ray powder diffraction (XRPD)

The measurement was carried out in transmission mode using the STOE Powder
Diffractometer STADI P.



WO 2012/143355

Detector:
radiation:
Mode:

Scan range:
Stepwidth:

Measuring time:
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linear position sensitive detector
germanium-monochromatized CuKa1-radiation (A = 1.5406 A)
transmission

3°<20 <40°0r 3°<20 < 35°

0.5°or 1.0°

t > 60 s/step

Sample preparation: thin layer

See Fig. 6 X-Ray diffractogram of polymorph | monohydrate | (above) compared to

the calculated theoretical diffractogram of the monohydrate (below)

See Fig. 7, X-Ray diffractogram of polymorph Il monohydrate |l

See Fig.8, X-ray diffractogram of amorphous gadobutrol

2. IR spectra

See Fig. 9, IR spectrum of monohydrate | (nujol preparation)

See Fig. 10, IR spectrum of monohydrate Il (nujol preparation)

Fig. 11, IP spectrum of amorphous material (nujol preparation)
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3. Differential thermal analysis (DTA) and thermogravimetry (TG)

Method

Simultaneous DTA/TG measurements are recorded on a Seteram DSC 111.

Heating rates: 5 K/min

Temperature range: 25°C — 250°C (partly up to 500°C)
Purge gas: dry nitrogen

Sample holder: aluminium crucibles

See Fig. 1, DTA/TG traces of monohydrate |
See Fig. 2, DTA/TG traces of monohydrate Il
See Fig. 3, DTA/TG traces of the amorphous phase
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1.

Patent Claims

Process for producing high-purity gadobutrol (= the gadolinium complex of N-
(1-hydroxymethyl-2,3-dihydroxypropyl)-1,4,7-triscarboxymethyl-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane) which comprises the reaction of cyclen (1,4,7,10-
tetraazacyclododecane) with 4,4-dimethyl-3,5,8-trioxabicyclo[5,1,0]octane and
lithium chloride in alcohol at elevated temperatures, alkylation with sodium
monochloroacetate in alkaline medium, work-up under acidic conditions,
removal of the salts and addition of gadolinium oxide, then the adjustment of
the pH with lithium hydroxide to a neutral to slightly basic value, concentration
of the solution and addition of alcohol, heating under reflux and, after cooling,
isolation and drying of the crude product, dissolution of the crude product in
water and purification on an ion exchanger cascade, then treatment with
activated carbon followed by sterile filtration, then boiling under reflux, cooling

and isolation of the product.

Process according to Claim 1, characterized in that the starting material cyclen
(1,4,7,10-tetraazacyclododecane) is reacted with 4,4-dimethyl-3,5,8-
trioxabicyclo[5,1,0]octane and lithium chloride in isopropanol at elevated
temperatures, then distilled on water and alkylated with sodium
monochloroacetate in alkaline medium, worked up under hydrochloric
conditions, the salts are removed by addition of methanol and the crude ligand
is reacted with gadolinium oxide in water at elevated temperatures, the pH is
then adjusted with lithium hydroxide to 7.1-7.4, the solution is concentrated
and ethanol is added in such an amount that a water content of preferably 7.0
—17.0%, is reached, the mixture is then heated under reflux for at least 60
minutes and the crude product is, after cooling, isolated and dried at 46°-48°C,
the crude product is then dissolved in water and purified on an ion exchanger
cascade, where the solution is passed first through the acidic and then through
the basic ion exchanger, the purified solution, which has a conductance of <
40 uS/cm, is then concentrated, treated with activated carbon, subjected to

sterile filtration and, by metered addition of ethanol, adjusted to a water
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content in the range 7 — 17%, then boiled under reflux and cooled, and the

product is isolated and dried.

3. Process according to Claim 1 or 2, characterized in that the starting material
cyclen (1,4,7,10-tetraazacyclododecane) is reacted with 4,4-dimethyl-3,5,8-
trioxabicyclo[5,1,0]octane and LiCl in isopropanol at elevated temperatures,
then distilled on water and alkylated with sodium monochloroacetate in
alkaline medium and worked up under hydrochloric conditions, the salts are
removed by addition of methanol and the crude ligand is reacted with
gadolinium oxide in water at elevated temperatures, the pH is then adjusted
with lithium hydroxide to 7.1-7.4, the solution is concentrated and ethanol is
added in such an amount that a water content of preferably 8.5% is reached,
the mixture is then heated under reflux for at least 60 minutes and the crude
product is, after cooling, isolated and dried at 46°-48°C, the crude product is
dissolved in water and purified on an ion exchanger cascade, where the
solution is passed first through the acidic ion exchanger, the purified solution,
which has a conductance of < 20 uS/cm, is concentrated, treated with
activated carbon, then subjected to sterile filtration and, by metered addition of
ethanol over a period of 120 minutes, adjusted to a water content preferably in
the range 10 — 12%, then boiled under reflux and cooled, and the product is
isolated and dried at 53-55°C.

4. Process according to any of Claims 1 to 3, characterized in that acidic ion

exchanger and basic exchanger are used.

5. Process according to any of Claims 1 to 3, characterized in that activated

carbon is used.

6. Gadobutrol of a purity (according to HPLC) of more than 99.7%.

7. Gadobutrol of a purity (according to HPLC) of more than 99.8%.

8. Gadobutrol of a purity (according to HPLC) of more than 99.9%.
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9. Gadobutrol according to Claim 6 or 7 or 8, comprising polymorph |

monohydrate |.

10. Gadobutrol according to any of Claims 6 - 9, comprising less than

0.01% of free gadolinium(lll) ions.

11. Gadobutrol according to any of Claims 6 - 9, comprising a residual ethanol

solvent content of less than 200 ppm.

12. Gadobutrol according to any of Claims 6, 7 and 8, comprising a proportion of
butrol ligand (= N-(1-hydroxymethyl-2,3-dihydroxypropyl)-1,4,7-

triscarboxymethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane) of less than 0.03%.

13. Gadobutrol in a purity (according to HPLC) of more than 99.7 or 99.8 or
99.9%, comprising less than 0.01% of free gadolinium(lll) ions,
comprising a residual ethanol solvent content of less than 200 ppm and
comprising a proportion of butrol ligand (= N-(1-hydroxymethyl-2,3-
dihydroxypropyl)-1,4,7-triscarboxymethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane) of
less than 0.03%.

14. Gadobutrol according to any of Claims 6, 7, 8, 9 and 10 having a water

content of from 3.0 to 3.5%.

15. Use of high-purity gadobutrol according to any of Claims 1 to 3 for producing a

pharmaceutical formulation for parenteral administration (Gadovist®).
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Fig. 4 Yield, purity and water contents after final crystallisation
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Fig.6
X-ray diffractogram of polymorph | monohydrate | (above) compared to the calculated
theoretical diffractogram of the monohydrate (below)
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Fig. 7

X-ray diffractogram of polymorph [| monohydrate i
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X-ray diffractogram of amorphous gadobutrol*
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*obtained by freeze-drying of a 20% aqu. solution

Fig.9

IR spectrum of monohydrate | (nujol preparation)

100000

80000

&0 000

A0 000

% Transmittance

20.000

0000

40003

2165495

200040




WO 2012/143355 PCT/EP2012/057013
8/12

Fig. 10

IR spectrum of monohydrate Il (nujol preparation)
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Fig. 11

IR spectrum of amorphous material (nujol preparation)
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PREPARACION DE GADOBUTROL DE ALTA PUREZA

La invencidén se refiere a un proceso para preparar gadobu-
trol de alta pureza, a gadobutrol con una pureza mayor del
99,7 6 99,8 6 99,9% y al uso para preparar una formulacidn
farmacéutica para aplicacidén parenteral.

Los desarrollos méas recientes en el campo de los agentes de
contraste de resonancia magnética gque contienen gadolinio
(EP 0448191 B1l, Patente de los EE.UU. 5.980.864, EP 0643705
B1l, EP 0986548 B1l, EP 0596586 Bl) incluyen al agente de
contraste para tomografia de resonancia magnética gadobu-
trol (Gadovist® 1.0) que ha estado aprobado durante un
tiempo relativamente prolongado en Europa y mads reciente-
mente también en los EE.UU. con el nombre Gadovist®.

La accidén de contraste se basa en el gadobutrol, un comple-
jo no idénico que consiste en gadolinio(III) y el ligando
macrociclico 4dcido dihidroxihidroxi metilpropiltetraazaci-
clododecanotriacético (butrol), que entre otras cosas, en
las dosificaciones recomendadas clinicamente, permite 1los
obtener tiempos de relajacidén mas cortos en los protones
del agua de los tejidos.
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gadobutrol

Debido a su importancia para el diagndstico por imégenes,



en particular el diagndéstico por imadgenes de resonancia
magnética, los complejos de metales, en particular el com-
plejo de gadolinio N-(l-hidroximetil-2,3-dihidroxipropil)-—

rz

1,4, 7-triscarboximetil-1,4,7,10-tetraazaciclododecano ga-—
dobutrol” (DE 4009119) se puede preparar por diversas ru-
tas. A pesar de progreso conseguido en comparacidén con los
procesos originales, aun existe la necesidad de disponer de
sintesis gue sean menos daflinas para el medio ambiente vy
mas efectivas en cuanto a los costos, y que sean apropiadas
para implementar especialmente a escala industrial. En par-
ticular, existe una gran demanda de grandes capacidades de
produccién de productos de alta calidad. En afios mas re-
cientes, ha habido una tendencia a reemplazar algunos de
los agentes de contraste de cadena abierta o todos ellos,
por agentes de contraste ciclicos. Aqui, existe el requeri-
miento de producir productos particularmente puros, gue
ademds también deberian ser efectivos en cuanto a los cos-
tos. En general, estos son requerimientos mutuamente exclu-
yentes, porque los productos de alta calidad son costosos
de producir debido a las medidas de purificacidén especifi-
cas que son necesarias. Para un déptimo control de calidad,
es necesario que haya disponible un método muy confiable
para la determinacidén analitica que permita la deteccidn y
cuantificacién de todos los componentes minoritarios que
estén presentes.

Por lo tanto, existe la necesidad de un proceso econdmica-—

mente favorable para producir gadobutrol, y también de un



método analitico gque permita la deteccidén selectiva y cuan-
tificacién de cantidades minimas de componentes minorita-
rios (monitoreo de la produccidn).

Unos aspectos muy importantes en la preparacidén de gadobu-
trol son la calidad y costos de produccidn del producto fi-
nal. Debido a los requerimientos de las regulaciones, se
deben satisfacer altos estdndares de calidad. En este con-
texto tienen interés la pureza y el contenido del compuesto
activo. Con relacidén a la pureza, en particular es necesa-
rio monitorear el espectro de subproductos. Se debe reali-
zar una calificacidén y evaluacidn toxicoldgica de los com-—
ponentes minoritarios. Por lo tanto, en la memoria descrip-
tiva se da una lista de los mismos y se define la maxima
cantidad en que aparecen en el producto. Debido a razones
de seguridad del producto y por el bien del paciente, el
espectro de subproductos y/o la presencia de contaminantes
individuales se mantienen en el nivel mds bajo posible.

En este contexto, el polimorfismo del compuesto activo es
importante, porque estd estrechamente relacionado con la
solubilidad en agua y la vida en estante. Por lo tanto, es
deseable que el proceso de acuerdo con la invencidén produz-
ca la forma polimérfica que tiene la mejor solubilidad en
agua y que sea mas estable ante el almacenamiento.

En el arte anterior se describe la preparacidén con alto
rendimiento de gadobutrol comenzando a partir de un cicleno
(1,4,7,10-tetraazaciclododecano) de la férmula 1, que es

conocido de la literatura (DE19608307).
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El arte anterior méds relacionado (Inorg. Chem. 1997, 30,
6086-6093 y DE 19724186 A, DE19608307 A) y EP 1343770 Bl
describe procesos donde el ligando butrol se aisla como un
complejo de 1litio y se continla convirtiendo para dar el
producto final.

Un objeto de la presente invencidn consiste en proveer un
proceso que permita producir gadobutrol con alto rendimien-
to y con la mas alta pureza (de acuerdo con la memoria des-—
criptiva).

La invencidén realiza este objeto, un proceso para producir
gadobutrol de alta pureza (= el complejo con gadolinio de
N-(l-hidroximetil-2,3-dihidroxipropil)-1,4, 7-
triscarboximetil-1,4,7,10-tetraazaciclododecano) que com-—
prende hacer reaccionar la materia prima cicleno (1,4,7,10-
tetraazaciclododecano) con 4,4-dimetil-3,5, 8-
trioxabiciclo[5.1.0]octano y cloruro de litio en alcohol a
altas temperaturas, alquilar con monocloroacetato de sodio
en medio alcalino, continuando el trabajo en condiciones
acidas, eliminar las sales y agregar oOxido de gadolinio,
luego ajustar el pH con hidréxido de litio hasta un wvalor

neutro a ligeramente bdsico, concentrar la solucidén y agre-



gar alcohol, luego calentar bajo reflujo y, luego del en-
friamiento, aislar y secar el producto crudo, disolver el
producto crudo en agua y purificar con un intercambiador de
iones, luego tratar con carbdén activado seguido de filtra-
cidén estéril, luego llevar a ebullicidén bajo reflujo, en-
friar, aislar y secar el producto.

Este es en particular un proceso donde la materia prima ci-
cleno (1,4,7,10-tetraazaciclododecano) se hace reaccionar
con 4,4-dimetil-3,5,8-trioxabiciclo[5.1.0]octano y cloruro
de litio en isopropanol a altas temperaturas, luego se des-—
tila sobre agua y se alquila con monoclorocacetato de sodio
en medio alcalino, continuando el trabajo de manera rutina-
ria en condiciones clorhidricas, se separan las sales por
agregado de metanol y el ligando crudo se hace reaccionar
con ¢6xido de gadolinio en agua a altas temperaturas, luego,
el pH se lleva con hidréxido de litio a un wvalor de 7,1
7,4, la solucidén se concentra y se agrega etanol en una
cantidad tal que se 1llega a un contenido de agua de 7 -
17%, preferiblemente 8,0 - 9,0%, luego, la mezcla se ca-
lienta bajo reflujo durante por lo menos 60 minutos y luego
del enfriamiento, el producto crudo se aisla y se seca,
preferiblemente se seca a 46° - 48°C, el producto crudo se
disuelve después en agua y se purifica en una cascada de
intercambiadores de iones, donde la solucién se hace pasar
primero a través del intercambiador de iones &acido y luego
a través del basico, la solucidén purificada, gque tiene una

conductancia < 40 uS/cm, luego se concentra, se trata con



carbdén activado, se somete a filtracidén estéril vy, por
agregado dosificado de etanol, se lleva a un contenido de
agua dentro del rango entre 7 - 17%, preferiblemente de
aproximadamente 11%, luego se lleva a ebullicidédn bajo re-
flujo yv se enfria, y el producto se aisla y se seca.

Este es en particular un proceso donde la materia prima ci-
cleno (1,4,7,10-tetraazaciclododecano) se hace reaccionar
con 4,4-dimetil-3,5,8-trioxabiciclo[5.1.0]octano y cloruro
de litio en isopropanol a altas temperaturas, luego se des-—
tila sobre agua y se alquila con monoclorocacetato de sodio
en medio alcalino y continuando el trabajo de manera ruti-
naria en condiciones clorhidricas, se separan las sales por
agregado de metanol y el ligando crudo se hace reaccionar
con 6éxido de gadolinio en agua a altas temperaturas, luego,
el pH se lleva con hidréxido de litio a un wvalor de 7,1 -
7,4, la solucidén se concentra y se agrega etanol en una
cantidad tal que se alcanza un contenido de agua dgque en
particular preferiblemente es de 8,5%, luego, la mezcla se
calienta bajo reflujo durante por 1lo menos 60 minutos vy
luego del enfriamiento, el producto crudo se aisla y se se-
ca a 46° - 48°C, el producto crudo se disuelve después en
agua y se purifica en una cascada de intercambiadores de
iones, donde la solucidn se hace pasar primero a través del
intercambiador de iones acido y luego a través del basico,
luego se concentra la solucién purificada, gque tiene una
conductancia < 20 pS/cm,, se trata con carbdn activado,

luego se somete a filtracidn estéril y, por agregado dosi-



ficado de etanol durante un periodo de 120 minutos, se lle-
va a un contenido de agua de 10 - 12%, preferiblemente 11%,
luego se lleva a ebullicidén bajo reflujo y se enfria, y el
producto se aisla y se seca, preferiblemente se seca a 53-
55°C.
Para la cascada de intercambiadores de iones, en el proceso
se emplean los siguientes intercambiadores:
Los intercambiadores apropiados son los intercambiadores de
iones comerciales de costumbre.
De manera ventajosa, el intercambiador de iones 4&acido que
se utiliza es Amberlite IRC 50, y el intercambiador bdasico
que se utiliza es IRA 67. Luego de esta purificacidén por
una cascada de intercambiadores de iones, donde la solucidn
se hace pasar primero a través del intercambiador de iones
dcido y luego a través del basico, luego, la solucidn que
se purificé de esa manera, que tiene una conductancia < 20
puS/cm, se concentra, se trata con carbdén activado, como por
ejemplo carbén activado Norit SX Plus, luego se somete a
filtracidén estéril y, por agregado dosificado de etanol du-
rante un periodo de 120 minutos, se lleva a un contenido de
agua de preferiblemente 11%, luego se lleva a ebullicidn
bajo reflujo y se enfria, y el producto se aisla y se seca
a 53-55°C.
A continuacidén se da una descripcién detallada del proceso
novedoso de acuerdo con la invencién:

® Tuego de complejar el ligando butrol, presente en una

solucidén acuosa, con o6xido de gadolinio (120 minutos,



90°C) y de llevar el pH con hidréxido de litio monohi-
drato a un pH 7,1 - 7,4, la mezcla se concentra sus-
tancialmente bajo presidén reducida. A la solucidn que
queda se le agrega etanol. Aqui, se debe asegurar que
el contenido final de agua que se alcanza sea de 7,0 -
9,5%, preferiblemente 8,0 - 9,0%, y en particular pre-
feriblemente 8,5% (este se obtiene mediante un agrega-
do adicional de etanol o como alternativa agua). La
mezcla se calienta bajo reflujo (60 minutos), y se
contintia con la agitacidén a una temperatura de la ca-
misa de 100°C durante 480 minutos. La mezcla se enfria
a 20°C. El1l producto crudo se aisla usando una centri-
fuga o una nucha a presién, y la torta de filtro se
lava con etanol y luego se seca a 58°C (camisa) bajo
presidén reducida hasta que se alcanza una temperatura
interna de 48°C.

El producto crudo (gadobutrol, crudo) se disuelve en
agua. Se realiza una purificacién adicional con una
cascada de intercambiadores de iones de la siguiente
manera: la solucidén acuosa se agrega inicialmente a un
intercambiador de iones 4&cido AMBERLITE IRC 50. E1
eluato se agrega luego directamente al intercambiador
bdsico IRA 67. El eluato se bombea de retorno sobre el
intercambiador &cido, etc. La solucidén se recicla has-
ta que la conductividad de la solucidén haya alcanzado
un valor de < 20 uS/cm. Luego, la solucidn se concen-

tra cuidadosa y suavemente a 50 mbar en un evaporador



de capa delgada. El intercambiador de iones tratamien-
to da un producto que ya es de muy alta calidad. E1
andlisis muestra que aun hay presentes muy pequeflas
cantidades de los siguientes componentes:
Véase la Figura 14, foérmula III
Debido a su carga negativa, el Gd-DOTA se adsorbe por com-
pleto sobre el intercambiador de aniones. Gd-DO3A es un
compuesto eléctricamente neutro y por lo tanto no se absor-
be sobre el intercambiador de iones. A diferencia de las
otras dos impurezas (los ligandos di-TOBO y el ligando bu-
trol), Gd-DO3A tiene una naturaleza méds lipofilica. Sin em-
bargo, sorprendentemente, en el andlisis se detectan los
ligandos di-TOBO diastereoméricos (los potenciales comple-
jos de Gd, que no son muy estables, pueden perder gadolinio
en el intercambiador de cationes). Ademds, se observa la
presencia de ligando butrol libre (aqui también, el inter-
cambiador de iones &cido puede sustraer Gd del complejo).
Para una persona con experiencia en el arte, la presencia
de los ligandos di-TOBO y el ligando butrol luego de este
paso de purificacidén es sorprendente, porgque se podria es-—
perar que las sustancias que potencialmente contienen gru-
pos amina y &cidos serian absorbidos cuantitativamente so-—
bre el intercambiador de iones.
Como los 3 subproductos mencionados son las impurezas cri-
ticas que en todos los casos se deben mantener en un nivel
lo mads bajo posible, es necesario un paso de purificacidn

adicional. Aqui, se deben seleccionar unas condiciones ta-
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les que se obtenga un maximo rendimiento con calidad oépti-
ma.

Por agregado de agua, la fraccidén concentrada gque contiene
producto, proveniente de la purificacidén por intercambio de
iones se lleva a una concentracidén de entre 19,1 y 20,9%
(peso en peso). Esto es seguido del tratamiento con carbdn
activado, cuyo propdésito es la mayor reduccidén posible del
valor de endotoxina del producto (preparacidén para adminis-
tracidén parenteral). Para este fin, el producto se agitd
con NORIT SX Plus (conductividad 20 pS) a 20°C durante 60
minutos y luego se separd del carbono por filtracidn, y el
filtrado se filtra a través de un filtro estéril de bujias
y se concentra suavemente bajo presién reducida (temperatu-
ra de la camisa como maximo de 80°C). La temperatura de la
camisa se baja hasta 75°C y se agrega una primera cantidad
parcial de etanol, luego se agrega una segunda cantidad
parcial de etanol durante un periodo de 120 minutos de ma-
nera tal que la temperatura (interna) no cae por abajo de
los 72°C. El contenido de agua de la solucién se determina
de acuerdo con la prueba de Karl-Fischer. El valor deberia
ser de entre 10,0 y 12,0, preferiblemente 10,5-11,5%, en
particular preferiblemente 11%. Si no se alcanza el valor
objetivo, este se puede establecer exactamente por el agre-
gado adicional de agua o etanol. Luego, la mezcla se hierve
bajo reflujo durante 120 minutos. La mezcla se deja enfriar
hasta 20°C y el producto se aisla usando una centrifuga o

una nucha a presidén, la torta de filtro se lava con etanol.
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El secado de gadobutrol puro se lleva a cabo bajo presidn
reducida a una temperatura interna de >53°C y con una tem-
peratura de la camisa de 55°C. El producto final se usa pa-
ra llenar sachets de PE recubiertos de aluminio. Mediante
la seleccidén apropiada de los parédmetros de secado, es po-
sible reducir la cantidad residual de etanol a < 202 ppm.
La invencidén también se refiere

un gadobutrol de una pureza (de acuerdo con HPLC) mayor del
99,7 6 99,8 6 99,9% y

un gadobutrol de una pureza mayor del 99,7 6 99,8 &6 99, 9%,
que comprende iones gadolinio(III) libres en una cantidad
menor del 0,01%,

con un contenido de solvente etanol residual menor de 200
ppm y que comprende el ligando butrol (= N-(l-hidroximetil-
2,3-dihidroxipropil)-1,4, 7-triscarboximetil-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano) en una proporcidén menor del 0,03%.
Un requerimiento es mantener el contenido del formador de
complejo libre (ligando butrol, férmula 3) en el nivel méas
bajo posible.

Durante la preparacidén del producto farmacéutico GADOVIST®
se agrega a la formulacidén un leve exceso de complejo for-—
mador (en el orden de aproximadamente 0,1%) en la forma del
complejo calcio/butrol (Inorg. Chem. 1997, 36, 6086-6093).
El calcobutrol es un aditivo en las formulaciones farmacéu-
ticas de gadobutrol y se usa con el objetivo de prevenir la
liberacidén de gadolinio libre en la formulacidén (solucio-

nes) (véase EP 0 270 483 B2).
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Este enfoque asegura la mdaxima estabilidad de las solucio-
nes acuosas y permite su almacenamiento durante un periodo
de tiempo relativamente prolongado. El problema que se en-—
cuentra durante el almacenamiento de agentes de contraste
que comprenden gadolinio en solucidédn acuosa es la trans-
quelacidén de gadolinio a partir del complejo con iones de
metal provenientes del vidrio de las ampolletas (por ejem-
plo Zn, Cr, etc)., que también forman complejos estables y
podrian dar como resultado la formacidén de iones gadolinio
libres téxicos. Si a la formulacidén no se le agrega un ex-
ceso de complejo formador, se forma gadolinio libre. A di-
ferencia de esto, el complejo con calcio termodindmicamente
menos estable del ligando butrol intercambia fdcilmente el
calcio. Como el calcio es un elemento que se encuentra na-
turalmente en el cuerpo, el mismo es toxicoldgicamente
aceptable y de esa manera asegura una absoluta seguridad
para el paciente (la formacidén de gadolinio libre se puede
excluir con absoluta certeza).

El exceso de complejo formador (en forma del complejo con
calcio) en la formulacidén estd limitado por una especifica-
cidén muy estrecha (0,08 - 0,14%), y el uso de gadobutrol de
alta pureza en el cual la proporcidén de ligando butrol se
encuentra en el nivel mads bajo posible es por lo tanto una

condicidén previa porque de otra manera el exceso total de
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complejo formador seria > 0,14 % en moles (suma del comple-
jo calcio/butrol y ligando butrol). Esto hace que se obten-
gan lotes “fuera de las especificaciones”, es decir lotes
que no satisfacen las especificaciones, en la produccidn
farmacéutica, que podrian dar como resultado considerables
pérdidas econdémicas. Esto representd un grave problema en
la preparacién inicial del gadobutrol, y por lo tanto hubo
una gran necesidad de controlar este componente minoritario
(ligando butrol) por un proceso de produccidén estable y por
un método analitico sensible.

Una condicidén previa esencial para la preparacidén de gado-
butrol de alta pureza es un método analitico especial que
permita la deteccidén y cuantificacidén de productos princi-
pales y subproductos (impurezas). Durante un tiempo prolon-
gado, el principal problema especificamente en el andlisis
del gadobutrol fue esta cuantificacién de la proporcidn de
ligando butrol libre. Como la deteccidén solo se realizaba
por un método de titulacidén no selectivo (véanse los ejem-
plos), también se midieron los ligandos di-TOBO (véase el
esquema de férmulas mas adelante) y se mostrd la suma. To-
dos los lotes de gadobutrol preparados de acuerdo con el
arte anterior se caracterizaron por este “método de la su-

44

ma Con respecto al limite critico descrito anteriormente
basado en el contenido del formador de complejo libre (li-
gando butrol), esta era una situacidén absolutamente poco

satisfactoria, que era necesario resolver. Ademds del obje-

to de proveer un Ooptimo proceso de preparacidén para dar un
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producto de excelente calidad, por 1lo tanto otro objeto
consistidé en proveer un proceso analitico para el monitoreo
selectivo de las impurezas principales que permita la de-
terminacidén del contenido de ligando butrol y ligando di-
TOBO con una exactitud < 0,01%. Solo al combinar el andli-
sis y el proceso de preparacién, es posible producir gado-
butrol de > 99,7% (=calidad > 99,9% en un punto/pico).

El proceso novedoso de acuerdo con la invencidén posibilita,
por combinacidén de condiciones de cristalizacidén especifi-
camente controladas, junto con un método analitico altamen-
te selectivo, para detectar subproductos < 0,01%, y de esa
manera proveer muy buen control sobre la pureza del com-
puesto activo gadobutrol, y para mantener el nivel de impu-
rezas en el nivel mas bajo posible.

El siguiente esquema de preparacidén sirve para ilustrar el
origen de las impurezas principales del gadobutrol:

Véase la Figura 12, férmulas II

Comenzando a partir de cicleno (1,4,7,10-tetraaza-
ciclododecano), que es conocido de 1la literatura, en un
primer paso se fusiona con el anillo biciclotrioxaoctano
(TOBO) segun se describe en EP 0986548 Bl (Schering AG)
(apertura del epdxido con cloruro de litio en isopropanol
bajo reflujo permite obtener el complejo N-(6-hidroxi-2,2-
dimetil-1,3-dioxepan-5-il1)-1,4,7,10-tetraaza ciclodode-
cano/LiCl) . Ademds del compuesto mono-sustituido que se
desea, se obtienen como subproductos dos compuestos adicio-—

nales. Los mismos son los productos doblemente alquilados



15

(Di-TOBO = complejo 1,7- y 1,4-bis(N-(6-hidroxi-2,2-
dimetil-1, 3-dioxepan-5-i1)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano/LiCl), que se obtienen de manera si-
milar en la forma de los complejos con Li (4 diasteredmeros
de compuestos sustituidos en 1,4- vy 1,7- en forma racémica,
es decir un total de 8 especies). Luego de la reaccidn, los
productos no se aislan sino que la mezcla se continta pro-
cesando directamente. El producto crudo de este paso de
reaccidédn aun comprende cicleno residual sin reaccionar (1)
que se lleva al proéximo paso (por destilacidn, el solvente
isopropanol se reemplaza por agua).

En el préximo paso, usando la sal sdédica del &cido clo-
roacético, los productos se alquilan en condiciones basicas
controladas para dar los correspondientes &acidos acéticos
(etapa butrol). Esto es importante para mantener el pH > 12
en todo momento. En este paso del proceso, las impurezas
contenidas en el producto principal se alquilan, también,
para dar un espectro de impurezas caracteristico en esta
etapa. Ademds de los ligandos di-TOBO diastereoméricos, a
partir del cicleno se forman DOTA y DO3A (por algquilacidn
incompleta). Luego de continuar el trabajo en medio acido
con &cido clorhidrico, las sales (principalmente NaCl) se
separan por filtracidén luego de agregar el metanol y el 1i-
gando butrol se prepara como una solucidn acuosa para la
complejacidén con o6xido de gadolinio.

La complejacién con ¢6xido de gadolinio en agua da el co-

rrespondiente producto crudo gue, como componente princi-
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pal, comprende esencialmente gadobutrol. Sin embargo, 1los
subproductos descritos anteriormente son de manera similar
ligandos complejantes de gadolinio, y los mismos permiten
formar los correspondientes complejos de Gd (4 complejos
Gd-di-TOBO diastereoméricos, Gd-DOTA, Gd-DO3A).

En dichos aspectos, el proceso es analogo al procedimiento
del arte anterior. En el arte anterior se describe el uso
de etanol para la cristalizacidén de gadobutrol crudo y pu-
ro, y etanol acuoso también se menciona.

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que, mediante la
seleccidén apropiada de los pardmetros de cristalizacidén en
ambas etapas del gadobutrol crudo y puro, es posible obte-
ner rendimientos excelentes y calidades de producto supe-
riores.

Lo novedoso es el procedimiento especifico que se describe
a continuacidén que permite la preparacién de gadobutrol de
alta pureza con purezas (de acuerdo con HPLC) > 99,7 6 99,8

6 99,9% en 4 pasos de proceso:

Paso del | Proceso Limite criticos
proceso
1. Cristalizacidén desde eta- | contenido de agua

nol con un contenido de-| 7,0-9,5%

finido de agua que da un |preferiblemente 8,0-

o\

producto crudo: gadobu-|9,0
trol, crudo en particular preferi-

blemente 8,5%

2. purificacién con inter- | conductividad < 20
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cambiador de iones que da |uS/cm

una solucidén acuosa de|es importante hacer
gadobutrol que vya estd|pasar primero la solu-
muy purificada cién a través del in-

tercambiador acido.

3. cristalizacién desde eta- | contenido de agua
nol con un contenido de- |10 - 12%
finido de agua que da un |preferiblemente 10, 5-

producto crudo: gadobu-|11,5%
trol, puro en particular preferi-

blemente 11%

4. secado bajo presidén redu-|> 53°C y < 55°C

cida

Un factor importante en el proceso novedoso de acuerdo con
la invencidén es, sorprendentemente, el exacto ajuste a un
contenido de agua en particular en la cristalizacidén, tanto
del producto crudo como el puro. Sorprendentemente, los 1i-
mites son muy estrechos y el rendimiento éptimo se obtiene
solo dentro de este rango. Sorprendentemente, al seleccio-
nar un contenido especifico de agua, es posible reducir 1la
cantidad, tanto de las impurezas lipofilicas (por ejemplo
DO3A) como también de las impurezas fuertemente hidrofili-
cas (los ligandos di-TOBO, ligando butrol), con un rendi-
miento total de gadobutrol éptimo. Para una persona con ex-
periencia en el arte, esto no fue obvio, y por lo tanto fue
sorprendente para todos.

Los rendimientos totales que se obtienen en el proceso no-
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vedoso de acuerdo con la invencidn (comenzando a partir de

cicleno) son excelentes y se muestran en la siguiente ta-

bla:
Paso del proceso Rendimiento
Cicleno a gadobutrol, crudo casi cuantitativo (>

96

o\

)

Purificacidén con intercambiador de | 74,1%

iones

Cristalizacidén final 96,9%

Rendimiento total (comenzando a par-—|70%

tir de cicleno)

En combinacidén con la muy alta pureza, un alto rendimiento
total con dichas caracteristicas permite obtener una signi-
ficativa mejora en términos econdémicos del proceso de pro-
duccidn.

La siguiente representacidén esquemdtica resume cdmo el ren-—
dimiento total y la pureza se relacionan con el contenido
de agua en la cristalizacidén final (el principio también es
vadlido para la primera cristalizaciédn):

Véase la Figura 4: Rendimiento, pureza y contenido de agua
luego de la cristalizacidén final

Con el aumento del contenido de agua (lado izgquierdo), se
observa una reduccién del rendimiento y al mismo tiempo un
aumento de las impurezas lipofilicas. Con la reduccidn del
contenido de agua (lado derecho), el rendimiento aumenta;
sin embargo, al mismo tiempo aumenta la proporcidén de impu-

rezas hidrofilicas. Por lo tanto, fue muy sorprendente que
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se obtener un alto rendimiento total con dichas caracteris-
ticas (en comparacidén con el arte anterior) combinado con
excelente calidad.

Un punto adicional importante del proceso de acuerdo con la
invencidén se basa en el hecho de que virtualmente en la
preparacidén se obtiene solo una forma polimdérfica principal
(también se observa una segunda forma polimérfica no desea-
da, pero solo en cantidades insignificantes). Las propieda-
des fisicas tienen gran interés y son muy importantes por-
que se relacionan con la estabilidad ante el almacenamiento
y la solubilidad del producto. Con una vida en estante pro-
longada, es posible fabricar soluciones madre de producto
que luego se pueden utilizar para producir el preparado
farmacéutico, en el presente caso GADOVIST®, a demanda. Es-
to permite una déptima flexibilidad en el proceso de prepa-
racién.

Se descubridé que habian 2 formas polimérficas presentes en
la forma de monohidratos (contenido de agua 3-3,5%):
Monohidrato I y monohidrato II (véanse los ejemplos mas
adelante)

Se ha descubierto que, cuando se alcanza una muy alta pure-
za, preferiblemente > 99,7 6 99,8 6 99,9%, que sustancial-
mente estd presente en la forma polimérfica I. Esto es im-
portante porque esta forma polimérfica también tiene pro-
piedades mas favorables en comparacidédn con la forma poli-
mérfica II, en particular con respecto a la solubilidad de

las formas polimérficas en agua. La mejor solubilidad de 1la
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forma polimérfica I asegura una O6ptima preparacidén de las
formulaciones farmacéuticas (soluciones para administracidén
parenteral en agua). Aqui presenta un interés particular la
solucidén de GADOVIST® 1 molar que se basa especificamente
en la alta solubilidad del gadobutrol. Cuanto mejor fuese
la solubilidad del material durante la produccidén farmacéu-
tica, mejor y mas reproducible serd el proceso. Esto asegu-
ra una alta seguridad y reproducibilidad de la preparacidn.
Solubilidad de formas polimérficas I y II en agua

La siguiente tabla muestra la solubilidad de las dos formas

polimérficas I y II de gadobutrol a 20°C en agua

Forma polimérfica | Solubilidad en agua

(g/1)
monohidrato I 1081 * 2
monohidrato II 922 £ 9

Los valores determinados para la solubilidad de gadobutrol
muestran que el mismo es soluble en agua en casi cualquier
proporcidn. Sorprendentemente, la forma polimébrfica I mono-
hidrato I es mds soluble que el monohidrato II. Esto es fa-
vorable con respecto al proceso de preparacidén de la formu-
lacidén, pero no tiene efecto sobre la seguridad de la pre-
paracidén (en el caso de la forma polimérfica II, es necesa-
ria una agitacidén méds prolongada / en general, los lotes
que comprenden una proporcidén de la forma polimérfica II no
se utilizan para favorecer un proceso de preparacidn estan-—

darizado) .
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Estabilidad ante el almacenamiento

Se almacenaron tres lotes del monohidrato I y un lote del
monohidrato II en condiciones ICH. Ambas formas permanecie-
ron sin cambios durante 6 meses a 40°C / 75% de humedad at-
mosférica relativa y durante 36 meses a 25°C / 60% de hume-
dad atmosférica relativa y 30°C / 75% de humedad atmosféri-
ca relativa. No se observaron productos de la descomposi-
cidén, y no hubo cambios sustanciales en otros parametros de
las especificaciones. Ante el almacenamiento, los lotes
mantuvieron su estado sdélido.

Comportamiento de los monohidratos durante la preparacidén
del producto farmacéutico

Se observaron diferencias entre los dos monohidratos I y II
durante la disolucidén del compuesto activo. En general, el
tiempo necesario para obtener al monohidrato I en solucidn
es de 45 minutos a 40-50°C. Durante este tiempo, el monohi-
drato II permanecidé disuelto de manera incompleta. Para la
disolucién, fueron necesarios periodos de tiempo significa-
tivamente mds prolongados.

Caracterizacidén analitica del gadobutrol

Como ya se menciond, el principal problema en el andlisis
era el andlisis de la diferenciacidén y cuantificacidén del
ligando butrol y el ligando di-TOBO. Sorprendentemente, se
descubrieron condiciones que permiten la determinacién de
dichas impurezas principales con una exactitud analitica <
0,01%, los que representa un gran progreso en toda la cade-

na de produccidén. Con este proceso, por primera vez, fue
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posible diferenciar los procesos de cristalizacidédn con res-

pecto a su eficiencia y productividad.

Las siguientes ta-

blas muestran los pardmetros esenciales de este método
(véanse también los ejemplos).

Condiciones de la HPLC

Longitud de la columna: 250 mm

Didmetro interno: 4,6 mm

Fase estacionaria 1:

Luna Fenil-Hexil 3 um

Temperatura de la columna: 50¢°cC
Temperatura del automuestrea-|10°C

dor:

Caudal: 1,0 ml/min
Detector de corona: 100 pA
Detector UV: 195 nm
Caudal: 1,0 ml/min

Pardmetros del gradiente:

fase mévil A:

Acido férmico al 0,0025% +

0,5% de acetonitrilo

fase mévil B: Acetonitrilo

Paso Tiempo A B Perfil del gradiente
[min] [5] (%]

1 0,0 100 0 - - -

2 15,0 100 0 isocratico

3 30,0 75 25 lineal

4 30,1 100 0 Lineal

5 40,0 100 0 Equilibracién
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La calidad de los lotes de gadobutrol gque se prepararon por
el proceso novedoso de acuerdo con la invencidn para la

cristalizacién especifica se puede resumir segun sigue:

Pardmetro analitico Valores gque se encontraron

en la medicidn

pureza (HPLC) > 99,7 6 99,8 & 99,9%
Gd*3 libre < 0,01%
Ligando butrol < 0,03%
Ligando di-TOBO < 0,03%
Gd-DO3A < 0,03%

impurezas que no se especi-|< 0,03%

fican
Contenido 98 - 102%
endotoxinas < 0,5 EU

Cantidad residual de etanol | < 200 ppm

solvente

El proceso de acuerdo con la invencidén permite la produc-—
cidén eficiente en cuanto a los costos del gadobutrol en lo-
tes individuales en una escala de 100 kg. Agui, al selec-
cionar los pardmetros de cristalizacidén, fue posible obte-
ner un rendimiento éptimo combinado con una dptima pureza.
Debido a la alta pureza, es posible producir la forma poli-
mérfica I de una manera reproducible, lo que significa en
principio una gran flexibilidad con respecto al almacena-
miento del compuesto activo y en segundo término una buena
velocidad de disolucidén en la produccidén farmacéutica de la

formulacidn.
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La invencidén también comprende el uso del gadobutrol de al-

ta pureza para producir una formulacidén farmacéutica para

administracidén parenteral. Las condiciones de una prepara-

cidén con dichas caracteristicas se conocen del arte ante-

rior y son familiares para las personas con experiencia en

el arte (EP 0448191 B1l, Patente CA 1341176, EP 0643705 BI1,

EP 0986548 B1, EP 0596586 Bl).

La invencién se ilustra mediante los siguientes ejemplos,

donde se utilizaron los siguientes métodos analiticos:

Métodos:

1) . Métodos que se utilizaron para determinar la pureza:

Primero se utilizdé el método que se describe a continuacidén

y también sirvid para determinar las purezas que se obtie-

nen con los procesos de preparacidén descritos en el arte

anterior.

1.1. Método: titulacién fotométrica no selectiva de forma-
dores de complejo libres

Principio del método

El compuesto activo se cuantifica por titulacidén. E1 cambio

de color se monitorea fotométricamente.

Reactivos

solucidén 1IN de hidrdéxido de sodio

dcido clorhidrico al 1% [m/V]

agua

Rg 0688, solucidén indicadora/amortiguadora de pH III

solucidén de sulfato de gadolinio 0,00025N solucidén estdndar

solucidén de edetato de sodio 0,00025M solucidn estdandar
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Procedimiento de prueba

Para laboratorios que comprenden robots para el andalisis
automatizado, el siguiente procedimiento de trabajo no es
vdlido; el mismo se reemplaza por los correspondientes pro-—
cedimientos de trabajo en laboratorio.

Solucidén de prueba

En un matraz de 50 ml, se disuelven 0,2250 - 0,2750 g de la
sustancia de prueba, m, en un matraz de 50 ml en 5,00 ml de
solucidén de sulfato de gadolinio, VI[1l]. Luego se calienta
la solucidén en un bafo de agua en ebullicidédn durante 15
min. Luego del enfriamiento, se agregan 10,0 ml de solucidn
indicadora/amortiguadora de pH III Rg 0688, y el pH se lle-
va a 5,0 - 0,1 usando acido clorhidrico al 1% [peso en vo-—
lumen] o solucidén de hidréxido de sodio IN. El1l pH se mide
potenciométricamente usando una combinacidn con electrodo
de vidrio.

Practica

Con agitacién magnética, se titula la solucidén de edetato
de sodio, VI[2], en la solucidén de prueba hasta alcanzar el
punto final determinado electrdnicamente. E1 cambio de co-
lor de violeta-rojo pasando por amarillo—-anaranjado a ama-
rillo se monitorea fotométricamente. La evaluacidén se lleva
a cabo graficando la curva o usando el software de los ins-
trumentos. El punto de equivalencia se determina prolongan-—
do la linea inicial y la tangente; la lectura del volumen
de la titulacidén corresponde a la solucidén estdandar, VI[2],

que Sse consume.
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Condiciones de la prueba

instrumento: por ejemplo Titroprocessor 682, de Me-
trohm

fotdémetro: por ejemplo fotdmetro de fibra optica
662

longitud de onda: 570 nm

valor inicial de|15%

transmisién:

bureta: por ejemplo Dosimat 665; exactitud de

dosificacidén 10 ml 0,005 ml

velocidad de titula-|alta
cidn:
agitador: agitacidén intensa

Calculos|formador de

(ZK 00150307

bre de solve

complejo libre en %, calc. como butrol
), calc. Para sustancia anhidra y 1i-

nte

(VIIXT[1FVIZ2KT[2]X

00002%x45049x10

mx (106-(W+LM) )
V1] = consumo de solucidén de sulfato de gadolinio en ml
VI[2] = consumo de solucidén estdandar de edetato de sodio
en ml
T[1] = titulo de la solucidn de sulfato de gadolinio
T[2] = titulo de la solucidén de edetato de sodio
M = sustancia de prueba pesada, en g
W = resultado de la medicién del método de prueba como
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o\

de agua

LM resultado de la medicidén del método de prueba como

o\

de etanol

450,49 |= masa molar de ZK 00150307 en g/mol

1 ml de solucidén estandar de edetato de sodio corresponde a
450,49 mg de ZK 00150307.

2) . Novedoso método selectivo para la determinacién de bu-
trol y ligando di-TOBO

En el contexto del desarrollo del proceso novedoso para la
preparacién de gadobutrol de acuerdo con la invencidn, se
desarrolldé un método de HPLC muy especifico para la dife-
renciacién del ligando butrol de otras impurezas (por ejem-—
plo: del ligando di-TORO) :

Parametros del método

Condiciones de la HPLC

longitud de la co-|250 mm

lumna:

didmetro interno: 4,6 mm

fase estacionaria|Luna Fenil-Hexil 3 pm
1:

temperatura de 1la|50°C
columna: 10°C
temperatura del au-

tomuestreador:

caudal: 1,0 ml/min

Detector de corona: |100 pA

Detector UV: 195 nm
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caudal:

1,0 ml/min

Pardmetros del gradiente:

fase mévil A:

dcido férmico al 0,0025% + 0,5% de

acetonitrilo
fase mévil B: acetonitrilo
Paso |Tiempo A B Perfil del gra-
[min] [%] [%] diente
1 0,0 100 |0 - - -
2 15,0 100 |O isocratico
3 30,0 75 25 lineal
4 30,1 100 |0 lineal
5 40,0 100 |0 equilibracidn

fase mévil A:

50 pl de &cido férmico al 50% en 995 g
de agua + 5 ml de ACN pipeteado usando
una pipeta de transferencia

calidad del &cido férmico: para HPLC o
LC-MS

calidad del acetonitrilo: Hypergrade

solucidén de prueba:

en matraces de 10 ml, las muestras se
disuelven en la fase mévil A, y el ma-

traz se llena hasta la marca.

volumen de inyec-|20 pl
cidn:
Notas: pesada: 25,0 mg/10 ml

Las muestras se debieron usar para

llenar ampolletas de polipropileno.
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La siguiente tabla muestra los tiempos de retencidén del ga-
dobutrol y las impurezas principales relevantes:

Tiempos de retencién y tiempos de retencidn relativos

No. |[Nombre RT RRT

[min]

1 ligando di-TOBO|2,9 0,22

1b |Gd-di-TOBO 3,3 0,25

2 ligando butrol |4,85 |0,36

3 gadobutrol 13,3 |1,00
4 Gd-DO3A 15,3 |1,15
5 GD-DOTA 30,2 (2,27

Sintesis de Gd-di-TOBO (No.lb, el contraidén que se utilizéd
fue acetato en vez de cloruro):

Para un método de determinacidén del complejo de gadolinio
del ligando di-TOBO sin ambigliedades, el mismo se prepard
especialmente (EP 0985548 B1l, Ejemplo 1). Sin embargo, en
las investigaciones se descubrid que el complejo con Gd del
ligando di-TOBO no estaba presente en el producto final (el
complejo no es suficientemente estable y probablemente se
descompone sobre el intercambiador de iones acido)

Véase la Figura 13, Foérmulas III

Véase la Figura 5 - Espectros de masas

Ejemplo 1

Preparacién de gadobutrol (Complejo con Gd de N-(1-

hidroximetil-2,3-dihidroxipropil)-1,4, 7-triscarboximetil-
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1,4,7,10-tetraazaciclododecano)

De manera similar al Ejemplo 1 y al Ejemplo 5 de la publi-
cacidén abierta a la inspeccidén publica EP 0986548 Bl, se
prepara comenzando a partir de cicleno, gadobutrol, crudo
por reaccidén en un solo recipiente y luego se purifica en
intercambiadores de iones y finalmente se convierte por
cristalizacién en gadobutrol, puro.

A. Preparacién de gadobutrol, crudo

Inicialmente se cargan 160 kg de <cicleno (1,4,7,10-
tetraazaciclododecano), 154 kg de 4,4-dimetil-3,5, 8-
trioxabiciclo[5.1.0]octano yv 34,7 kg de cloruro de litio en
325 kg de isopropanol y se calienta bajo reflujo durante
1320 minutos.

Se agregan 1250 1 de agqua, y la mezcla se destila hasta al-
canzar una temperatura interna de 78°C. Luego, la mezcla se
recoge con 805 1 de agua, y se agregan 375 kg de monoclo-
roacetato de sodio a 35°C, seguidos de 120 kg de soluciédn
acuosa de hidrdxido de sodio al 50%. La mezcla se calienta
a una temperatura interna de 65°C, y se agregan otros 85 kg
de solucidén acuosa de hidrdxido de sodio al 50%. Si el pH
cae por debajo de 12, el mismo se reajusta con 10 kg de so-
lucidén acuosa de hidrdéxido de sodio al 50% (paso a paso).
La mezcla se agita a una temperatura interna de 65°C duran-
te 90 minutos. Luego del enfriamiento a 50°C, se agregan
240 kg de acido clorhidrico acuoso al 36% de manera tal que
el pH sea ahora de 3,1 - 4,9 (de ser apropiado, se debe

agregar acido clorhidrico adicional; es importante alcanzar
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el pH objetivo). Luego, una temperatura de la camisa de
95°C y bajo presidén reducida, se separa por destilacidén el
solvente (mezcla de isopropanol/agua) hasta una total can-
tidad de 1200 kg.

A 40°C, se agregan 2554 kg de metanol y el pH se lleva a
1,4 o menos (1,1 - 1,3, optimo 1,2) usando 282 kg de acido
clorhidrico acuoso al 36%. La mezcla se agita a 40°C duran-
te 35 minutos. Luego, la mezcla se enfria a 20°C y el clo-
ruro de sodio (NaCl) que precipita se separa usando una
centrifuga o una nucha a presidén y se filtra (la torta de
filtro se lava con metanol porque el producto se encuentra
en solucidén). Se agregan 996 (esto aun se esta examinando)
1 de agua, y el metanol se separa sustancialmente por des-
tilacidén a una temperatura de la camisa de 90°C (250 mbar),
con agua, la mezcla se concentra hasta una masa de 966 kg,
y luego se agregan otros 1200 1 de agua. A esta solucidn se
le agregan 155 kg de ¢6xido de gadolinio, y la mezcla se ca-
lienta a 95°C durante 120 minutos. La mezcla se deja en-
friar hasta 50°C y se lleva a un pH de 7,1 - 7,4 usando hi-
dréxido de litio monohidrato (esto requiere aproximadamente
85 kg de hidréxido de litio monohidrato). Luego, a una tem-—
peratura de la camisa de 120°C y bajo presidén reducida, se
separan por destilacidédn 895 kg de agua. La mezcla se deja
enfriar hasta 73°C, se agregan 5286 kg de alcohol (MEK =
metil etil cetona desnaturalizada) y se controla el conte-
nido de agua usando el método de Karl-Fischer. El1 contenido

de agua se lleva al 8,5%. (Si el valor es menor de 7,0, se
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agrega una cantidad de agua calculada apropiadamente. Si el
valor es mayor del 9,5%, se agrega una cantidad apropiada
de etanol. Para el proceso, es importante que el valor se
encuentre dentro del rango entre 7,0 y 9,5).

Luego, la mezcla se calienta bajo reflujo (78°C) durante 60
minutos. Eventualmente, ocurre una cristalizacidén esponta-
nea. La mezcla se agitdé a una temperatura de la camisa de
100°C durante 480 minutos y luego se deja enfriar hasta
20°C.

El producto se aisla usando una centrifuga o una nucha a
presidén, la torta de filtro se lava dos veces con etanol.
En una secadora de paletas, el producto crudo se seca a una
temperatura de la camisa de 58°C durante 90 minutos bajo
presidén reducida (hasta alcanzar una presidén de < 62 mbar y
una temperatura de > 46°C) o se lava con etanol tres veces
y se seca a < 34°C. Luego, el producto se seca a una tempe-
ratura interna de 48°C durante 60 minutos. El producto cru-
do se enfria a 20°C y se usa para rellenar los recipientes.
Esto da 540 kg de un polvo cristalino incoloro (rendimiento
> 96%) .

B. Purificacién con intercambiador de iones de gadobutrol,
crudo

Parte del lote que se prepard anteriormente se purifica de
la siguiente manera:

Se disuelven 120 kg de gadobutrol, crudo en 1200 kg de agua
e inicialmente se bombean sobre una columna gque contiene

intercambiador de iones &acido (AMBERLITE IRC 50). El eluato
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se bombea directamente sobre una columna con intercambiador
de iones basico (IRA 67) y el eluato se bombea luego de re-
torno sobre el intercambiador de iones dcido (y asi sucesi-
vamente). La solucidédn se recircula hasta alcanzar un valor
limite de conductividad de < 20 uS/cm.

La solucidén se transfiere a un evaporador de capa delgada y
se concentra cuidadosamente a 50 mbar (89 kg en aproximada-
mente 585 1 de agua, rendimiento 74,1%)

C. Cristalizacién final para dar gadobutrol, crudo

Se agregan 16 kg de carbdn activado NORIT SX PLUS a 324 kg
de gadobutrol, crudo (solucidén en agua al 19,1 - 20,9%)
(conductividad 20 uS), y la mezcla se agita a 20°C durante
60 minutos. El carbdén activado se separa por filtracidn y
se lava dos veces con agua. La solucién filtrada gue con-
tiene producto se filtra luego a través de un filtro de bu-
jia estéril y se concentra a una temperatura de la camisa
de 80°C bajo presidén reducida (cantidad de destilado de
aproximadamente 1600 1l). La temperatura de la camisa se
eleva luego hasta 75°C y, en un primer paso, se dosifican
100 kg de alcohol, entonces la temperatura de la camisa se
aumenta hasta 98°C (temperatura interna > 75°C), y se agre-
gan otros 1360 kg de alcohol, de manera tal que la tempera-
tura interna no caiga por debajo de los 72°C (tiempo total
para el agregado dosificado, de aproximadamente 120 minu-
tos). En este punto de tiempo, el contenido de agua de la
solucidén se determina de acuerdo con la prueba de Karl-

Fischer. Idealmente, el valor deberia ser 10 - 12%. Si el
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valor es mayor o menor, se lleva a exactamente 11% por
agregado de agua o alcohol (en pequefas porciones). Una vez
que se llega al contenido de agua que se desea, la mezcla
se calienta bajo reflujo durante 120 minutos. La mezcla se
deja enfriar hasta 20°C, el producto se aisla usando una
centrifuga o una nucha a presidén y la torta de filtro se
lava con etanol. Luego, el producto se seca bajo presidn
reducida (temperatura de la camisa 55°C) hasta alcanzar una
temperatura interna > 53°C. Luego, el producto se usa para
llenar bolsas de PE recubiertas de aluminio.

Rendimiento: 314 kg (96,9% del tedrico) de un polvo crista-

lino incoloro, forma polimérfica I

o°

contenido de agua (Karl-Fischer): 3,1
cantidad de solvente etanol residual: < 200 ppm

contenido: 100,4% (en comparacidén con la referencia exter-
na)

HPLC (100% método): > 99,7% (99,8 &6 99,9%)

Gd*3 libre : < 0,01%

ligando butrol : < 0,03%

ligando di—-TOBO en general < 0,03%

Gd-DO3A: no detectable < 0,03%

endotoxina: < 0,5 EU

impurezas que no se especifican : < 0,03%

La siguiente tabla muestra los datos analiticos de 6 lotes,
tomados durante el transcurso de la produccidén de gadobu-

trol por el proceso descrito anteriormente:
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Lote 1 2 3 4 5 6
Especi-
No.
fica-
Tamaiio - 338,1 254, 2 446,6 209, 6 241,9 289,6
cién
de 1lote
[kgl
etanol: |[] 2000|< LOQ < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ
(GC) ppm
impure- |butrol (< 0,03%*|< 0,03%*|< 0,03%*|< 0,03%*|< 0,03%*|< 0,03%*
zas 0 0,05%
(HPLC)
impure- |[Ninguna [< 0,03%* |< 0,03%* < 0,03%*|< 0,03%*|< 0,03%*|< 0,03%*
zas !lno  es-—
(HPLC) pecifi-
ca-
dallilrlo,
05%
Impure- |totalllll|< 0,03% |< 0,03% |< 0,03% |< 0,03% |< 0,03% |< 0,03%
zas 0,30%
(HPLC)
gadoli- £ 0,01%|< 0,01% |< 0,01% |< 0,01% |< 0,01% |< 0,01% |< 0,01%
nio 1i-—|*~*
bre
(titu-
lacién
fotomé-
trica)
agua: < 7,0% |3,1% 3,1% 3,1% 3,4% 3,2% 3,1%
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(Karl
Fis-

cher)

conte- |[255 al2z60 mg /|259 mg /|255 mg /|259 mg /|263 mg /|261 mg
nido de|265 mglg g g g g g

gadoli- |/ g

nio: 98,0 a|99,9% 99, 7% 99, 7% 99, 7% 101,0% 100, 3%
(ICP) 102,0%,

calcu-

lado

como

gadobu-

trol *x*

prueba (98,0 a|100,2% 100, 4% 100, 2% 100, 3% 100, 9% 100,0%

para 102,0%
gadobu-— |**
trol:

(HPLC)

Ejemplo 2

Caracterizacién de las formas polimérficas I y II

1. Difraccién de Rayos X

El grafico de las siguientes ilustraciones muestra los Es-—
pectros de difraccidén de Rayos X de las dos formas polimdr-
ficas en comparacidén con el material amorfo.

Método

Difraccién de Rayos X en polvo (XRPD)

La medicidén se llevd a cabo en la modalidad de transmisidn
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usando el Difractdémetro para polvo STOE STADI P.

Detector: detector sensible a 1la posiciédn
lineal
radiacidn: radiacidén CuKol monocromatizada de ger-—

manio (A = 1,5406 A)

Modalidad: transmisidn

Rango de barrido: 3¢ £ 20 £ 40° 6 3° £ 20 £ 35°
Ancho de paso: 0,5° 6 1,0°

Tiempo de medicidn: t =2 60 s/paso

Preparacidén de la muestra: capa delgada

Véase, en la Figura 6, el difractograma de rayos X de la
forma polimérfica I monohidrato I (arriba) en comparacidn
con el difractograma tedrico calculado del monohidrato
(abajo)

Véase, en la Figura 7, el difractograma de rayos X de la
forma polimérfica II monohidrato II

Véase en la Figura 8, el difractograma de rayos X del gado-
butrol amorfo

2. Espectros IR

Véase, en la Figura 9, el espectro IR del monohidrato I
(preparacién en Nujol)

Véase, en la Figura 10, el espectro IR del monohidrato II
(preparacién en Nujol)

Véase, en la Figura 11, el espectro IR del material amorfo
(preparacién en Nujol)

3. Andlisis térmico diferencial (DTA) y termogravimetria

(TG)
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Método
Las mediciones simultdneas de DTA/TG se registran en un Se-
teram DSC 111.

Velocidades de calentamiento: 5 K/min

Rango de temperatura: 25°C - 250°C (parcialmente hasta
500°C)
Gas de purga: nitrdgeno seco

Portamuestras: crisoles de aluminio

Véase, en la Figura 1, Trazas por DTA/TG del monohidrato I
Véase, en la Figura 2, Trazas por DTA/TG del monohidrato II
Véase, en la Figura 3, Trazas por DTA/TG de la fase amorfa
Descripcidén de las figuras y férmula

Figura 1: Trazas por DTA/TG de monohidrato T

Figura 2: Trazas por DTA/TG de monohidrato IT

Figura 3: trazas por DTA/TG de fase amorfa

Figura 4: Rendimiento, pureza y contenido de agua luego de
la cristalizacidén final

Figura 5: Espectros de masas

Figura 6: Difractograma de rayos X de la forma polimdérfica
monohidrato (arriba) en comparacidén con el difractograma
tedrico calculado del monohidrato (abajo)

Figura 7: Difractograma de rayos X de la forma polimdérfica
IT monohidrato II

Figura 8: Difractograma de rayos X de gadobutrol amorfo
Figura 9: Espectro IR del monohidrato, (preparacidén en Nu-
jol)

Figura 11: Espectro IR del material amorfo (preparacidén en
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Nujol)
Figura 12: Fdérmulas I
Figura 13: Fdérmulas II

Figura 14: Férmulas III
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Reivindicaciones

1.Proceso para producir gadobutrol de alta pureza
(= el complejo con gadolinio de N-(l-hidroximetil-2,3-
dihidroxipropil)-1,4, 7-triscarboximetil-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano) que comprende hacer reaccionar ci-
cleno (1,4,7,10-tetraazaciclododecano) con 4,4-dimetil-
3,5,8-trioxabiciclo[5.1.0]octano y cloruro de 1litio en al-
cohol a altas temperaturas, algquilar con monocloroacetato
de sodio en medio alcalino, continuando el trabajo en con-
diciones 4dcidas, eliminar las sales y agregar 6xido de ga-
dolinio, luego ajustar el pH con hidréxido de 1litio hasta
un valor neutro a ligeramente basico, concentrar la solu-
cidén y agregar alcohol, calentar bajo reflujo y, luego de
enfriar, aislar y secar el producto crudo, disolver el pro-
ducto crudo en agua y purificar con una cascada de inter-
cambiadores de iones, luego tratar con carbdn activado se-
guido de filtracidén estéril, luego llevar a ebullicidén bajo
reflujo, enfriar y aislar el producto.

2.Proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, en
donde se sigue el procedimiento de: hacer reaccionar la ma-
teria prima cicleno (1,4,7,10-tetraazaciclododecano) con
4,4-dimetil-3,5,8-trioxabiciclo[5.1.0]Joctano y cloruro de
litio en isopropanol a altas temperaturas, luego destilar
sobre agua y alguilar con monocloroacetato de sodio en me-
dio alcalino, continuando el trabajo de manera rutinaria en
condiciones clorhidricas, separar las sales por agregado de

metanol y hacer reaccionar el ligando crudo con éxido de
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gadolinio en agua a altas temperaturas, luego, llevar el pH
a un valor de 7,1 - 7,4 con hidrdéxido de litio, concentrar
la solucidén y agregar etanol en una cantidad tal que se al-
cance un contenido de agua de preferiblemente 7,0 - 17,0%,
luego, se alcance la mezcla calentar bajo reflujo durante
por lo menos 60 minutos y luego del enfriamiento, aislar el
producto crudo y secar a 46° - 48°C, disolver después el
producto crudo en agua y purificar en una cascada de inter-
cambiadores de iones, donde la solucidn se hace pasar pri-
mero a través del intercambiador de iones acido y luego a
través del basico, luego concentrar la solucidn purificada,
que tiene una conductancia < 40 pS/cm, tratarla con carbédn
activado, someter a filtracidén estéril y llevar a un conte-
nido de agua dentro del rango entre 7 - 17% por agregado
dosificado de etanol, luego llevar a ebullicidén bajo reflu-
jo y enfriar, y aislar y secar el producto.

3.Proceso de acuerdo con la reivindicacién 1 o6 2,
en donde se sigue el procedimiento de: hacer reaccionar la
materia prima cicleno (1,4,7,10-tetraazaciclododecano) con
4,4-dimetil-3,5,8-trioxabiciclo[5.1.0]octano y LiCl en iso-
propanol a altas temperaturas, luego destilar sobre agua y
alquilar con monocloroacetato de sodio en medio alcalino y
continuar el trabajo de manera rutinaria en condiciones
clorhidricas, separar las sales por agregado de metanol vy
hacer reaccionar el ligando crudo con éxido de gadolinio en
agua a altas temperaturas, luego, 1llevar el pH a un valor

de 7,1 - 7,4 con hidréxido de litio, concentrar la solucidn
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y agregar etanol en una cantidad tal que se alcance un con-—
tenido de agua de preferiblemente 8,5%, luego, calentar ba-
jo reflujo la mezcla durante por lo menos 60 minutos vy,
luego de enfriar, aislar el producto crudo y secarlo a 46°
— 48°C; disolver el producto crudo en agua y purificarlo en
una cascada de intercambiadores de iones, donde la solucidn
se hace pasar primero a través del intercambiador de iones
acido; luego, concentrar la solucidén purificada, que tiene
una conductancia < 20 pS/cm, tratarla con carbdén activado,
luego someterla a filtracidn estéril y llevar a un conteni-
do de agua preferiblemente dentro del rango 10 - 12% por
agregado dosificado de etanol durante un periodo de 120 mi-
nutos, luego llevar a ebullicidén bajo reflujo y enfriar, y
aislar el producto y secarlo a 53-55°C.

4.Proceso de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 3, en donde se utilizan intercambiadores de
iones acidos e intercambiadores basicos.

5.Proceso de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 3, en donde se utiliza carbdén activado.

6.Gadobutrol que tiene una pureza (de acuerdo con
HPLC) mayor de 99, 7%.

7.Gadobutrol que tiene una pureza (de acuerdo con
HPLC) mayor de 99,8%.

8.Gadobutrol que tiene una pureza (de acuerdo con
HPLC) mayor de 99, 9%.

9. Gadobutrol de acuerdo con la reivindicacidén 6 & 7

u 8, que comprende la forma polimdérfica I monohidrato I.
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10. Gadobutrol de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 6 - 9, que comprende menos del 0,01% de
iones gadolinio(III) libres.

11. Gadobutrol de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 6 - 9, qgue comprende un contenido de sol-
vente etanol residual menor de 200 ppm.

12. Gadobutrol de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 6, 7 u 8, que comprende una proporcidén de
ligando butrol (= N-(l-hidroximetil-2,3-dihidroxipropil)-
1,4, 7-triscarboximetil-1,4,7,10-tetraazaciclododecano) me—
nor que 0,03%.

13. Gadobutrol que tiene una pureza (de acuerdo
con HPLC) mayor de 99,7 6 99,8 6 99,9%, gque comprende menos
del 0,01% de iones gadolinio(III) libres, que comprende un
contenido de solvente etanol residual menor de 200 ppm y
que comprende una proporcidén de ligando butrol (= N-(1-
hidroximetil-2,3-dihidroxipropil)-1,4, 7-triscarboximetil-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano) menor que 0,03%.

14. Gadobutrol de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 6, 7, 8, 9 y 10 que tiene un contenido de
agua de entre 3,0 vy 3,5%.

15. Uso de gadobutrol de alta pureza de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para producir
una formulacidédn farmacéutica para administracidén parenteral

(Gadovist®) .
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PREPARACION DE GADOBUTROL DE ALTA PUREZA

RESUMEN

Proceso para producir gadobutrol de alta pureza con una pu-—
reza (de acuerdo con HPLC) mayor de 99,7 6 99,8 ¢ 99,9% vy
Su uso para preparar una formulacidén farmacéutica para ad-
ministracidén parenteral. El proceso se lleva a cabo usando
condiciones de cristalizacién especificamente controladas.
Los desarrollos méas recientes en el campo de los agentes de
contraste de resonancia magnética que contienen gadolinio
(EP 0448191 B1l, CA Patente 1341176, EP 0643705 B1l, EP
0986548 B1, EP 0596586 Bl) incluyen el agente de contraste
para tomografia de resonancia magnética gadobutrol (Gado-
vist® 1.0) que ha estado aprobado durante un tiempo relati-
vamente prolongado en Europa y més recientemente también en

los EE.UU., con el nombre Gadovist®.
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FIG. 4 Rendimiento. Pureza y contenido de agua luego de la cristalizacion final
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Fig.6

Difractograma de rayos X de la forma polimoérfica | monohidrato | (arriba) en
comparacion con el difractograma teodrico calculado para el monohidrato (abajo)
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Difractograma de rayos X de gadobutrol amorfo*
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*se obtuvo por liofilizacion de una solucion acuosa al 20%

Fig.9

Espectro IR del monohidrato | (preparacion en Nujol)
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Fig. 10

IR spectrum of monohydrate Il (nujol preparation)
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IR spectrum of amorphous material (nujol preparation)
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Fig. 13, formulas Il
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Fig. 14, formulas ll|
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