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DESCRIPCION
Procedimiento de visualizacion de imagenes RM para la discriminacion entre tejido sano y tumoral

La invencion se refiere a un procedimiento de visualizacién de imagenes del tumor por medio de 1E'C-piruvato
hiperpolarizado como agente de visualizacion de imagenes RM, el procedimiento permite la discriminacion entre el
tejido tumoral y tejido sano.

La visualizacion de imagenes de resonancia magnética (RM) (MRI) es una técnica de visualizacion de imagenes que
se ha vuelto particularmente atractiva para los médicos ya que permite obtener imagenes del organismo del paciente
0 sus partes de una manera no invasiva y sin exponer al paciente y al personal médico a radiaciéon potencialmente
perjudicial tal como rayos X. Debido a sus imagenes de alta calidad, MRI es la técnica de visualizacion de imagenes
favorable de tejido blando y 6rganos y permite la discriminacion entre tejido normal y enfermo, por ejemplo, tumores
y lesiones.

La visualizacién de imagenes por RM del tumor se puede realizar con o sin agentes de contraste RM. En una
imagen RM tomada sin agente de contraste, los tumores de aproximadamente 1-2 centimetros de tamafio y mas
grandes se mostraran en forma relativamente clara. Sin embargo, MRI mejorado por contraste permite visualizar
cambios de tejido mucho menores, es decir, se pueden detectar tumores mucho méas pequefios lo que convierte a la
visualizacién de imagenes RM mejorada por contraste en una poderosa herramienta para la deteccién precoz del
estadio del tumor y la deteccion de metéastasis.

Se han usado varios tipos de agentes de contraste en la visualizacién de imagenes RM del tumor. Los quelatos
metdlicos paramagnéticos hidrosolubles, por ejemplo, quelatos de gadolinio como Omniscan™ (Amersham Health)
son agentes de contrate RM ampliamente usados. Debido a su peso molecular bajo se distribuyen rapidamente en el
espacio extracelular (es decir, la sangre y el intersticio) si se administran en la vasculatura. Se eliminan
relativamente rapido del organismo. Se ha hallado que los quelatos de gadolinio son especialmente Utiles para
aumentar la velocidad de deteccion de metastasis, tumores pequefios, y mejorar la clasificacion del tumor, esto
Ultimo al permitir la diferenciacion de tejido tumoral vital (bien perfundido y/o deterioro de la barrera
hematoencefdlica) de la necrosis central y del edema circundante o tejido no involucrado macroscépicamente (ver,
por ejemplo C. Claussen et al., Neuroradiology 1985; 27: 164-171).

A la inversa, los agentes de contraste RM en la sangre, por ejemplo las particulas de o6xido de hierro
superparamagnéticas, son retenidas en la vasculatura durante un tiempo prolongado. Se ha demostrado que son
extremadamente Utiles para mejorar el contraste en el higado pero también para detectar anormalidades de
permeabilidad, por ejemplo, paredes capilares "filtrantes" en los tumores, por ejemplo, como resultado de la
angiogénesis.

A pesar de las excelentes propiedades indiscutibles de los agentes de contraste mencionados anteriormente, su uso
no esta exento de riesgos. Si bien los complejos de quelato metalico paramagnético usualmente tienen constantes
de estabilidad altas, es posible que se liberen iones metalicos téxicos en el organismo después de la administracion.
Ademas, estos tipos de agente de contraste muestran escasa especificidad.

El documento WO-A-99/35508 desvela un procedimiento de investigacion por RM de un paciente mediante el uso de
una solucién hiperpolarizada de un agente T; alto como agente de visualizacién de imagenes RM. El término
"hiperpolarizacion" significa potenciar la polarizacién nuclear de los nicleos activos de RMN presentes en el agente
de T; alto, es decir, nlicleos con espin nuclear no cero, preferentemente ndcleos de Bc- o BN Después de
potenciar la polarizacién nuclear de los nacleos activos de RMN, la diferencia de poblacion entre los estados de
espin nuclear excitado y fundamental de estos nucleos esta significativamente aumentada y de este modo la
intensidad de sefial de RM se amplifica con un factor de cien y mayor. Cuando se usa un agente de T1 alto con Bc
hiperpolarizado y/o enriquecido en N, no habra esencialmente interferencia de las sefiales del fondo ya que la
abundancia natural de *C ylo "N es despreciable y de este modo el contraste de la imagen sera muy ventajoso. Se
desvela una variedad de posibles agentes T1 altos adecuados para la hiperpolarizaciéon y posterior uso como
agentes de visualizacion de imagenes RM, que incluyen pero sin limitacion compuestos no endégenos y endégenos
como acetato, piruvato, oxalato o gluconato, azGcares como glucosa o fructosa, urea, amidas, aminoacidos como
glutamato, glicina, cisteina o aspartato, nucleétidos, vitaminas como acido ascoérbico, derivados de penicilina y
sulfonamidas. Se establece adicionalmente que los intermedios en los ciclos metabdlicos normales tales como ciclo
del acido citrico como acido fumarico y acido pirtvico son agentes de visualizacion de imagenes preferidos para la
visualizacién de imagenes de la actividad metabdlica. El articulo Gould, P, Diagnostic Imaging, de junio de 2004
desvela un procedimiento para la discriminacién entre tejido sano y tumoral, que comprende obtener las imagenes
de C-RM directas de **C-piruvato y sus metabolitos alanina y lactato que contienen **C de un sujeto al que se
preadministré una composicion que comprende 1E'C-piruvato hiperpolarizado.

Se debe destacar que la sefial de un agente de visualizacion de imagenes hiperpolarizado decae debido a la
relajacion y — tras la administracion al organismo del paciente - dilucién. En consecuencia el valor T1 de los agentes
de visualizacién de imagenes en los fluidos biolégicos (por ejemplo, sangre) debe ser suficientemente alto para
permitir que el agente se distribuya en el sitio blanco en el organismo del paciente en un estado altamente
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hiperpolarizado.

Los inventores han hallado de modo sorprendente un procedimiento para la visualizacion de imagenes RM del tumor
gue permite la discriminacion entre tejido tumoral y tejido sano en que el lE'C-piruvato hiperpolarizado se usa como
agente de visualizacion de imagenes.

En consecuencia, la presente invencion proporciona un procedimiento para la discriminacion entre tejido sano y
tumoral, dicho procedimiento comprende

ga) obtener una |magen de **C-RM de **c- -piruvato, una imagen de 3C-RM de su metabolito alanina gue contiene
5 y una imagen ~C-RM de su metabolito lactato que contiene 3¢ de un sujeto al que se preadministré una
composicion que comprende 3c- piruvato hiperpolarizado,

(b) corregir la imagen de lactato para la cantidad de piruvato y/o alanina por la multiplicacion de la imagen de lactato
por la imagen invertida de piruvato y/o alanina, una sefial de imagen alta dentro de dicha(s) imagen(es) de lactato
corregida es indicativa de tejido tumoral.

La hiperpolarizacion de los ndcleos 3¢ activos por RMN se puede lograr por diferentes procedimientos (por ejemplo,
como se describe en el documento WO-A-99/35508), los procedlmlentos preferidos son transferenma de la
polarizaciéon a partir de un gas noble "fuerza bruta", refrigeracion del espin y DNP. Para obtener **C- piruvato
hiperpolarizado, se preﬁere polanzar 3c- piruvato dlrectamente o polarizar acido “c- piravico y convertir el acido 13c.
piravico polarizado en 13c. -piruvato, por ejemplo, por la neutralizaron con una base.

Una manera preferida para obtener 13C-piruvato hiperpolarizado es la transferencia de polarizacién a partir de un gas
noble hiperpolarizado. Los gases nobles que tienen espin nuclear no cero se pueden hiperpolarizar, es decir, tener
su polarizacién aumentada respecto de la polarizacién en equilibrio, por ejemplo por el uso de luz polarizada circular.
Un gas noble hiperpolarizado, preferentemente He o Xe, o una mezcla de tales gases, se pueden usar para efectuar
la hiperpolarizacion de los nicleos de °C. La hiperpolarizacién tamblen se puede obtener por el uso de un gas noble
hiperpolarizado isotépicamente enriquecido, preferentemente *He o0 *Xe. El gas hiperpolarizado puede estar en
fase gaseosa, se puede disolver en un liquido/disolvente, o el gas hiperpolarizado mismo puede actuar como un
disolvente. De modo alternativo, el gas se puede condensar en una superficie solida refrigerada y usar en esta
forma, o dejar sublimar. Se Preﬁere la mezcla intima del gas hiperpolarizado con el compuesto por polarizar. En
consecuencia, si el acido “C- pirdvico esta polarizado, que es un liquido a temperatura amblente el gas
hiperpolarizado preferentemente se disuelve en un liquido/disolvente o actia como un disolvente. Si B¢ piruvato
esta polarizado, el gas hiperpolarizado se disuelve preferentemente en un liquido/disolvente, que también disuelve el
piruvato.

Otra manera preferida para obtener 1E'C-piruvato hiperpolarizado es que la polarizacion sea impartida a los nucleos
activos RMN por equilibrio termodindmico a temperatura muy baja y campo alto. La hiperpolarizacion en
comparacion con el campo operativo y la temperatura del espectrometro RMN se efectla por el uso de un campo
muy alto y temperatura muy baja (fuerza bruta). La fuerza de campo magnético usada deberia ser la maxima
posible, en forma adecuada mayor que 1 T, preferentemente mayor que 5 T, mas preferentemente 15 T o mas y de
especial preferencia 20 T o mas. La temperatura deber ser muy baja, por ejemplo 4,2 K o menos, preferentemente
1,5 K 0o menos, mas preferentemente 1,0 K o0 menos, de especial preferencia 100 mK o menos.

Otra manera preferida para obtener lE'C-piruvato hiperpolarizado es el procedimiento de refrigeracion del espin. Este
procedimiento abarca la polarizacién del espin de un compuesto sélido o sistema por polarizacién por refrigeracion
del espin. El sistema esta dopado con o mezclado intimamente con materiales paramagnéticos tales como iones
Ni“*, lantanidos o actinidos en forma de cristal con un eje de simetria del orden de tres 0 més. La instrumentacién es
mas simple que la requerida para DNP sin necesidad de un campo magnético uniforme ya que no se aplica un
campo de excitacion por resonancia. El procedimiento se lleva a cabo por rotacion fisica de la muestra alrededor de
un eje perpendicular a la direccion del campo magnético. El prerrequisito para este procedimiento es que las
especies paramagnéticas tengan un factor g altamente anisotrépico. Como resultado de la rotacion de la muestra, la
resonancia paramagnética del electrén se pondra en contacto con los espines nucleares, lo que lleva a una
disminucion de la temperatura del espin nuclear. La rotacion de la muestra se lleva a cabo hasta que la polarizacion
del espin nuclear ha alcanzado un nuevo equilibrio.

En una realizacién mas preferida, el procedimiento DNP (polarizacién nuclear dindmica) se usa para obtener 13c.
piruvato hiperpolarizado. La polarizacion se efectia con un compuesto paramagnético, el llamado agente
paramagnético o agente de DNP. Durante el procedimiento DNP, se proporciona energia, normalmente en la forma
de radiacidon de microondas, que inicialmente excitara el agente paramagnético. Después del decaimiento al estado
fundamental, existe una transferencia de la polarizacién del electrén no apareado del agente paramagnético al
nucleo activo de RMN de la muestra. En general, se usa un campo magnético moderado o alto y una temperatura
muy baja en el procedimiento de DNP, por ejemplo por la realizacién del procedimiento DNP en helio liquido y un
campo magnético de aproximadamente 1 T o superior. De modo alternativo, se puede emplear un campo magnético
moderado y cualquier temperatura a la que se obtiene un aumento de la polarizacién suficiente. La tecnlca de DNP,
por ejemplo, se describe en los documentos WO-A-98/58272 y en WO-A-01/96895. Para obtener *c- piruvato
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hiperpolarizado por el procedimiento DNP, se puede usar 13C-piruvato yl/o &cido 13C-piruvico, como el compuesto
para polarizar.

El uso de éacido 13'C-pirL’Jvico ylo 13C-piruvato depende principalmente del agente paramagnético empleado en el
procedimiento DNP. Si el agente paramagnético es soluble en acido 13C-pirl]vico, se usa entonces preferentemente
acido *C-pirtivico y una mezcla liquida, preferentemente se forma una solucién liquida con el agente paramagnético
y acido **C-pirtvico. Si el agente paramagnético no es soluble en acido *C-pirtivico, entonces se usan “*C-piruvato
yl/o &cido 13C-pirl]vico y al menos un co-disolvente para formar una mezcla liquida, preferentemente una solucién
liquida. Se ha hallado que el éxito del DNP y de este modo el nivel de polarizacién es dependiente del compuesto
por polarizar y el agente paramagnético que esta en contacto intimo con el otro. En consecuencia el co-disolvente es
?Sreferentementelgn co-disolvente olsmezcla co-disolvente que disuelve tanto el agente paramagnético como el acido
C-piravico y/o ~“C-piruvato. En el ~°C-piruvato se usa preferentemente agua como un co-disolvente.

Ademas, se ha hallado que se obtienen niveles de polarizacion mas altos por el procedimiento de DNP cuando la
mezcla de la muestra después del enfriamiento/congelamiento forma un vidrio mas que una forma cristalizada.
Nuevamente, la formacion de un vidrio permite un contacto mas intimo del agente paramagnético y el compuesto por
polarizar. El acido 13'-C-pirl]vico es un buen formador de vidrio y por ende se usa preferentemente en el
procedimiento DNP, a condicion de que el agente paramagnético sea soluble en acido 13C-piruvico. El 13C-piruvato
es una sal y una mezcla liquida de una solucién acuosa de 13C-piruvato y un agente paramagnético producira una
muestra cristalizada después de congelar. Para evitar esto, se prefiere afiadir co-disolventes adicionales que son
buenos formadores de vidrio como glicerol, propanodiol o glicol.

En consecuencia, en una realizacion, lE'C-piruvato se disuelve en agua para obtener una solucién acuosa y se afade
un agente paramagnético, glicerol y opcionalmente un co-disolvente adicional para formar una mezcla liquida. En
una realizacion preferida, el acido 13C-pirl]vico, un agente paramagnético y un co-disolvente se combinan para
formar una mezcla liquida. En una realizacién mas preferida, el acido **C-pirtivico y un agente paramagnético se
combinan para formar una mezcla liquida. La mezcla intima de los compuestos se puede lograr por varios medios
conocidos en la técnica, tales como agitacion, agitacion con vortex o sonificacion.

La mezcla liquida posteriormente se congela antes de realizar el procedimiento DNP. El enfriamiento/congelamiento
de la mezcla liquida se puede lograr por procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo por congelado de la
mezcla liquida en nitrogeno liquido o simplemente por colocaciéon en el polarizador, en el que el helio liquido
congelara la muestra.

Como se describié previamente, la polarizaciéon nuclear dinamica (DNP) es un procedimiento de polarizacién en la
que la polarizacion del compuesto por polarizar se efectda con un agente de DNP, es decir, un agente/compuesto
paramagnético.

Muchos compuestos paramagnéticos conocidos se pueden usar como agentes de DNP, por ejemplo metales de
transicion tales como iones cromo (V), radicales libres organicos tales como radicales nitroxido, radicales tritilo o
particulas magnéticas. Tales agentes de DNP por ejemplo se describen en los documentos WO-A-99/35508, WO-A-
88/10419, WO-A-90/00904, WO-A-91/12024, WO-A-93/02711 o WO-A-96/39367.

En una realizacién preferida, un radical tritilo de férmula (1)
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COOM

COOM i

en la que
M representa hidrégeno o un equivalente de un catién; y
R' que es igual o diferente representa un grupo alquilo C;-Cs de cadena lineal o ramificada opcionalmente

hidroxilado o un grupo -(CH2)n-X-Rz, enelquenes 1,20 3; Xe O 0 Sy Rz es un grupo alquilo C;-C4 de
cadena lineal o ramificada opcionalmente hidroxilado

se usa como el agente paramagnético para obtener 1E'C-piruvato por el procedimiento DNP.

En una realizacion preferida, M representa hidrégeno o un equivalente de un cation fisiologicamente tolerable. El
término " cation fisiolégicamente tolerable" indica un catidon que es tolerado por el organismo animal vivo humano o
no humano. Preferentemente, M representa hidrégeno o un catién alcalino, un ion amonio o un ion de amina
organica, por ejemplo meglumina. Con maxima preferencia, M representa hidrégeno o sodio.

En una realizacion preferida adicional, R; es igual o diferente, preferentemente igual y representa un grupo alquilo
Ci1-C4 de cadena lineal o ramificada opcionalmente hidroxilado, con maxima preferencia metilo, etilo, isopropilo,
hidroximetilo o hidroxietilo.

En una realizacion preferida adicional, R1 es igual o diferentes, preferentemente igual y representa -CH,-O-(alquilo
Cl-C3), -(CHz)z-O-CH3, -(anuiI Cl-C3)-O-CH3, -CHz-S-(&'QU”O Cl-C3), -(CHz)z-S-CH3, -(alquilo CrCa)-S-CHa, -CH,-O-
CHs, -CH2-O-C3Hs, -CH»-O-C2H40H, -CH,-CH,-O-CHs, -CH2-S-CHs, -CH2-S-CzHs, -CH2-S-CoH4OH 0 -CH2-CH»-S-
CHs, con méaxima preferencia -CH,-CH,-O-CHs.

En una realizacion mas preferida, M representa hidrégeno o sodio y R1 es igual y representa -CH,-CH»-O-CHs.

Los radicales tritilo de férmula (I) se pueden sintetizar como se describe en detalle en los documentos WO-A-
91/12024, WO-A-96/39367 y WO-A-98/39277. En breves palabras, los radicales se pueden sintetizar por la reaccion
de tres equivalentes molares de un compuesto arilo monomérico metalado con un equivalente molar de un derivado
de &cido carboxilico protegido adecuadamente para formar un intermedio trimérico. Este intermedio se metaliza y
posteriormente reacciona con, por ejemplo, didxido de carbono para producir un tritil carbinol tri-carboxilico que, en
una etapa posterior, se trata con un acido fuerte para generar un cation triarilmetilo. Este cation posteriormente se
reduce para formar un radical tritilo estable.

Una mezcla liquida que comprende **C-piruvato y/o acido “3C-pirdvico y opcionalmente un disolvente
preferentemente contiene 5 a 100 mM de radicales tritilo de formula (I), mas preferentemente 10 a 20 mM, de
especial preferencia 12 a 18 mM y con maxima preferencia 13 a 17 mM.

Se ha hallado que el tiempo de desarrollo para la polarizacion en el procedimiento DNP es mas corto por medio del
uso de cantidades mayores de radical, sin embargo, el nivel de polarizacion alcanzable es menor. En consecuencia,
estos dos efectos se deben equilibrar entre si.
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La técnica de DNP por ejemplo se describe en el documento WO-A-98/58272 y el documento WO-A-01/96895. En
general, se usan un campo magnético moderado y bajo y una temperatura muy baja en el procedimiento DNP, por
ejemplo por la realizacion del procedimiento DNP en helio liquido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o
superior. De modo alternativo, se pueden emplear un campo magnético moderado y cualquier temperatura a la que
se logra una polarizacion suficiente. En una realizacion preferida del procedimiento de la invencién, el procedimiento
DNP se realiza en helio liquido y un campo magnético de aproximadamente 1T o superior. Las unidades de
polarizacién adecuadas por ejemplo se describen en el documento WO-A-02/37132. En una realizacion preferida, la
unidad de polarizacion comprende un criéstato y medios de polarizacién, por ejemplo una camara de microondas
conectada por una guia de onda a una fuente de microondas en un orificio central rodeado por un campo magnético
que produce medios tales como un iman superconductor. El orificio se extiende verticalmente hacia abajo a al
menos el nivel de una region P cerca del iman superconductor en el que la fuerza del campo magnético es
suficientemente alta, por ejemplo entre 1 y 25 T, para que ocurra la polarizacion de los nticleos **C. El orificio de la
muestra es preferentemente sellable y se puede evacuar a presiones bajas, por ejemplo presiones del orden de 1
mbar o menos. Un medlo introductor de muestra (es decir, la mezcla que comprende el agente paramagnético y Bc.-
piruvato y/o acido °C- pirvico) tal como un tubo transportador de muestras removible puede estar contenido dentro
del orificio y este tubo se puede insertar desde la parte superior del orificio hacia abajo a una posicién dentro de la
camara de microondas en la region P. La regién P se enfria con helio liquido a una temperatura suficientemente baja
para que ocurra la polarizacion, preferentemente temperaturas del orden de 0,1 a 100 K, mas preferentemente 0,5 a
10 K, con maxima preferencia 1 a 5 K. El medio introductor de muestra es preferentemente sellable en su extremo
superior de cualquier forma adecuada para retener el vacio parcial en el orificio. Un recipiente de retencién de
muestra, tal como una copa de retencion de muestra, se puede proveer de modo removible dentro del extremo
inferior del medio introductor de la muestra. El recipiente retenedor de muestra preferentemente se fabrica de un
material de peso liviano con una baja capacidad de calor especifica y buenas propiedades criogénicas tales como,
por ejemplo KelF (policlorotrifluoroetileno) o PEEK (polieéter-étercetona). El recipiente de muestra puede contener
una 0 mas muestras por polarizar.

La muestra se inserta en el recipiente retenedor de muestra, se sumerge en el helio liquido y se irradia con
microondas, preferentemente a una frecuencia de aproximadamente 94 GHz a 200 mW. El nivel de polarizacion se
puede controlar por la obtencién de sefiales de BC-RMN de estado sélido de la muestra durante la irradiacion de
microondas, en consecuencia se prefiere el uso de una unidad polarizante que contiene medios para obtener los
espectros de C-RMN en estado sdlido de la etapa b). En general, se obtiene una curva de saturacién en un gréafico
que muestra la sefial de *C-RMN versus tiempo. En consecuencia, es posible determinar cuando se alcanza el nivel
de polarizacién 6ptimo.

Si la hiperpolarizacién se realiza por un procedimiento que requiere que la muestra esté en estado sélido, por
ejemplo por el procedimiento DNP, la muestra sélida se debe transferir al estado liquido para emplearla en el
procedimiento de la invenciéon. La mezcla polarizada sélida se disuelve, como por ejemplo se describe en el
documento WO-A-02/37132 o se funde, como se describe, por ejemplo en el documento WO-A-02/36005. Se
prefiere la disoluciébn de la muestra hiperpolarizada solida, mas preferida es la disolucion en un tampén,
preferentemente un tampon fisiolégicamente tolerable, para obtener una composicion liquida. El término "tampén” en
el contexto de esta solicitud indica uno o mas tampones, es decir, también las mezclas de tampones.

Los tampones preferidos son tampones fisiolégicamente tolerables, mas preferentemente tampones que regulan en
el intervalo de aproximadamente pH 7 a 8 como por ejemplo, el tamp6n fosfato (KH,PO4/Na;HPO,), ACES, PIPES,
imidazol/HCI, BES, MOPS, HEPES, TES, TRIS, HEPPS o TRICIN. Los tampones mas preferidos son tampon fosfato
y TRIS, de maxima preferencia es TRIS. En otra realizaciéon, se usa mas de uno de los tampones preferidos
mencionados anteriormente, es decir, una mezcla de tampones.

Cuando se uso el aC|d0 3c- -piravico como el compuesto por polarlzar la disolucion también abarca la conversién de
acido °C- piravico a C plruvato Para obtener esto, el acido *C- -piraivico se hace reacuonar con una base. En una
realizacion, el acido ">C-pirvico se hace reaccionar con una base para convertirse en *C-piruvato y posteriormente
se aflade un tampon En otra realizacion preferida el tampén y Ia base se combinan en una solucion y esta solucién
se afade al acido **C- -piravico, y lo disuelve y convierte en Be- piruvato al mismo tiempo. En una realizacion
preferida, la base es una soluciéon acuosa de NaOH, Na,CO3 o0 NaHCO3;, de maxima preferencia la base es NaOH.
En una realizacién particularmente preferida, una soluciéon de tampoén TRIS que contiene NaOH se usa para disolver
acido C- -pirGvico y convertirlo en la sal sodica del 13c. -piruvato.

En otra realizacion preferida, el tampdn o — cuando sea aplicable — la solucion combinada de tampdn/ base ademas
comprende uno o mas compuestos que se pueden unir o complejar con iones paramagnéticos libres, por ejemplo
agentes quelantes como DTPA o EDTA. Se ha hallado que los iones paramagnéticos libres pueden causar el
acortamiento del T; del compuesto hiperpolarizado, lo que preferentemente se evita.

La disolucion se puede realizar preferentemente por el uso de procedimientos y/o dispositivos desvelados en el
documento WO-A-02/37132. Si la hiperpolarizacién se realizé por el procedimiento DNP, se puede usar una unidad
de disolucion que esta separada fisicamente del polarizador 0 es una parte de un aparato que contiene el
polarizador y la unidad de disolucién. En una realizacion preferida la disolucién se realiza en un campo magnético
elevado para aumentar la relajacion y retener un maximo de la hiperpolarizacion. Los nodos del campo se deben
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evitar y el campo bajo puede conducir al aumento de la relajacion a pesar de las medidas anteriores.

Si la hiperpolarizacion se realiza por el procedimiento DNP, el agente paramagnético y/o sus productos de reaccién
preferentemente se eliminan de la solucién que contiene 13'C-piruvato. El agente paramagnético y/o los productos de
reaccion se pueden eliminar en forma parcial, sustancial o idealmente completa, se prefiere la eliminacién completa.
Los productos de reaccion de por ejemplo los radicales tritilo de la férmula (I) podrian ser ésteres que se pueden
formar después de la reaccién del acido pirtvico con los radicales de formula (I) que comprende grupos hidroxi. Los
procedimientos que se pueden usar para eliminar el agente paramagnético y/o sus productos de reaccién son
conocidos en la técnica. En general, los procedimientos aplicables dependen de la naturaleza del agente
paramagnético y/o sus productos de reaccion. Después de la disolucién de la muestra sélida después de la
polarizacion, el radical podria precipitar y se puede separar facilmente de la composicion liquida por filtracion. Si se
usan particulas magnéticas como agentes paramagnéticos, estas particulas también se eliminan facilmente por
filtracion. Si no ocurre la precipitacion, el agente paramagnético se puede eliminar por las técnicas de separacion
cromatografica, por ejemplo, cromatografia en fase liquida tipo fase inversa, fase directa o cromatografia de
intercambio idnico o por extraccion.

Debido a que los radicales tritilo de formula () tienen un espectro de absorcién UV/visible caracteristico, es posible
usar la medicion de absorcion UV/visible como un procedimiento para examinar su existencia en la composicion
liquida después de su eliminacién. A fin de obtener resultados cuantitativos, es decir, la concentracion del radical
presente en la muestra hiperpolarizada disuelta, se puede calibrar el espectrémetro 6ptico de modo que la absorcién
en una longitud de onda especifica de una muestra produzca la correspondiente concentracion de radical de la
muestra.

El enriquecimiento isotopico del 13C-piruvato usado en el procedimiento de la invencion - y/o el acido lE'C-pirl]vico
que se usa preferentemente para obtener 13C-piruvato hiperpolarizado por el procedimiento DNP, es
preferentemente al menos 75%, mas preferentemente al menos 80% y de especial preferencia al menos 90%, de
maxima preferencia es un enriquecimiento isotopico de mas de 90%. En forma ideal, el enriquecimiento es 100% de
acido **C-piravico y/o el C-piruvato puede estar isotépicamente enriquecido en la posicién C1 (indicados a
continuacion *3C;-acido pirtvico y *3C;-piruvato), en la posiciéon C2 (indicados a continuacion *3C,-acido pirtvico y
13¢,-piruvato), en la posicién C3 (indicados a continuacion **Cs-acido pirtvico y **Cs-piruvato), en la posicion C1 vy la
posiciéon C2 (indicados a continuacion 3¢, »-acido piravico y 13'Cl,z-piruvato), en las posiciones C1 y C3 (indicados a
continuacion **Cy s-acido pirGvico y *3Cy s piruvato), en la posicion C2 y C3 (indicados a continuacion **Cy s-acido
piravico y **C,s-piruvato) o en la posicién C1, C2 y C3 (indicados a continuacién **Cy 2 s-acido piravico y °Cy -
piruvato); se prefiere la posicién C1.

Varios procedimientos para la sintesis de 13¢,-acido piravico y 13C1-piruvato son conocidos en la técnica. En breves
palabras, Seebach et al., Journal of Organic Chemistry 40(2), 1975, 231-237 describen una via de sintesis que
depende de la proteccién y activacién de un material de partida que contiene carbonilo como un S, S-acetal, por
ejemglo 1,3-ditiano o 2-metil-1,3-ditiano. El ditiano esta metalado y reacciona con un compuesto que contiene metilo
ylo 13C0,. Mediante el uso del componente Bc isotopicamente enriquecido apropiado como se ilustra en esta
referencia, es posible obtener **C;-piruvato, *C,-piruvato o **Cy,-piruvato. La funcién carbonilo posteriormente se
libera por el uso de procedimientos convencionales descritos en la bibliografia. Una via de sintesis diferente
comienza desde acido acético, que se convierte primero en bromuro de acetilo y posteriormente reacciona con
Cu™CN. El nitrilo obtenido se convierte en acido pirdvico por medio de la amida (ver, por ejemplo S.H. Anker et al.,
J. Biol. Chem. 176 (1948), 1333 0 J. E. Thirkettle, Chem Commun. (1997), 1025). Ademas, el acido *C-pirtvico se
puede obtener por la protonaciéon de 13C-piruvato de sodio disponible en el comercio, por ejemplo por el
procedimiento descrito en la patente US 6.232.497.

Para su uso en el procedimiento de la invencion, el 13C-piruvato hiperpolarizado se proporciona como una
composicion que es adecuada para la administracion a un organismo animal vivo humano o no humano. La
composicion preferentemente comprende un tampén o una mezcla de tampones como se describié anteriormente.
La composicibn ademas puede comprender portadores, excipientes y auxiliares de la formulacion
farmacéuticamente aceptables convencionales. En consecuencia, la composicion por ejemplo, puede incluir
estabilizantes, agentes de ajuste de osmolalidad, agentes solubilizantes y similares.

El piruvato es un compuesto enddégeno que es muy bien tolerado por el organismo humano, incluso en altas
concentraciones. Como precursor en el ciclo del acido citrico, el piruvato cumple un importante papel metabélico en
el organismo humano. El piruvato se convierte en compuestos diferentes: su transaminacion produce alanina, por
medio de la descarboxilacion oxidativa, el piruvato se convierte en acetil-CoA y bicarbonato, la reduccién del piruvato
produce lactato y su carboxilacién en oxaloacetato.

En la actualidad se ha hallado que la conversién de **C-piruvato hiperpolarizado a **C-lactato hiperpolarizado, **C-
bicarbonato hiperpolarizado (solo en el caso del *C;-piruvato, de **Cyzpiruvato o **Cy 2 s-piruvato) y **C-alanina
hiperpolarizada se puede usar para la discriminacion entre tejido tumoral y tejido sano por medio de la visualizacién
de imagenes de RM in vivo. Esto es sorprendente ya que debe tenerse en cuenta que el T1 de los compuestos
hiperpolarizados decae debido a la relajacion y dilucién. El 13C1-piruvato tiene un T; de relajacion en la sangre entera
humana a 37C de aproximadamente 42 s, sin embargo, se ha hallado que la conversion de 13C-piruvato
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hiperpolarizado a *C-lactato hiperpolarizado, **C-bicarbonato hiperpolarizado y *3C-alanina hiperpolarizada es
suficientemente rapida para permitir la deteccion de la sefial del compuesto de 13C-piruvato original y sus
metabolitos. La cantidad de alanina, bicarbonato y lactato es dependiente del estado metabdlico del tejido bajo
investigacion. La intensidad de sefial RM del **C-lactato hiperpolarizado, **C-bicarbonato hiperpolarizado y **C-
alanina hiperpolarizada se relaciona con la cantidad de estos compuestos g el grado de polarizacion obtenido en el
tiempo de deteccion, de este modo por el control de la conversion de ! C-piruvato hiperpolarizado a BC-lactato
hiperpolarizado, 13C-bicarbonato hiperpolarizado y 3c-alanina hiperpolarizada es posible estudiar los procesos
metabdlicos in vivo en el organismo humano o animal no humano por medio de la visualizacion de imagenes RM no
invasiva.

Se ha hallado que las amplitudes de la sefial de RM que surge de los diferentes metabolitos de piruvato varian de
acuerdo con el tipo de tejido. El patron Unico del pico metabdlico formado por alanina, lactato, bicarbonato y piruvato
se puede usar como huella digital para el estado metabdlico del tejido bajo examen y de este modo permite la
discriminacion entre tejido sano y tejido tumoral. Esto hace una composicibn que comprende 1E'C-piruvato
hiperpolarizado, un agente excelente para la visualizaciéon de imagenes RM in vivo del tumor.

En general, el sujeto bajo examen, por ejemplo paciente o animal, se ubica en el iman de RM. Las bobinas de RF de
13C-RM dedicadas se ubican para cubrir el area de interés.

La composicion que comprende 13C-piruvato, se administra por via parenteral, preferentemente intravenosa, intra-
arterial o directamente en la regién u 6rgano de interés. La dosis y concentracion de la composicién de acuerdo con
la invencién dependeran de una variedad de factores tales como toxicidad, la capacidad de dirigirse al érgano y la
via de administracion. En general, la composiciéon se administra en una concentracion de hasta 1 mmol de piruvato
por kg de peso corporal, preferentemente 0,01 a 0,5 mmol/kg, mas preferentemente 0,1 a 0,3 mmol/kg. La velocidad
de administracion es preferentemente menos que 10 ml/s, mas preferentemente menos que 6 ml/min y con maxima
preferencia de 5 ml/s a 0,1 ml/s. A menos de 400 s después de la administracién, preferentemente menos de 120 s,
mas preferentemente menos de 60 s después de la administracion, de especial preferencia 20 a 50 s después de la
administracion y con maxima preferencia 30 a 40 s después de la administracién, se aplica una secuencia de
visualizacién de imagenes RM que codifica el volumen de interés en una frecuencia combinada y via selectiva
espacial. Esto dard como resultado imagenes metabdlicas de '*C-lactato, ‘*C-alanina y “*C-piruvato y mas
preferentemente imagenes metabdlicas de ‘°C-lactato, *C-alanina, *C-bicarbonato y **C-piruvato. En el mismo
periodo de tiempo, se puede obtener una imagen protdnica con o sin un agente de contraste de MRI proténico para
obtener la informacién anatémica y/o perfusion.

La codificacion del volumen de interés se puede lograr por medio de las llamadas secuencias de visualizacion de
imagenes espectroscopicas que se describen por ejemplo, en T.R. Brown et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 3523-
3526 (1982); A.A. Maudsley, et al., J. Magn. Res 51, 147-152 (1983). Los datos de la imag;en espectroscopica
contienen numerosos elementos del volumen en que cada elemento contiene un espectro de *C-RM completo. El
13¢-piruvato y sus **C-metabolitos tienen su posicion Gnica en un espectro *C-RM y su frecuencia de resonancia se
puede usar para identificarlos. La integral del pico en su frecuencia de resonancia se vincula directamente con la
cantidad de **C-piruvato y sus *C-metabolitos, respectivamente. Cuando la cantidad de **C-piruvato y cada **C-
metabolito se estima mediante, por ejemplo, rutinas de ajuste del dominio de tiempo que se describen, por ejemplo
en L. Vanhamme et al., J Magn Reson 129, 35-43 (1997), se pueden generar imagenes para 1E'C-piruvato y cada
13C-metabolito en el que la codificacion del color o codificacion del gris es representativa para la cantidad de 13¢c.
piruvato y cada **C-metabolito medidos.

Si bien los procedimientos de visualizacion de imagenes espectroscépicos han demostrado su valor para producir
las imagenes metabdlicas mediante toda clase de nicleos de RM por ejemplo, *H, *P, #®Na, la cantidad de
repeticiones necesarias para codificar totalmente la imagen espectroscopica hace este abordaje mas adecuado para
13 . A . ~ 13 - . 7 - .
el ~°C hiperpolarizado. Se debe tener cuidado de asegurar que la sefial de ~C hiperpolarizado esta disponible
durante la obtencion de datos de RM totales. A expensas de una reduccion de la sefial a ruido, esto se puede
obtener por la reduccién del angulo de pulso de RF que se aplica en cada etapa de codificacion de fase. Los
tamafios de matriz mas altos requieren mas etapas de codificacion de fases y tiempos de barrido mas largos.

Los procedimientos de visualizacién de imagenes basados en el trabajo pionero de P. C. Lauterbur (Nature, 242,

190-191, (1973) y P. Mansfield (J. Phys. C. 6, L422-1.426 (1973)), que implica aplicar un gradiente de lectura durante

la obtencion de los datos, permitira imagenes de sefial a ruido mas altas o el equivalente, imagenes de mayor

resolucion espacial. Sin embargo, estos procedimientos de visualizacion de imagenes en su forma basica no podran

E)Sroducir imagenes separadas para 1ei(e'S-piruvato y sus 3C-metabolitos pero una imagen que contiene las sefiales de
C-piruvato y todos sus metabolitos ~°C, es decir, la identificacién de metabolitos no es posible.

En una realizacion preferida, se usan secuencias de visualizacion de imagenes que utilizaran multiecos para
cadificar la informacion de frecuencia. Las secuencias que pueden producir imagenes 'H de agua y grasa separadas
por ejemplo se describen en G. Glover, J Magn Reson Imaging 1991;1:521-530 y S. B. Reeder et al., MRM 51 35-45
(2004). Debido a que los metabolitos detectados y como tal sus frecuencias RM son conocidas, el abordaje descrito
en las referencias anteriores se puede aplicar para obtener imagenes directas de **C-piruvato, *C-alanina y *C-
lactato y preferentemente *C-piruvato, **C-alanina, *C-lactato y **C-bicarbonato. Este procedimiento hace uso mas
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eficiente de la sefial **C-RM hiperpolarizada, proporciona una mejor calidad de sefial en comparacién con la técnica

de visualizacion de imagenes espectroscépica clasica, una mayor resoluciéon espacial y tiempos de adquisicion mas
rapidos.

El tejido tumoral a menudo se caracteriza por un aumento de perfusion y mayor actividad metabélica. El proceso de
aumento del lecho vascular, angiogénesis, es inducido por células que debido a sus mayores necesidades
metabdlicas y/o sus distancias mas grandes desde un capilar no pueden obtener suficientes sustratos que pueden
proporcionar la energia necesaria para mantener la homeostasis energética. Es en esta area, en la que las células
tienen problemas para producir suficiente energia, que se espera un cambio marcado en el patron metabdlico. El
tejido con problemas para sostener la homeostasis de energia alterara su metabolismo energético que en particular
produce un aumento de la produccién de lactato. De modo sorprendente, es posible realizar este cambio en el
metabolismo visible por medio de 1E'C-piruvato hiperpolarizado dentro de la ventana de tiempo corto de la
visualizacion de imagenes RM disponible, es decir, por medio de la sefal de 3C-lactato alta en el area del tumor
para discriminar el tumor del tejido sano. Debido a que la perfusién es heterogénea en el tejido tumoral, se prefiere
corregir la sefial de 3C-lactato por la cantidad de piruvato (sefial de 13'C-piruvato) disponible en la misma region.
Mediante esta correccién, se obtiene una imagen de lactato pesado respecto del piruvato. Esto permitird poner
énfasis en regiones del tejido con una sefial de lactato alta relativa con respecto a la sefial de piruvato y de este
modo mejorar la discriminacién entre tejido tumoral y tejido sano.

Para corregir la sefal de piruvato, las imagenes de lactato y piruvato se normalizan al valor maximo en cada imagen
individual. Segundo, la imagen de lactato normalizada se multiplica por la imagen de piruvato invertida, por ejemplo,
la sefial de piruvato maxima en la imagen menos el nivel de piruvato para cada pixel. Como Ultima etapa, el
resultado intermedio obtenido en la operacién anterior se multiplica por la imagen de lactato original.

Para enfatizar las regiones con metabolismo alterado, se puede usar la sefial de 3C-lactato alta en conexién con
una sefial de **C-alanina reducida en una operacion similar a la que se describe en una operacion similar en el
parrafo anterior, a través de la cual se obtiene una imagen de lactato pesada respecto de la alanina. De modo
sorprendente, la identificacion del area tumoral, es decir, la discriminacién entre tejido tumoral y tejido sano también
mejora por esta correccién. Para corregir la sefial de alanina, las imagenes de lactato y alanina se normalizan al
valor maximo en cada imagen individual. Segundo, la imagen de lactato normalizada se multiplica por la imagen de
alanina invertida, por ejemplo, la sefial de alanina maxima en la imagen menos el nivel de alanina para cada pixel. .
Como (ltima etapa, el resultado intermedio obtenido en la operacion anterior se multiplica por la imagen de lactato
original. De una manera similar, la sefial de 3C-bicarbonato también se puede incluir en el andlisis. Ademas se
puede incluir una imagen protonica obtenida con o sin un agente de contraste MRI protonico en el analisis para
obtener informacién anatémica y/o perfusion.

En otra realizacion preferida, la composicién que comprende 13C-piruvato hiperpolarizado se administra en forma
repetida, de este modo permite estudios dindmicos. Esta es una ventaja adicional del procedimiento de acuerdo con
la invenciéon en comparacién con otros procedimientos de visualizacion de imagenes RM del tumor que emplean
agentes de visualizacion de imagenes RM que, debido a su circulacion relativamente larga en el organismo del
paciente, no permiten tales estudios dinamicos.

El procedimiento de acuerdo con la invencién también se puede usar para la clasificacion del tumor por RM in vivo.
Las mismas imagenes metabdlicas y/o imagenes metabdlicas pesadas como se describe en los parrafos
precedentes se pueden usar para este fin con categorias de corte apropiadas que se definen dependientes del
tamafio tumoral y actividad metabdlica.

Ademas, el procedimiento de acuerdo con la invencién se puede usar para el control de la terapia tumoral de RM in
vivo, por ejemplo por el control de los cambios directos en patron de metabolismo de los tumores después del
tratamiento con agentes antitumorales terapéuticos y/o tratamiento de radiacion o en relacion con cualquier tipo de
técnicas de intervencién con o sin ninguna clase de ablacion, es decir, ablacién quimica combinada con frecuencias
de radio, microondas o ultrasonido.

La visualizacion de imagenes RM del tumor de acuerdo con el procedimiento de la invenciéon puede ser influida y
mejorada por la preparacion del paciente o el animal de una manera que perturbara en general, el metabolismo de la
proteina, metabolismo de lipidos o metabolismo de energia. Las maneras de obtener esto son conocidas en la
técnica, por ejemplo por ayuno (por ejemplo de toda una noche), infusiéon de glucosa y similares.

En una realizacion preferida; el procedimiento de acuerdo con la invencion se usa en la visualizacion de imagenes
RM del tumor in vivo, control de la terapia del tumor y/o clasificacién tumoral de los tumores de cerebro, tumores de
mamas, tumores de colon, tumores de pulmén, tumores de rifion, tumores de cabeza y cuello, tumores de miusculo,
tumores de ovarios, tumores gastricos, tumores pancreaticos, tumores esofagicos y tumores de préstata. También
se ha hallado que el procedimiento de acuerdo con la invencién es especialmente Util para la visualizacion de
imagenes RM del tumor in vivo, es decir, diagnéstico de tumor prostatico y/o clasificacion del tumor prostatico y/o
control de la terapia del tumor prostatico.

Cuando un hombre se presenta al médico con sintomas de dolor o malestar urinario, se sospecha de cancer de
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préstata. Si el hombre es mayor de 50 afios, se realiza una prueba de Antigeno Especifico de Préstata (PSA). Se
sospecha de cancer de prostata sobre la base de un PSA elevado y/o Examen Rectal Digital anormal (DRE). Si la
prueba de PSA es positiva, el paciente se remite a un especialista (un urélogo) para el diagnéstico por medio de una
biopsia guiada por ultrasonido. De los dos millones de procedimientos de biopsias realizados en los EE.UU. y
Europa, 5 de 6 y 2 de 3 son negativos, respectivamente. Cuando se detecta en una etapa temprana, la tasa de
supervivencia de cinco afios para estos pacientes es 100%. Debido a que el cancer de prostata es el cancer mas
comuln y la segunda causa principal de muerte por cancer en los hombres, existe una fuerte demanda médica de un
procedimiento para el diagnostico de tumores prostaticos que sea capaz de detectar tumores prostaticos en una
etapa temprana y que pueda ayudar a reducir el numero de procedimientos de biopsia. La visualizacion de imagenes

Bcdela préstata reqwere una bobina de RF de **C de volumen de transmision- recepcion, preferentemente, se usa
una bobina de RF de **C de volumen de transmisién en combinacién con una bobina de RF endorrectal solo de
recepcion de RM y mas preferentemente, se usa una bobina de RF de **C de volumen de matriz en fase de
transmicién-recepcion en combinacion con una bobina de RF de '*C endorrectal solo de recepC|0n de RM.
Especialmente preferldas son Ias boblnas gue realizan la adquisicion de una imagen de prostata 'H posible después
de la visualizacion de imagenes 3¢,

Ejemplos

Ejemplo 1: Sintesis de sal sddica de Tris(8-carboxi-2,2,6,6-(te  tra(metoxietil)benzo[1,2-4,5]bis-(1,3)ditiol-4-
il)metilo

Se suspendieron 10 g (70 mmol) de sal sédica de Tris(8-carboxi-2,2,6,6-(tetra(hidroxietil)benzo-[1,2-4,5']-bis-(1,3)-
ditiol-4-il)metilo que se ha sintetizado de acuerdo con el Ejemplo 7 del documento WO-A1-98/39277 en 280 ml de
dimetilacetamida bajo una atmésfera de argén. Se afadi6é hidruro de sodio (2,75 g) seguido por yoduro de metilo
(5,2 ml) y la reaccion que es ligeramente exotérmica se dejo proceder durante 1 hora en un bafio de agua a 34T
durante 60 min. La adicion de hidruro de sodio y yoduro de metilo se repitié dos veces con las mismas cantidades de
cada uno de los compuestos y después de la adicién final, la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 68
horas y posteriormente se vertio en 500 ml de agua. El pH se ajusté a pH > 13 por medio de 40 ml de NaOH 1 M
(ac) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 15 horas para hidrolizar los ésteres metilicos formados. La
mezcla se acidifico posteriormente por medio de 50 ml de HCI 2 M (ac) a un pH de aproximadamente 2 y se extrajo 3
veces el acetato de etilo (500 ml y 2 x 200 ml). La fase organica combinada se sec6 sobre Na;SO, y posteriormente
se evapordé a sequedad. El producto bruto (24 g) se purific6 por HPLC preparativa por medio del uso de
acetonitrilo/agua como eluyentes. Las fracciones recolectadas se evaporaron para eliminar el acetonitrilo. La fase
acuosa restante se extrajo con acetato de etilo y la fase organica se sec6 en Na2S04 posteriormente se evaporo6 a
sequedad. Se afiadio agua (200 ml) al residuo y el pH se ajust6é con cuidado con NaOH 0,1 M (ac) a 7, el residuo se
disolvié lentamente durante este procedimiento. Después de la neutralizacion, la solucién acuosa se liofilizo.

Ejemplo 2: Produccion de una composmon que comprend e Cplruvato hiperpolarizado por el
procedimiento DNP mediante acido Be- piravico y el radical tritilo del Ejemplo 1

Se prepar6 una solucién 20 mM por la disolucién de 5,0 mg del radical del Ejemplo 1 en **Cy-acido pirGvico (164 pl).
La muestra se mezclé a homogeneidad y una alicuota de la solucién (41 mg) se colocé en una copa de muestra 'y se
inserto en el polarizador de DNP.

La muestra se polarizé en condiciones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T bajo irradiacion con
microondas (93,950 GHz). Después de 2 horas se detuvo la polanzamon y la muestra se disolvi6 mediante un
dispositivo de disolucién de acuerdo con el documento WO-A- 02/37**2 en una solucion acuosa de hidréxido de sodio
y tris(hidroximetil)-aminometano (TRIS) para proporcionar una solucion neutra de *3C;- piruvato de sodio
hiperpolarizado. La muestra disuelta se analiz6 rapidamente con BC.RMN para evaluar la polarizacion y se obtuvo
una polarizacion *C de 19,0%.

Ejemplo 3: Produccién de una composmon que comprend e Cplruvato hiperpolarizado por el
procedimiento DNP mediante acido Be- piravico y el radical tritilo del Ejemplo 1

Se prepar6 una solucién 15 mM por la disolucion del radical del Ejemplo 1 (209,1 mg) en una mezcla de **C;-acido
piravico (553 mg) y acido pirdvico no marcado (10,505 g). La muestra se mezcl6 a homogeneidad y una alicuota de
la solucion (2,015 g) se colocd en una copa de muestra y se insertd en el polarizador de DNP.

La muestra se polarizé en las condiciones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T bajo irradiacién con
microondas (93,950 GHz). Después de 4 horas se detuvo la polarizacion y la muestra se disolvi6 mediante un
dispositivo de disolucién de acuerdo con el documento WO-02/37132 en una solucién acuosa de hidroxido de sodio
y tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) para proporcionar una solucion neutra de 1S'Cl-piruvato de sodio
hiperpolarizado con una concentracion de piruvato total de 0,5 M en 100 mM de tampon TRIS. Se conecté una
columna cromatografica en serie con el dispositivo de disolucion. La columna consiste en un cartucho (D = 38 mm; h
=10 mm) que contiene un material de empaquetado hidréfobo (Bondesil-C18, 40UM Part #: 12213012) provisto por
Varian. La muestra disuelta fue emp Jada a través de la columna que adsorbi6 selectivamente el radical. La solu0|on
filtrada se analiz6 rapidamente con ~“C-RMN para evaluar la polarizacion, se obtuvo 16,5% de poIanzamon %C. La
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concentracion de radical residual se analizé posteriormente con un espectrofotdmetro UV a 469 nm y se determiné
que es inferior la limite de deteccién de 0,1 uyM.

Ejemplo 4: Produccién de *C-piruvato hiperpolarizado por el procedimiento DNP mediante acido °C-
pirGvico y sal sédica de Tris (8-carboxi-2,2,6,6-te  tra(hidroxietoxi)metil-benzo[1,2-d:4,5-d’]bis(1,3)d itiol-4-
il)metilo

Se sintetizd la sal soédica de Tris(8-carboxi-2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metil-benzo[1,2-d:4,5-d’]-bis-(1,3)-ditiol-4-
illmetilo como se describié en el Ejemplo 29 del documento WO-A-97/09633.

Se preparé una solucién 20 mM por la d|so|uC|on de la sal sédica de Tris(8-carboxi-2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metil-
benzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3)-ditiol-4-il)metilo en 13¢,-acido piravico (83,1 mg). La muestra se mezclé a
homogeneidad, se coloc6 en una copa de muestra y se insertd en el polarizador de DNP. La muestra se polariz6 en
las cond|C|ones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T bajo irradiacion con microondas (93,950 GHz). La
sefial de *C-RMN de la muestra se obtuvo medlante un espectrometro Varian Inova-200 RMN. La mejora del DNP
se calcul6 a partir de una medicién de la sefial de **C-RMN en equilibrio térmico y la sefial de RMN mejorada. Se
obtuvo una polarlzaC|0n 3C de 16%.

Ejemplo 5: Visualizacion de imagenes del tumor por me  dio de una composicién que comprende 1E'C-piruvato
hiperpolarizado como agente de visualizacion de ima  genes

5.1 Modelo animal del tumor y preparacion del tumor

R3230AC es un adenocarcinoma mamario de rata que se puede mantener en ratas hembra Fischer 344. Para
establecer el modelo de tumor animal, un vial de células R32030 congeladas que contienen RPMI 1640, 10% de
FBS y 10% de DMSO se descongel6 rapidamente a 37C. A partir de este momento, la soluciéon de células se
transfiri6 a FBS y se afiadieron volumenes crecientes de RPMI 1640. Finalmente, la suspension celular se transfirio
a un matraz de crecimiento de 25 cm® y se coloco en un incubador a 37C, 5% de CO ,. Los medios de crecimiento
se cambiaron dia por medio. En el dia de la infeccién de la rata, se realizé la extraccion de células tanto por fuerza
mecanica como por medio de tripsina. Las células se lavaron mediante tampdn fosfato que carece de calcio y
magnesio. Se afiadié tripsina (0,05% de tripsina en 0,02% de EDTA) durante 2-5 min. Posteriormente, se afiadieron
5 ml de FBS y las células se transfirieron a un vaso de precipitado que contiene RPMI 1640 con FCS y antibioticos
(100 1U/ml de penicilina, 100 IU/ml de estreptomicina y 2,5 yg/ml de anfotericina B). La solucién de células se
centrifugé y el pellet celular se resuspendié en 20 ml de RPMI con FBS y antibi6ticos, se repitié la centrifugacion y
resuspension. Las células posteriormente se alicuotaron en viales que contienen 4 x 10° células/ml de RPMI 1640.
Para obtener tumores donantes, las ratas Fischer 344 hembra (Charles River, 180-200 g) se anestesiaron y 0,3 ml
de la suspension celular se inyect6 por via subcutanea en la region inguinal de ambos lados. Los trozos de tumor se
prepararon 15 y 22 dias después como se describié en F.A. Burgener et al., Invest Radiol 22/6 (1987), 472-478; S.
Saini et al., J. Magn. Reson. 129/1 (1997), 35-43). Se realizaron dos incisiones en el abdomen ventral de las ratas
hembras Fischer receptoras. Se inserté un fragmento de tumor en cada bolsillo y se cerraron las incisiones. Las
ratas se llevaron para la visualizacién de imagenes 12-14 dias después del injerto del tumor.

5.2 Preparacion de la rata y visualizacion de imagen  es RM protdnica

Las ratas pesadas se anestesiaron mediante isoflurano (2-3%) y se mantuvieron en una mesa calentada para
asegurar una temperatura corporal de aproximadamente 37<. se introdujo un catéter en la vena caudal y en la
arteria carotida comun izquierda. Las ratas se transportaron a la maquina de RM y se colocaron en una almohadilla
de fabricacion casera que se calenté a aproximadamente 37<C por medio de FC- 104 Fluorinert circulante. Este
liquido no originé sefales de fondo en la visualizacién de imagenes de RM 1H- y 13C. La anestesia continué por
medio de 1-2% de isoflurano administrado por medio de un tubo largo con un sistema de respiracién abierto a una
velocidad de 0,4 Umin. El catéter arterial se conectd por medio de un tubo T a un registrador de presion y una
bomba de administracién de solucién salina (velocidad 0,15 Umin) para impedir la coagulacion del catéter. Las ratas
se ubicaron en un bobina de RM para rata (Rapid Biomedical, Alemania) y y se realizé la visualizacién de imagenes
mediante una secuencia de visualizacion de imagenes de RM estandar protonica para obtener informacion
anatémica y determinar la ubicacion del tumor.

5.3 Visualizacion de imagenes de  *°C

Sobre la base de la frecuencia protdnica hallada por el sistema de RM, la frecuencia de RM para 3¢, -alanina se
calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Frecuencia de *C;-alanina = 0,25144 x [(frecuencia del sistema protédnico x 1,00021) - 0,000397708]

La frecuenma calculada ubic6 la sefial de RM que surge de la *C;-alanina sobre la resonancia con **C;-lactato a la
izquierda y B¢y- piruvato que resuena a la derecha de Ia 3C;-alanina. Se corrié una secuencia de espectroscopia de
RM no localizada para asegurar que la boblna de *C-RM y la frecuencia de RM del sistema se han ajustado
correctamente. La ublcaC|on de la imagen 3¢ se ubicod para cubrir el tumor (espesor del corte 10 mm, en tamafio de
pixel plano de 5 x 5 mm ) En la fase de reconstruccion, los datos de imagen fueron rellenados con cero para
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producir la resolucion de 2,5 x 2,5 x 10 mm?®. Se inyecté 13C1-piruvato en tampoén TRIS (90 mM) en una dosis de 10
ml/kg durante un periodo de 12 s con un volumen minimo de 2 ml en la vena caudal y 30 s después del comienzo de
la inyeccién (es decir, 18 s después de terminar la inyeccién, comenzé la secuencia BC-RM del desplazamiento
guimico.

5.4 Andlisis de los datos de la visualizacion de im  agenes de RM

La visualizacién de imagenes RM produjo una matriz que contiene 16 x 16 elementos en los que cada elemento o
voxel/pixel contiene un espectro 3C.RM. En la fase de reconstruccion, la matriz fue rellenada con cero a 32 x 32,
una operacién matematica que ayuda a mejorar la resolucion espacial. El conjunto de datos para analizar contenia
1024 espectros que se exportaron al formato Dicom ® (DICOM es la marca registrada del National Electrical
Manufacturers Association para sus publicaciones estandares relacionadas con las comunicaciones digitales de la
informacién médica) para el andlisis posterior. Aproximadamente la mitad de estos espectros no contenia sefiales
RM ya que la posicién de estos voxeles fue externa al animal. Una ubicacion dentro del animal revel6 voxeles con
sefiales de piruvato altas y sefial de lactato y alanina despreciable (mezcla de sangre) mientras que otros voxeles
mostraron piruvato, alanina y lactato en aproximadamente igual intensidad.

Las amplitudes para piruvato, alanina y lactato estimaron por medio de los procedimientos de ajuste del dominio de
tiempo que incluyeron los siguientes: la fase de orden cero es constante para el conjunto de datos, la fase de primer
orden es 1,4 ms, el ancho de linea o amortiguacion del tiempo se permiten variar entre 0,5 y 3 veces el ancho de
linea promedio del conjunto de datos para cada metabolito en forma independiente y la frecuencia se permite variar
con 20 Hz en ambas direcciones con respecto a la frecuencia promedio hallada en todo el conjunto de datos para el
pico mas alto, que debe ser identificado por el usuario.

Las amplitudes para lactato, alanina y piruvato se reordenaron en una matriz y se remuestrearon para combinar la
resolucién de la imagen de RM anatémica protonica. Las imagenes de *C-MR se proyectaron sobre las imagenes
anatémicas por medio de un procedimiento automatizado para obtener un resultado independiente del operador. Los
resultados se exhibieron en conjuntos de imagenes que contienen la imagen protdnica anatdmica del tumor de la
rata, la imagen metabdlica 3¢ para piruvato, lactato y alanina proyectada sobre la imagen anatémica, las imagenes
se muestran para cada pixel

a) ([lactato]norm X ([piruvato]max- [piruvato])norm) X [lactato] y
b) ([lactato]nom X ([alaninalmax- [alanina])norm) X [lactato]

en que el término "[....Jnorm representa la amplitud normalizada, es decir, en escala para su valor mas alto en la
imagen metabodlica y [lactato] la amplitud calculada.

Un resultado exitoso para la discriminacion del tejido tumoral y tejido sano en una imagen de 13C-RM metabdlica se
defini6 como la sefial de lactato mas alta en el area tumoral o una relacion de peso alta de lactato respecto de
piruvato en el area tumoral y una relacion de peso alta de lactato respecto de alanina en la misma ubicacion de pixel

5.5 Andlisis biol6gico

Los sitios del tumor se inspeccionaron visualmente para detectar signos de sangrado. Los tumores se extrajeron de
los cuerpos de las ratas, se pesaron y cortaron a la mitad. Los interiores del tumor se inspeccionaron visualmente
para evaluar homogeneidad, necrosis y sangrado. Los tejidos tumorales se conservaron en 4% de formalina.

Se consideré que una rata portadora de tumor es apropiada para la evaluacién si se cumplian los siguientes
criterios: peso del tumor > 100 mg, necrosis 0 quistes no visibles en el interior del tumor, una temperatura corporal
superior a 35C y una presion arterial superior a 60 mm Hg en el momento de la investigacion de RM.

5.6 Resultados

En total, se analizaron por imagen 30 tumores diferentes de 18 ratas. Una rata no cumplié y 3 tumores no
cumplieron los criterios biolégicos descritos en el parrafo precedente 5.5. Los restantes 26 tumores de 17 ratas
fueron homogéneos y presentaron un interior sin necrosis masiva. La polarizacién promedio del 13Cl-piruvato en el
momento de la inyeccion fue 21,2 + 2,9% (media + SD) y el pH fue 8,08 £ 0,14 (media + SD).

La Figura 1 presenta un conjunto tipico de imagenes de una rata examinada por imagen con (1) la imagen
de referencia proténica, en la que las flechas indican las ubicaciones del tumor, (22 la imagen de Be-
piruvato, (3) la imagen de “*C-lactato (4) la imagen de 3C-alanina (5) la imagen de **C-lactato corregida
para “*C-piruvato y (6) la imagen de **C-lactato corregida para *C-alanina. Las imagenes (2) a (6) se
fusionan con la imagen de referencia proténica.

La Figura 2 presenta el mismo conjunto de imagenes, sin embargo con las imagenes (2) a (6) que no se
fusionan con la imagen proténica atomica.

Como resultado, la ubicacién del tumor se indica con una sefial de piruvato alta (2), debido a la actividad metabdlica
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alta. Sin embargo, la sefial de lactato (3) finalmente identifica la correcta ubicacién del tumor. La alanina es visible en
el musculo esquelético y esta ausente en el tejido tumoral (4). Las imagenes de lactato corregidas para piruvato y
alanina (5) y (6) también produjeron un excelente contraste para el tumor.

En consecuencia se demostré que la ubicacion del tumor en las imagenes metabdlicas se indica con una sefial de
lactato alta, una sefial de lactato alta corregida para piruvato y una sefal de lactato alta corregida para alanina.

El anélisis de las imagenes metabdlicas de *C-MR reveld un contraste metabdlico en el area del tumor

. 24 de los 26 tumores para la sefal de lactato
. 26 de los 26 tumores para la sefial de lactato, corregida para piruvato (5,5,a)
. 26 de 26 tumores para la sefial de lactato, corregida para alanina (5,5, b))

La tasa global de éxito para este estudio fue 26 de 26, o0 100%.

Con este estudio, se demostr6 que los tumores se pueden identificar por medio de 1S'Cl-piruvato hiperpolarizado que
alcanza la region de interés (tumor) en un periodo de tiempo que hace posible visualizar la imagen para el
compuesto y sus metabolitos.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la discriminacion entre tejido sano y tumoral, dicho procedimiento comprende

(2) obtener una imagen de 3C-RM de **C-piruvato, una imagen de *C-RM de su metabolito alanina que contiene
C y una imagen de *C-RM de su metabolito lactato que contiene *C de un sujeto al que se preadministré una
composicion que comprende 1E'C-piruvato hiperpolarizado,

(b) corregir la imagen de lactato por la cantidad de piruvato y/o alanina por la multiplicaciéon de la imagen de lactato
por la imagen invertida de piruvato y/o alanina, una sefial de imagen alta dentro de dicha imagen de lactato
corregida es indicativa de tejido tumoral.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que el 13C-piruvato hiperpolarizado se obtiene por
hiperpolarizacion del acido **C-pirGvico y/o **C-piruvato por el procedimiento DNP.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 en el que la composicion que comprende 1E'C-piruvato
ademas comprende uno o mas tampones seleccionados del grupo que consiste en tampén fosfato
(KH2PO4/NazHPO,), ACES, PIPES, imidazol/HCI, BES, MOPS, HEPES, TES, TRIS, HEPPS y TRICIN.

4. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 en el que las secuencias de las imagenes que utilizan los
multiecos para codificar la informacién de frecuencia se usar para obtener las imagenes BCenla etapa a).

5. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 en el que las imagenes Bc dela etapa a) se obtienen en
menos de 400 s después de la administracién de la composicion que comprende 13C-piruvato.

6. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 en el que ademas se obtiene una imagen proténica con o
sin un agente de contraste MRI proténico.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 en el dicha correccién de la etapa b) se realiza por

(i) normalizar las imagenes de lactato y piruvato y/o imagenes de alanina al valor maximo en cada imagen
individual

(i) multiplicar la imagen de lactato normalizada por la imagen invertida de piruvato y/o alanina; y
(i) multiplicar los resultados de la etapa (ii) por la imagen de lactato original.

8. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7 en el que el tumor es un tumor de cerebro, tumor de
mama, tumor de colon, tumor de pulmén, tumor de rifién, tumor de cabeza y cuello, tumor de musculo, tumor de
ovario, tumor gastrico, tumor pancreatico, tumor esofagico o tumor de prostata.

9. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para el control de la terapia tumoral RM in vivo y/o
estadificacion del tumor.
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