ES 2375089 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Namero de publicacién: 2 375 089
Gint. Cl.;

A61K 49/10 (2006.01)
A61K 49/20 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

NUmero de solicitud europea: 06824360 .9
Fecha de presentacién: 01.12.2006

Numero de publicacion de la solicitud: 1954321
Fecha de publicacion de la solicitud: 13.08.2008

Tl'tulo: PROCEDIMIENTO DE LA POLARIZACION NUCLEAR DINAMICA(DNP) QUE USA UN RADICAL
TRITILO Y UN ION METALICO PARAMAGNETICO.

Prioridad: @ Titular/es:

01.12.2005 NO 20055681 GE HEALTHCARE AS

8?33'3882 Hg gggggﬁg NYCOVEIEN 1-2 PO BOX 4220 NYDALEN
Of 0401 OSLO, NO

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es:
24.02.2012 THANING, Mikkel y
SERVIN, Rolf
Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Carpintero Lépez, Mario
24.02.2012

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2375089 T3

DESCRIPCION
Procedimiento de la polarizacion nuclear dinamica (DNP) que usa un radical tritilo y un ién metalico paramagnético

La invencién se refiere a un procedimiento de polarizacion nuclear dinamica (DNP), que conduce a niveles mejorados
de polarizacion en la muestra a polarizar, y a composiciones y a agentes polarizantes para su uso en el procedimiento.

La obtencion de imagenes mediante resonancia magnética (RM) (IRM) es una técnica de obtencion de imagenes que
se ha convertido en particularmente atractiva para los médicos, ya que permite obtener imagenes del cuerpo de un
paciente 0 sus partes en una manera no invasiva y sin exponer al paciente y al personal médico a una radiacién
potencialmente dafiina, tal como rayos-X. Debido a sus imagenes de alta calidad, IRM es la técnica propicia de
obtencién de imagenes de tejidos blandos y 6rganos, y permite la discriminacion entre tejido normal y tejido enfermo,
por ejemplo, tumores y lesiones.

IRM puede realizarse con 0 sin agentes de contraste para RM. Sin embargo, la IRM mejorada con contraste permite,
normalmente, la deteccion de cambios mucho mas pequefios en los tejidos, lo que la convierte en una herramienta
poderosa para la deteccidon de cambios en los tejidos en las etapas iniciales, tal como, por ejemplo, pequefios tumores
0 metastasis.

Se han usado varios tipos de agentes de contraste en IRM. Los quelatos metalicos paramagnéticos solubles en agua,
por ejemplo, quelatos de gadolinio, tales como Omniscan™ (GE Healthcare) son agentes de contraste para RM,
usados ampliamente. Debido a su bajo peso molecular, se distribuyen rapidamente en el espacio extracelular (es
decir, la sangre y el intersticio) si son administrados dentro del sistema vascular. También son eliminados, de manera
relativamente rapida, del cuerpo.

Por otra parte, los agentes de contraste para RM en el lecho sanguineo, por ejemplo, particulas de 6xido de hierro
super-paramagnético, son retenidos dentro del sistema vascular durante un tiempo prolongado. Han demostrado ser
extremadamente Utiles para mejorar el contraste en el higado, y también para detectar anomalias en la permeabilidad
capilar, por ejemplo, paredes capilares con "fugas" en tumores, por ejemplo, tal como resultado de una angiogénesis.

A pesar de las indiscutibles y excelentes propiedades de los agentes de contraste indicados anteriormente, su uso no
esta exento de riesgos. Aunque los complejos de quelato metalico paramagnético tienen, normalmente, altas
constantes de estabilidad, es posible que iones de metales toxicos sean liberados en el cuerpo después de la
administracion. Ademas, este tipo de agentes de contraste muestran poca especificidad.

El documento WO-A-99/35508 divulga un procedimiento de investigacion de un paciente mediante RM, usando una
solucién hiperpolarizada de un agente de T; alto, tal como agente de contraste para IRM. El término "hiperpolarizacion”
se refiere a mejorar la polarizacion nuclear de los nicleos RMN activos presentes en el agente de T; alto, es decir,
nucleos con spin nuclear diferente de cero, preferentemente nucleos 13¢c- 0 N, a un nivel superior al encontrado a
temperatura ambiente y 1 T (polarizacion térmica). Tras mejorar la polarizaciéon nuclear de los nicleos RMN activos, la
diferencia de poblacion entre los estados excitado y base de spin nuclear de estos nlcleos esta considerablemente
incrementada y, por ello, la intensidad de la sefial de RM es amplificada en un factor de cien o superior. Cuando se usa
un agente de T; alto, hiperpolarizado, enriquecido con 3¢ ylo N, no habra, esencialmente, interferencias de las
sefiales de fondo, ya que la abundancia natural de Bc ylo N es insignificante y, de esta manera, ademas de la
intensidad de la sefial, el contraste de la imagen sera también ventajosamente alto. La principal diferencia entre los
agentes de contraste para IRM convencionales y los agentes de T, alto, hiperpolarizados, es que en el primero los
cambios en el contraste son causados por un cambio en los tiempos de relajacion de los protones del agua en el
cuerpo, mientras que la Ultima clase de agentes puede ser considerada como trazadores no radiactivos, ya que la
sefial de RM obtenida surge solamente desde el agente inyectado.

Una variedad de posibles agentes de T: alto, adecuados para su uso como agentes para obtencién de imagenes
mediante RM, se divulgan en el documento WO-A-99/35508 incluyendo, pero sin limitarse a, compuestos no
endogenos y enddgenos, tales como acetato, piruvato, oxalato o gluconato, azlcares, tales como glucosa o fructosa,
urea, amidas, aminoacidos, tales como glutamato, glicina, cisteina o aspartato, nucleétidos, vitaminas, tales como
acido ascorbico, derivados de penicilina y sulfonamidas. Se afirma ademas que los intermediarios en los ciclos
metabdlicos, tales como el ciclo del &cido citrico, tal como acido fumarico, son agentes preferentes para la obtencion de
imagenes mediante RM de la actividad metabdlica.

Se debe destacar que la sefial de un agente para obtencioén de imagenes hiperpolarizado decae debido a la relajacion
y, después de la administracion al cuerpo de un paciente, a la dilucién. Por lo tanto, el valor T de los agentes para
obtencién de imagenes en fluidos bioldgicos (por ejemplo, sangre) debe ser suficientemente largo (alto) para permitir
que el agente se distribuya al sitio objetivo en el cuerpo del paciente, en un estado altamente hiperpolarizado. Ademas
del agente para obtencion de imagenes, que tiene un T alto, es extremadamente favorable conseguir un alto nivel
polarizacion.
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Varios procedimientos para la obtencion de agentes de T; alto, hiperpolarizados, se divulgan en el documento WO-A-
99/35508; uno de ellos es la técnica de polarizacion nuclear dinamica (DNP), mediante la cual la polarizacién de una
muestra es realizada por un agente de polarizacion o un agente denominado agente de DNP, un compuesto que
comprende electrones no apareados. Durante el procedimiento de DNP, la energia es proporcionada, normalmente en
forma de radiacion de microondas, la cual excitara inicialmente el agente de DNP. Tras el decaimiento al estado base,
hay una transferencia de polarizacion desde los electrones no apareados del agente de DNP a los niicleos RMN
activos de la muestra. Generalmente, se usan un campo magnético moderado o alto y una temperatura muy baja en el
procedimiento de DNP, por ejemplo, llevando a cabo el procedimiento de DNP en helio liquido y un campo magnético
de aproximadamente 1 T o superior. Tal como alternativa, pueden emplearse un campo magnético moderado y
cualquier temperatura a la cual se consigue una mejora suficiente de la polarizacion. La técnica de DNP se describe,
por ejemplo, en los documentos WO-A-98/58272 y WO-A-01/96895.

El agente de DNP juega un papel decisivo en el procedimiento de DNP, ya que su eleccion tiene un gran impacto sobre
el nivel de polarizacién que puede lograrse en la muestra a polarizar. Se conocen una diversidad de agentes de DNP, a
los cuales se hace referencia en el documento WO-A-99/35508 como "agentes de contraste OMRI". El uso de
radicales tritilo estables, basados en oxigeno, basados en azufre o basados en carbono, tal como se describe 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
ha tenido como resultado altos niveles de polarizacidon en una diversidad de muestras diferentes.

El documento GB 2 252 245 de Instrumentarium Corporation, divulga composiciones de diagndstico para su uso en
IRM. Una composiciéon sugerida incluye un radical libre estable, tal como un radical libre estable triarilmetilo, y un
complejo de quelato metdlico paramagnético. En las composiciones del documento GB 2 252 245, no hay una
“muestra” presente, es decir, no hay un compuesto enriquecido con 3¢ o0 N, que funcione como un agente de
obtencién de imagenes a hiperpolarizar.

Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto ahora que la adicién de iones de gadolinio a una
composicion que comprende una muestra a polarizar mediante el procedimiento de DNP y un radical tritilo, tal como
agente de DNP, resulta en un nivel de polarizacion notablemente mayor en la muestra. Esto es especialmente
favorable en una situacion clinica en la que la muestra polarizada es usada como un agente de obtencién de imagenes
mediante RM en un procedimiento de examen mediante RM de un paciente. Si, por ejemplo, el nivel de polarizacion en
la muestra pudiera ser mejorado en un factor 2, sélo tendria que usarse la mitad de la concentracion de la muestra en
el procedimiento de examen mediante RMN. Por supuesto, esto es ventajoso, no sélo desde un punto de vista
economico, sino que abre también la posibilidad de usar muestras que hubieran tenido efectos secundarios no
deseados a estas concentraciones dobles.

De esta manera, visto desde un aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de produccién de una
muestra solida hiperpolarizada, que es un compuesto enddgeno enriquecido con 3¢ 0 N, que comprende preparar
una composicion que comprende la muestra, un radical tritilo basado en carbono y un i6n de gadolinio y llevar a cabo
una polarizacion nuclear dinamica sobre la composicion.

Los términos "hiperpolarizado” y "polarizado” se usan, de manera intercambiable, en adelante, en la presente memoria,
e indican un exceso de nivel de polarizacion nuclear. Preferentemente, los términos "hiperpolarizado" y "polarizado”
indican un exceso de nivel de polarizacién nuclear del 0,1%, mas preferentemente, del 1% y, mas preferentemente, del
10%.

El nivel de polarizacién puede ser determinado, por ejemplo, mediante mediciones de RMN en estado sélido de los
nucleos RMN activos en la muestra hiperpolarizada. Por ejemplo, si el nicleo RMN activo en la muestra hiperpolarizada
es °C, se adquiere una RMN *C en estado sélido de dicha muestra. La medicion de RMN **C en estado sdlido
consiste, preferentemente, en una simple secuencia de RMN de pulso-adquisicién, usando un angulo de inclinacion
bajo. La intensidad de la sefial de la muestra hiperpolarizada es comparada con el nivel de polarizacion de la muestra
antes del procedimiento de polarizaciéon nuclear dindmica. A continuacion, el nivel de polarizacion es calculado a partir
de la relacién entre las intensidades de la sefial de la muestra antes y después de la DNP.

De una manera similar, el nivel de polarizacion para las muestras hiperpolarizadas disueltas puede ser determinado
mediante mediciones de RMN en estado liquido del nicleo RMN activo en la muestra hiperpolarizada. Una vez mas, la
intensidad de la sefial de la muestra hiperpolarizada disuelta es comparada con el nivel de polarizacion de la muestra
disuelta antes del procedimiento de polarizacion nuclear dinamica. A continuacion, el nivel de polarizacion es calculado
a partir de la relacion entre las intensidades de las sefales de la muestra antes y después de la DNP.

El término "muestra” indica la entidad o entidades moleculares a hiperpolarizar mediante polarizacion nuclear dinamica
(DNP). Generalmente, la muestra es uno 0 mas compuestos quimicos.

El procedimiento segun la invenciéon conduce a altos niveles de polarizacion en la muestra a polarizar. En principio,
cualquier compuesto quimico puede ser usado como la muestra. La muestra puede ser un candidato a medicamento,
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de manera adecuada, una pequefia molécula organica, por ejemplo, menor de 2.000 Da, o una mezcla de varios
candidatos a medicamento y el candidato o los candidatos a medicamentos hiperpolarizados pueden ser usados en
ensayos de RMN, por ejemplo, para determinar la afinidad de unién a un receptor determinado o0 en ensayos
enzimaticos. Dichos ensayos se describen en el documento WO-A-2003/089656 o WO-A 2004/051300 y estan
basados, preferentemente, en el uso de la espectroscopia de RMN en estado liquido, lo que significa que la muestra
solida hiperpolarizada tiene que ser licuada después de la polarizacion, preferentemente disolviéndolo o fundiéndolo.
La muestra puede ser enriquecida o no isotdpicamente.

La muestra puede ser un agente de obtencion de imagenes o un precursor del mismo, y la muestra hiperpolarizada es
usada como agente de obtencion de imagenes mediante RM y/o obtencion de imagenes mediante desplazamiento
quimico. Las muestras preferentes son aquellas que contienen nucleos polarizados que exhiben una relajacién
longitudinal lenta, de manera que la polarizacién se mantiene durante un periodo de tiempo suficiente para su
transferencia a un organismo y la obtencion de imagenes subsiguiente. Las muestras preferentes contienen nicleos
con constantes de tiempo de relajacion longitudinal (T1) que son mayores de 10 segundos, preferentemente, mayores
de 30 segundos y, aln mas preferentemente, mayores de 60 segundos. Dichos agentes, denominados "agentes de T
alto" se describen, por ejemplo, en el documento WO-A-99/35508. Tal como alternativa, los valores de T; de las
posibles muestras pueden encontrarse en la literatura o pueden ser determinados mediante la adquisicion de un
espectro de RMN de la posible muestra, por ejemplo, un espectro de RMN 3¢ para determinar el T; de una posible
muestra etiquetada con *°C.

Las muestras especialmente preferentes son muestras que juegan un papel en los procesos metabdlicos en el cuerpo
de animales humanos y no humanos. Dichos agentes de obtencion de imagenes, hiperpolarizados, pueden ser usados
para obtener informacion sobre el estado metabdlico de un tejido en una investigacion RM in vivo, es decir, son Utiles
para obtencion de imagenes mediante RM in vivo de una actividad metabdlica. La informacion del estado metabolico
de un tejido podria ser usada, por ejemplo, para discriminar entre tejido sano (normal) y enfermo. Las muestras segun
la invencion son compuestos endégenos, mas preferentemente, compuestos enddégenos que juegan un papel en un
proceso metabolico en el cuerpo de animales humanos o no humanos. Las muestras especialmente preferentes son
seleccionadas de entre aminoacidos (en forma protonada o desprotonada), preferentemente alanina, glicina, glutamina,
acido glutamico, cisteina, asparagina y acido aspartico, acetato, acido pirGvico, piruvato, oxalato, malato, fumarato,
lactato, acido lactico, citrato, bicarbonato, malonato, succinato, oxalacetato, a-cetoglutarato, 3-hidroxibutirato, isocitrato
y urea. Las muestras indicadas anteriormente estan enriquecidas isotépicamente con 13C o N, mas preferentemente,
estan enriquecidas isotépicamente con **C o *°N.

Una muestra destinada a ser usada como un agente de obtencidon de imagenes mediante RM es un compuesto
enriquecido isotopicamente, siendo el enriquecimiento isotdpico un enriquecimiento isotdpico de spin nuclear diferente
de cero (nucleos MR activos), seleccionados de entre °N y/o **C, méas preferentemente **C. El enriquecimiento
isotépico puede incluir enriqguecimientos selectivos de uno o mas sitios dentro de la molécula de compuesto o un
enriquecimiento uniforme de todos los sitios. El enriquecimiento puede conseguirse, por ejemplo, mediante sintesis
guimica o etiquetado bioldgico, siendo ambos procedimientos conocidos en la técnica, y los procedimientos apropiados
pueden ser elegidos en funcion del compuesto a enriquecer isotépicamente.

Una realizacion preferente de una muestra destinada a ser usada como un agente de obtencion de imagenes mediante
RM es una muestra que esta enriquecida isotopicamente en solo una posicion de la molécula, preferentemente con un
enriguecimiento de al menos el 10%, de manera mas adecuada, de al menos el 25%, mas preferentemente, de al
menos el 75% y, mas preferentemente, de al menos el 90%. Idealmente, el enriquecimiento es del 100%.

La posicion éptima para el enriquecimiento isotopico depende del tiempo de relajacion de los nicleos RM activos.
Preferentemente, los compuestos son enriquecidos isotépicamente en posiciones con un tiempo de relajacion Ty largo.
Los compuestos enriquecidos con B¢ gue estan enriquecidos en un carboxilo-atomo C, un carbonilo-atomo C o un
atomo C cuaternario, son usados preferentemente.

En una realizacion preferente, se usa acido pirGvico o piruvato como una muestra en el procedimiento de la invencion.
El &cido piravico y el piruvato puede estar enriquecidos isotépicamente en la posicion C1 (13C1-écido pirivico/-piruvato),
en la posicion C2 (**C-acido pirGvico/ -piruvato ), en la posicién C3 (**Cs- acido pirGvico/-piruvato), en la posicién C1y
c2 (** ¢y, »-4cido piravico /-piruvato), en la posicién C1y C3 (**Cy -acido pirGvico/-piruvato), en la posicion C2 y C3
(*C,3-4cido pirGvico/-piruvato) o en la posicién C1, C2 y C3 (**C123 -acido pirGvico/-piruvato). La posicién C1 es la
preferente para el enriquecimiento isotépico de *C. Las muestras preferentes adicionales son *C-alanina, **C-glicina,
3C_glutamina, **C-acido glutamico, ‘*C-cisteina, *C-asparagina, “*C-acido aspartico (todos los aminoacidos en su
forma protonada o desprotonada), *C -acetato, **C-oxalato, *C-malato, **C-fumarato, **C-lactato, **C-acido lactico,
C_citrato, **C-bicarbonato, *C-malonato, **C-succinato, **C-oxaloacetato, **C-a-cetoglutarato, **C-isocitrato, **C-3-
hidroxibutirato y *C-urea.

En otra realizacién preferente, la muestra del procedimiento de la invencién es usada en una espectroscopia de RMN
en estado solido. Aqui, la muestra sélida hiperpolarizada puede ser analizada mediante espectroscopia de RMN en
4
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estado solido, estatica o con rotaciéon en angulo magico.

El radical tritilo, basado en carbono, usado en el procedimiento de la invencion, trabaja como un agente de DNP, que
es esencial en el procedimiento de DNP conforme la gran polarizacion de spin de los electrones del agente de DNP es
convertida en polarizacion de espin nuclear de los nucleos dentro de la muestra, a través de una irradiacion de
microondas cercana a la frecuencia de Larmor de los electrones. Las microondas estimulan la comunicacion entre los
sistemas de espin electrénico y nuclear mediante transiciones e-e y e-n. Para una DNP efectiva, el agente de DNP
tiene que ser estable y ser soluble en la muestra a polarizar, para conseguir el contacto intimo entre la muestra y el
agente de DNP que es necesario para la comunicacion, indicado anteriormente, entre los sistemas de espin electronico
y nuclear. En este contexto, los radicales estables de tritlo demostraron ser agentes de DNP de gran utilidad. Los
radicales estables de tritilo basados en oxigeno, basados en azufre o basados en carbono, se describen, por ejemplo,
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.

La eleccion optima del radical tritilo, basado en carbono, depende de diversos aspectos. Tal como se ha indicado
anteriormente, el radical tritilo y la muestra deben estar en contacto intimo durante la DNP, para que resulte en los
niveles de polarizacidon éptimos en la muestra. De esta manera, en una realizacién preferente, el radical tritilo es soluble
en la muestra o en una solucion de la muestra. Para preparar dicha una soluciéon de una muestra, pueden usarse un
solvente 0 una mezcla de solventes para disolver la muestra. Sin embargo, si la muestra polarizada es usada para
aplicaciones in vivo, tal como obtenciéon de imagenes in vivo mediante RM, es preferente mantener la cantidad de
solvente en un minimo o, si es posible, evitar el uso de solventes. Esto Ultimo podria ser posible si la muestra a
polarizar es, por ejemplo, un liquido o si la muestra es transferida al estado liquido, por ejemplo, fundiéndola. Para ser
usada como un agente de obtencién de imagenes in vivo, la muestra polarizada es administrada, normalmente, en una
concentracion relativamente alta, es decir, preferentemente, se usa una muestra muy concentrada en el procedimiento
de DNP y, de esta manera, la cantidad de solvente se mantiene, preferentemente, en un minimo. En este contexto, es
importante mencionar también que la masa de la composicion que contiene la muestra (es decir, agente de DNP,
muestra y, si es necesario, solvente) se mantiene tan pequefia como sea posible. Una gran masa tendra un impacto
negativo sobre la eficiencia del procedimiento de disolucién, si se usa una disolucion para convertir la muestra
hiperpolarizada sélida después del procedimiento de DNP al estado liquido, por ejemplo, para usarla como un agente
de RM. Se ha observado que la eficacia de la disolucion y, por lo tanto, la conservacion de la polarizacién conseguida,
disminuye conforme aumenta la masa de la composicién. Probablemente, esto se debe al hecho de que el volumen de
la composicion aumenta segun la tercera potencia, mientras que la superficie de la composicion aumenta segun la
segunda potencia. Ademas, el uso de ciertos solventes puede requerir su retirada antes de que la muestra
hiperpolarizada, usada como un agente de RM, sea administrada al paciente, ya que podrian no ser fisiolégicamente
tolerables.

Si la muestra a polarizar es un compuesto lipéfilo (hidréfilo), el radical tritilo deberia ser también lip6filo (hidrdfilo).
Puede ejercerse una influencia sobre la lipofilicidad o la hidrofilicidad del radical tritilo mediante la eleccion de residuos
adecuados, que convierten la molécula de radical tritilo en lipdfila o hidréfila. Ademas, el radical tritilo tiene que ser
estable en presencia de la muestra. De esta manera, si la muestra a polarizar es un acido (una base), el radical tritilo
debe ser estable bajo condiciones acidas (basicas). Si la muestra a polarizar contiene grupos reactivos, deberia usarse
un radical tritilo que sea relativamente inerte en relacion a estos grupos reactivos. De lo indicado anteriormente es
evidente que la eleccién del radical tritilo es altamente dependiente de la naturaleza quimica de la muestra.

J. J. Ardenkjeer-Larsen et al, PNAS 100 (18), 2003, 10158-10163, describe la exitosa polarizacion mediante DNP de
urea marcada con °C y no marcada, usando el radical tritlo (sal de sodio de Tris {8-carboxil-2 ,2,6,6-tetra [2-(1-
hidroxietil)]-benzo (1,2-d:4,5-d")bis(1,3)ditiol-4-il}metilo) (descrito adicionalmente en la patente US No. 6.013.810) y
glicerol como solvente, que resultd en altos niveles de polarizacién en urea.

En el documento WO-A-2006/011811, se divulgan radicales tritilo que son agentes de DNP especialmente Utiles para
la polarizacién mediante DNP de compuestos organicos acidos, tales como acido lactico o acido pirtvico.

En una realizacion preferente del procedimiento segun la invencién, la muestra es acido pirivico, mas preferentemente
3¢-acido pirtvico, mas preferente *3C;-acido pirvico o piruvato, mas preferente, **C-piruvato y, mas preferente, °C-
piruvato y el radical tritilo, basado en carbono, es un radical de la férmula (1)
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X-Rz, enlaquenes1,203;

X es O 0 SyR2 es un grupo alquilo C1-C4 de cadena lineal o ramificada.

En una realizacion preferente, M representa hidrégeno o un equivalente de un catién fisiolégicamente tolerable. El
término "cation fisioldgicamente tolerable" indica un catién que es tolerado por el cuerpo de un animal humano o no
humano vivo. Preferentemente, M representa hidrégeno o un catién alcalino, un ion de amonio o un i6n de amina
organica, por ejemplo, meglumina. Mas preferentemente, M representa hidrégeno o sodio.

En una realizacion preferente adicional, R1 es el mismo, mas preferentemente, un grupo alquilo C;1-C4, de cadena lineal
o ramificada, mas preferentemente, metilo, etilo o isopropilo.

En una realizacion preferente adicional, R1 es el mismo o diferente, preferentemente el mismo, y representa-CH-
OCHp3s,-CH2-OC;Hs,-CH2-CH2-OCH3,-CH2-SCHgs, -CH»-SC2Hs 0 -CH,-CH2-SCHs, mas preferentemente, -CH,-CH,-OCH.

En una realizacién mas preferente, M representa hidrégeno o sodio y R1 es el mismo y representa-CH,-CH,-OCHs.

Los radicales tritilo usados en el procedimiento de la invencion pueden ser sintetizados tal como se describe en detalle
en los documentos WO-A-88/10419, WO-A-90/00904, WO-A-91/12024, WO-A-93/02711, WO-A-96/39367 y WO-A-
2006/011811.

De manera adecuada, los iones de gadolinio son usados en forma de quelatos o en forma de sus sales.

Si la muestra a polarizar esta destinada a ser sometida a RMN en estado sélido, los iones de gadolinio son usados,
preferentemente, en forma de sus sales. Las sales adecuadas son, por ejemplo, sales inorganicas u organicas de
iones de gadolinio, por ejemplo, GdCls, acetato de Gd (lll) o piruvato de Gd (lll). Si la muestra a polarizar es un liquido o
una solucién de la muestra en un solvente, es beneficioso seleccionar una sal que sea soluble en la muestra liquida o
la solucion de la muestra. En otra realizacion, los iones de gadolinio pueden ser afiadidos en forma de quelatos.

Para un uso en RMN en estado liquido o un uso como un agente de obtencion de imagenes en el cuerpo de un ser
humano o animal vivo, la muestra sélida hiperpolarizada tiene que ser disuelta o fundida para resultar en una solucién o
un liquido. Sin embargo, los iones libres de gadolinio en dicha una solucién o liquido acortan drasticamente el tiempo
de relajacion T; de los nucleos polarizados en la muestra, es decir, acelerando el decaimiento natural de la polarizacion
y acortando, de esta manera, el tiempo de la muestra, proporcionara intensidades de la sefial de RM que son
suficientemente altas para convertir la muestra en un agente Util para la obtenciéon de imagenes mediante MR. Por otro
lado, los iones libres de gadolinio, si no son eliminados del agente de obtencion de imagenes, inyectable, final — no son,
frecuentemente, fisiolégicamente tolerados o son mal tolerados, y pueden tener efectos no deseados, por ejemplo,
efectos toxicos.
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Para superar los efectos de los iones libres de gadolinio, indicados anteriormente, los iones de gadolinio pueden ser
usados en forma de quelatos. Como alternativa, pueden ser usados en forma de sus sales y pueden ser eliminados
rapidamente después de disolver o fundir la muestra hiperpolarizada. Los procedimientos para la rapida eliminacion de
los iones libres de gadolinio se describen mas adelante, en la presente solicitud. En otra realizacion, los efectos
indicados anteriormente pueden ser superados usando iones de gadolinio en forma de sus sales, y afiadiendo agentes
guelantes al medio de disolucion para formar complejos con dichos iones libres de metal galodino. En este caso,
deberia elegirse un agente quelante que sea a) soluble y estable en el medio de disolucion y b) forme rapidamente un
complejo estable con el ion libre de metal de gadolinio.

Tal como se ha indicado anteriormente, los iones de gadolinio pueden ser usados en el procedimiento de la invencion
en forma de quelatos. En adelante, en la presente memoria, la expresion "quelato de gadolinio" indica iones de
gadolinio en forma de quelatos, es decir, complejos que comprenden iones de gadolinio y agentes quelantes.

Se conocen diversidad de agentes quelantes para este propdsito. Generalmente, pueden usarse agentes quelantes
cillicos y aciclicos, que contienen, frecuentemente, heteroatomos, tales como N, O, P o S, siendo preferentes los
agentes quelantes ciclicos. Los agentes quelantes aciclicos adecuados son, por ejemplo, DTPA y sus derivados, tales
como DTPA-BMA, DTPA-BP, DTPA-BMEA, EOB-DTPA, BOPTA y MS-325, EDTA y sus derivados, tales como EDTA-
BMA, DPDP, PLED, HPTA, amidas o diamidas, tales como TOGDA, sulfonatos o fosfonatos. Los agentes quelantes
ciclicos adecuados son, por ejemplo, criptandos, PCTA-[12], PCTP-[12], PCTP-[13], DOTA, DO3A y sus derivados,
tales como HP-DO3A y DO3A butriol. DOTA, DO3A y sus derivados son agentes quelantes ciclicos preferentes. Los
agentes quelantes indicados anteriormente son conocidos en la técnica y también lo son sus sintesis.

En otra realizacion preferente, se usan agentes quelantes que son entidades quimicas relativamente inertes, tales
como, por ejemplo, fullerenos o zeolitas. El uso de dichos agentes quelantes (que encapsulan un ion metalico
paramagnético, tal como Gd3+) es preferente si la muestra a polarizar es un compuesto reactivo, por ejemplo, que
comprende grupos reactivos que reaccionarian con agentes quelantes que comprenden grupos funcionales, tales
como los indicados en el parrafo anterior.

En el procedimiento de la invencién, los quelatos de gadolinio pueden ser quelatos monoméricos de gadolinio, es decir,
entidades quimicas que consisten en un agente quelante y un Gnico ion de gadolinio, tal como, por ejemplo, GADTPA-
BMA. Por otro lado, los quelatos de gadolinio pueden ser quelatos multiméricos de gadolinio, es decir, entidades
guimicas que consisten en dos o0 mas subunidades, en las que cada subunidad consiste en un agente quelante y un
Unico ion de metal de gadolinio. Un ejemplo de un quelato trimérico de gadolinio es 1,3,5-tris-(N-(DO3A-acetamido)-N-
metil-4-amino-2-metilfenil)-[1,3,5]triazinano-2,4,6-triona, un quelato de gadolinio que consiste en un nicleo de
triazinatriona con 3 subunidades conectadas a dicho nucleo, en el que cada subunidad comprende Gd* como el ion
metélico paramagnético y un derivado de DO3A como el agente quelante. El uso de este quelato trimérico de gadolinio
en la polarizacién de acido pirtvico ha resultado en altos niveles de polarizacién. La sintesis detallada de este quelato
trimérico de gadolinio se describe en la seccion de Ejemplos de la presente solicitud.

Al igual que con el radical tritilo descrito anteriormente, la muestra a polarizar debe estar en contacto intimo con el ion
de gadolinio. En la descripcién siguiente, a menos que se indique o se especifique lo contrario, la expresion "ion de
gadolinio" se usa para iones de gadolinio, por ejemplo, en forma de sus sales y quelatos de gadolinio. Si la muestra es
un liquido o una solucién de la muestra, es preferente usar un ion metalico paramagnético que sea soluble en la
muestra liquida o solucién de la muestra. Si la muestra a polarizar es un compuesto lipdfilo (hidréfilo) y se usa un
guelato de gadolinio, el quelato de gadolinio deberia ser también lip&filo (hidréfilo). Puede ejercerse una influencia
sobre la lipofilicidad o hidrofilicidad de los quelatos de gadolinio, por ejemplo, eligiendo agentes quelantes que
comprenden residuos lipdfilos o hidrofilos. Ademas, es preferente que el quelato de gadolinio sea estable en presencia
de la muestra ya que una disociacion del complejo (desquelacién) conducira a iones libres de gadolinio, con
consecuencias perjudiciales para el decaimiento de la polarizacion y, de esta manera, el nivel de polarizacién en una
muestra licuada, tal como se ha descrito anteriormente, a menos que los iones libres de gadolinio sean eliminados
rapida y eficientemente después de que la muestra sélida hiperpolarizada ha sido licuada o ha formado complejos por
medio de los agentes quelantes en el medio de disoluciéon. Ademas, si la muestra a polarizar es un acido (una base),
los iones de gadolinio deberian ser estables bajo condiciones acidas (basicas). Si la muestra a polarizar contiene
grupos reactivos, deberia usarse un ion de gadolinio que sea relativamente inerte en relacion a estos grupos reactivos.
De la descripcion anterior, es evidente que la eleccién del ion de gadolinio es altamente dependiente de la naturaleza
guimica de la muestra y de su uso final (RMN en estado sélido, RMN en estado liquido o agente de obtencion de
imagenes).

Otro aspecto de la invencion es un procedimiento para la producciéon de una muestra liquida hiperpolarizada, que es un
compuesto endégeno, enriquecido con BCo®™N, enel que el procedimiento comprende preparar una composicion que
comprende la muestra o un precursor de la misma, un radical tritilo, basado en carbono, y un ion de gadolinio, llevar a
cabo la polarizacién nuclear dindmica sobre la composicion, licuar la composicion y, opcionalmente, eliminar el radical
tritilo y/o el ion de gadolinio de la composicion licuada.
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Para llevar a cabo los procedimientos segun la invencion, la primera etapa es preparar una composicion que
comprende la muestra, un radical tritilo, basado en carbono, y un ién de gadolinio. Si la muestra usada en el
procedimiento de la invencion es un liquido a temperatura ambiente, tal como, por ejemplo, acido pirdvico, la muestra
es combinada con el radical tritilo elegido y el i6n de gadolinio elegido, para formar una composicion en la que los
compuestos estan en contacto intimo. Preferentemente, el radical tritilo elegido y el ién de gadolinio son solubles en la
muestra liquida. Puede provocarse adicionalmente un mezclado intimo mediante diversos medios conocidos en la
técnica, tales como agitacion manual, agitacién vorticial o sonicacion. Si la muestra usada en el procedimiento de la
invencion es un sélido a temperatura ambiente, puede ser fundida y la muestra fundida es combinada con el radical
tritilo elegido y el ion de gadolinio elegido. En otra realizacion, puede prepararse una solucion de la muestra sdlida, por
ejemplo, disolviendo la muestra sélida en un solvente o una mezcla de solventes adecuada, preferentemente en un
solvente que es un buen formador de vidrio y previene la cristalizacion de la composicion al ser enfriada/congelada. Los
formadores de vidrio adecuados son, por ejemplo, glicerol, propanodiol o glicol. Subsiguientemente, la muestra disuelta
es combinada con el radical tritilo elegido y el ion de gadolinio elegido. Los formadores de vidrio pueden ser afiadidos
también a las muestras liquidas o a las muestras disueltas en solventes no formadores de vidrio si la muestra
cristalizaria al ser enfriada/congelada. Sin embargo, tal como se ha indicado anteriormente, la adicién de solventes y/o
formadores de vidrio deberia mantenerse en el minimo necesario. De esta manera, la manera preferente es
seleccionar un radical tritilo y un ién de gadolinio que sean solubles en, o miscibles con, la muestra.

De manera adecuada, la concentracion de radical tritilo es de 5 a 25 mM, preferentemente de 10 a 20 mM, en la
composicion. En relacion a la concentracion del ién de gadolinio, de 0,1 a 6 mM (i6n metdlico) en la composicion es
adecuada y una concentracién de 0,5 a 4 mM es preferente.

La composicion es enfriada y/o congelada, preferentemente, de manera que se prohibe la cristalizacion. El
enfriamiento/la refrigeracion puede conseguirse mediante procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo,
congelando la composicion en nitrégeno liquido o, simplemente, colocandola en el polarizador DNP, donde el helio
liquido la congelara.

La composicién puede ser desgasificada antes de la refrigeracion/congelacion. La desgasificacion puede conseguirse
mediante burbujeo de gas helio a través de la composicién (por ejemplo, durante un periodo de tiempo de 2 - 15 min),
pero puede llevarse a cabo mediante otros procedimientos conocidos comunes.

La técnica de DNP se describe, por ejemplo, en los documentos WO-A-98/58272 y WO-A-01/96895. Generalmente, se
usan un campo magnético, moderado o alto, y una temperatura muy baja en el procedimiento de DNP, por ejemplo,
llevando a cabo el procedimiento de DNP en helio liquido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o superior.
Como alternativa, puede emplearse un campo magnético moderado y cualquier temperatura a la que se consiga una
mejora suficiente de la polarizacion. En una realizacién preferente, el procedimiento de DNP es llevado a cabo en helio
liquido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o superior. Las unidades adecuadas de polarizacion (=
polarizadores) se describen, por ejemplo, en el documento WO-A-02/37132. En una realizacion preferente, la unidad
de polarizacion comprende un criostato y medios de polarizacién, por ejemplo, una cadmara de microondas conectada,
por medio de una guia de ondas, a una fuente de microondas en un orificio central rodeado por los medios productores
del campo magnético, tales como un iman superconductor. El agujero se extiende verticalmente hacia abajo hasta al
menos el nivel de una regiéon "P" cercana al iman superconductor, donde la intensidad del campo magnético es
suficientemente alta, por ejemplo, entre 1 y 25 T, para que tenga lugar la polarizacion de los nacleos de la muestra.
Preferentemente, el orificio para la sonda (= composiciéon a polarizar) es sellable y puede ser evacuado a bajas
presiones, por ejemplo, presiones del orden de 1 mbar o menos. Unos medios de introduccion de sonda, tales como un
tubo de transporte extraible, pueden estar contenidos dentro del orificio y este tubo puede ser insertado desde la parte
superior del orificio hasta una posicién en el interior de la cAmara de microondas en la region P. La region P es enfriada
mediante helio liquido a una temperatura suficientemente baja para que tenga lugar la polarizacion, preferentemente, a
temperaturas del orden de 0,1 a 100 K, mas preferentemente, de 0,5 a 10 K, mas preferentemente, de 1 a 5 K. Los
medios de introduccion de sonda son, preferentemente, sellables en su extremo superior, en cualquier forma
adecuada, para mantener el vacio parcial en el orificio. Un contenedor de retenciéon de sonda, tal como una copa de
retencion de sonda, puede estar instalada, de manera desmontable, en el interior del extremo inferior de los medios de
introduccion de sonda. El contenedor de retencién de sonda esta realizado, preferentemente, en un material ligero, con
una baja capacidad calorifica especifica y buenas propiedades criogénicas, tal como, por ejemplo, KelF
(policlorotrifluoroetileno) o PEEK (polieteretercetona) y puede estar disefiado de manera que puede contener mas de
una sonda.

La sonda es insertada en el contenedor de retencion de sonda, sumergida en helio liquido e irradiada con microondas,
preferentemente a una frecuencia de aproximadamente 94 GHz a 200 mW. El nivel de polarizacién puede ser
supervisado, por ejemplo, adquiriendo sefiales de RMN en estado sélido de la sonda durante la irradiacion con
microondas, dependiendo de la muestra a polarizar. Generalmente, se obtiene una curva de saturacion en un grafico
gue muestra la sefial RMN en funcién del tiempo. Por lo tanto, es posible determinar cuando se alcanza el nivel de
polarizacién 6ptimo.
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Si la muestra polarizada esta destinada a ser usada como un agente de obtencién de imagenes mediante RM, la
composicion que contiene la muestra hiperpolarizada es transferida, preferentemente, de un estado soélido a un estado
liquido (es decir, es licuada), disolviendo la composicion sélida después del procedimiento de DNP en un solvente o en
una mezcla de solventes apropiada, por ejemplo, en un portador acuosa, tal como una composicion tampén, o
fundiéndola, opcionalmente, con una etapa de disolucién o una etapa de dilucién subsiguiente en un solvente o en una
mezcla de solventes adecuada. Los procedimientos y dispositivos adecuados para la disolucién de una composicion
sélida hiperpolarizada se describen, por ejemplo, en el documento WO-A-02/37132. Los procedimientos y dispositivos
adecuados para la fusién de una composicion sélida hiperpolarizada se describen, por ejemplo, en el documento WO-
A-02/36005. Si la muestra hiperpolarizada esta destinada a ser usada como un agente de obtencion de imagenes
mediante RM, la composicion soélida que contiene la muestra hiperpolarizada es disuelta, preferentemente, en un
portador acuoso o un solvente adecuado, para resultar en una solucion fisiolégicamente tolerable. Como alternativa, la
composicion sélida que contiene la muestra hiperpolarizada es fundida y la composicion fundida es diluida/disuelta,
preferentemente en un portador acuoso 0 un solvente adecuado, para resultar en una solucién fisiolégicamente
tolerable.

En el contexto de los procedimientos de la invencién, el solvente usado para la disolucion de la composicion sélida que
contiene la muestra hiperpolarizada puede convertir también la muestra hiperpolarizada a una entidad quimica
hiperpolarizada diferente. En este caso, la muestra sélida hiperpolarizada es referida como un "precursor de muestra’.
Si, por ejemplo, se usa un solvente que contiene una base para disolver una composicién sélida que comprende un
acido hiperpolarizado (precursor de muestra), el acido hiperpolarizado es neutralizado y es convertido en una sal. De
esta manera, la muestra liquida hiperpolarizada seria una sal del acido y ya no el propio acido.

En una etapa subsiguiente del procedimiento segun la invencion, el radical tritilo y/o el ion de gadolinio y/o sus
productos de reaccion son eliminados, opcionalmente, de la composicion licuada. Si la muestra hiperpolarizada esta
destinada a ser usada como un agente de obtencion de imagenes mediante RM en un ser humano o un animal, tanto
el radical tritilo como el ion de gadolinio son eliminados, preferentemente, de la composicion licuada.

En la técnica, se conocen procedimientos Utiles para eliminar, parcial, sustancial o completamente, el radical tritilo y el
ion de gadolinio. Generalmente, los procedimientos aplicables dependen de la naturaleza del radical tritilo y el ién de
gadolinio. Tras la disolucién o la fusion de la composicion sélida que contiene la muestra hiperpolarizada, el radical
tritilo y/o el ion de gadolinio podrian precipitar y, de esta manera, pueden ser separados facilmente del liquido mediante
filtracion. El hecho de que se produzca o no la precipitacién depende, por supuesto, de la naturaleza del solvente y de
la naturaleza del radical tritilo y/o el i6n de metal paramagnético.

Si no ocurre ninguna precipitacion, el radical tritilo y el ién de gadolinio pueden ser eliminados mediante técnicas de
separacion cromatograficas, por ejemplo, cromatografia en fase liquida en fase inversa, cromatografia de intercambio
iGnico, extraccion (fase solida) u otros procedimientos cromatograficos de separacion conocidos en la técnica.
Generalmente, es preferente usar un procedimiento que sea capaz de eliminar tanto el radical tritilo como el ion de
gadolinio en una etapa, ya que la polarizacién en la muestra liquida decae debido a la relajacion T;. Cuanto mas
rapidamente se elimina cualquier compuesto no deseado de la muestra liquida, mayor sera el nivel de polarizacion
mantenido en la muestra. Por lo tanto, no sélo desde el punto de vista de tener un contacto intimo entre la muestra, el
radical tritilo y el i6n de gadolinio, sino también desde el punto de vista de una eliminacién rapida y eficiente, es
beneficioso seleccionar un radical tritilo y un ion de gadolinio que tengan propiedades quimicas similares, por ejemplo,
gue ambos sean compuestos quimicos lipdfilos o hidréfilos. Si, por ejemplo, se usan un radical tritilo lipéfilo y un
quelato lipdfilo de gadolinio, ambos compuestos podrian ser eliminados en una etapa mediante cromatografia liquida
en fase reversa en una Unica columna de cromatografia.

Si hay iones libres de gadolinio presentes en la composicion licuada (por ejemplo, debido al uso de una sal de
gadolinio), estos iones son eliminados, preferentemente, usando una columna de intercambio catidnico o resinas
iGnicas impresas, tal como se divulga por O. Vigneau et al., Anal. Chim. Acta 435 (1), 2001, 75-82. Otro posible
procedimiento es una nano-filtracién por complejacion selectiva de iones libres de gadolinio en una membrana organica
cargada, tal como se divulga por A. Sorin et al., J. Membrane Science 267 (1-2), 2005, 41-49. Ademas, los iones libres
de gadolinio pueden ser eliminados de la composicion licuada mediante cromatografia de afinidad, en analogia con lo
divulgado por S. Donald et al. J. Inorg. Biochem. 56 (3), 1994, 167-171. En otra realizacién, los iones de gadolinio
pueden ser eliminados mediante extraccion polimérica de superficie modificada, SmopexR. Los captadores SmopexR
contienen grupos captadores activos que estan situados, casi exclusivamente, en la superficie de las fibras. Muestran
rapidas cinéticas de reaccion, alta carga metalica y son mecéanica y quimicamente estables. En otra realizacion
adicional, los iones libres de gadolinio pueden ser eliminados mediante precipitacién, eligiendo un medio de disolucion
que forma un compuesto de baja solubilidad con el ion libre de gadolinio, por ejemplo, una sal de baja solubilidad o
afladiendo un adyuvante de precipitacion a la composicién antes de que la composicion esté polarizada. Si, por
ejemplo, la composicién comprende una sal Gd*, tal como GdCls, NasPO4 podria ser afiadida como un adyuvante de
precipitacion a la composicion y la composicién, que comprende asi la muestra, el radical tritilo, GdCls y NasPO4 es
sometida a la polarizaciéon nuclear dindmica. Tras la disolucion, por ejemplo, en un portador acuoso, GdCl; y NazPO4
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formaran un fosfato de Gd de baja solubilidad, que precipita y, de esta manera, puede ser facil de eliminar mediante
filtracion. Por otro lado, una composicion soélida que comprende la muestra hiperpolarizada, el radical tritilo y GdCls
puede ser disuelta en un portador acuoso que contiene NazPOa, para formar un fosfato de Gd de baja solubilidad, que
precipita.

Debido a que los radicales tritilo tienen un espectro de absorcion de luz UVivisible caracteristico, es posible usar una
medicion de absorcién de luz UV/visible como un procedimiento para comprobar su presencia en la muestra liquida
después de su eliminacién. Con el fin de obtener resultados cuantitativos, es decir, la concentracion de radical tritilo
presente en la muestra liquida, el espectrémetro dptico puede ser calibrado de manera que la absorciéon en una
longitud de onda especifica de una parte alicuota de la muestra liquida proporciona la correspondiente concentracion
de radical tritilo en la muestra. La eliminaciéon del radical tritlo es especialmente preferente si la muestra liquida
hiperpolarizada es usada como un agente de obtencidon de imagenes in vivo mediante RM del cuerpo de un ser
humano o un animal no humano.

Después de la eliminacion del ion de gadolinio y/o el radical tritilo, la muestra liquida puede ser comprobada para i6n de
gadolinio y/o radical tritilo residual.

La medicion de absorcion de fluorescencia o de luz UVivisible puede ser usada como un procedimiento para
comprobar la presencia de quelatos de gadolinio, con la condicién de que los quelatos contengan un cromoforo
(fuerte). Otra manera de comprobar la presencia de quelatos de gadolinio es la deteccion electroquimica, con la
condicién de que exista una fraccion electroactiva en el quelato.

Si se usan sales de gadolinio en la composicién, pueden usarse mediciones de fluorescencia para realizar una
comprobacién para iones libres de gadolinio después de su eliminacién de la composicién liquida. Si, por ejemplo, se
usa una sal de Gd**, puede usarse fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 275 nm y una
monitorizacién de emision a 314 nm como un procedimiento para detectar Gd* libre con una alta especificidad.
Ademas, el Gd** libre puede ser detectado por medio de la absorcion visible a 530-550 nm, después de la formacion de
complejos con el agente colorimétrico PAR (4-(2-piridilazo)resorcinol). Otros agentes colorimétricos para otros iones de
metal de gadolinio son conocidos en la técnica y pueden ser usados en la misma manera.

En una realizacion preferente del procedimiento segin la invencion, la composicion comprende 13¢_acido piravico,
preferentemente **Cy-acido pirGvico como un precursor de muestra o *C-piruvato, preferentemente **C;-piruvato como
una muestra, un radical tritilo de formula (1) y un i6n de metal paramagnético que es un quelato de gadolinio que
comprende Gd** o una sal de Gd**, tal como GdClz o piruvato de Gd (lll). Una composicion es preparada disolviendo el
radical tritilo de formula (1) y el ion de gadolinio en **C-acido pirtvico o en una solucion de **C-piruvato en un solvente,
preferentemente agua y, opcionalmente, un formador de vidrio. Los compuestos son mezclados concienzudamente y la
composicion es enfriada y/o congelada. Después de la polarizacion nuclear dinamica, la composicién sdlida que
comprende el 3c-acido pirGvico o 13C-piruvato hiperpolarizado es disuelta en un portador acuoso, preferentemente una
solucién acuosa de tampoén, o es fundida y disuelta/diluida, subsiguientemente, con un portador acuoso.

En el caso del *C-acido pirGvico (precursor de muestra), la composicién es neutralizada con una base para
proporcionar 13C-piruvato (muestra). En una realizacién, la composicién sélida que contiene 3c-acido pirivico
hiperpolarizado se hace reaccionar con una base liquida para, simultdneamente, disolverla y convertirla en 13C-piruvato
y, subsiguientemente, se afiade una solucién tampén para finalizar la disolucién y, opcionalmente, convertir el 3c-acido
pirGvico residual a lS'C-piruvato. En una realizacion preferente, la base es una solucién acuosa de NaOH. En una
realizacién preferente adicional, la solucién tampdn es una solucion tampon TRIS, una solucidon tampdén de citrato o una
solucion tampoén de fosfato. En otra realizacion preferente, la solucién tampén y la base son combinadas en una
solucién alcalina y esta solucion es afiadida a la composicion sélida que contiene el 13c-acido piravico hiperpolarizado,
disolviendo y convirtiendo el **C-acido pirGvico en *C-piruvato, al mismo tiempo.

Si se ha usado una sal de Gd** como ion de gadolinio, es importante eliminar los iones de Gd del 13C-piruvato disuelto
tan rapida y eficientemente como sea posible. Los procedimientos adecuados son la eliminacién usando una columna
de intercambio catiénico o resinas idnicas impresas, tal como se divulga por O. Vigneau et al., Anal. Chim. Acta 435 (1),
2001, 75-82. Otro posible procedimiento es una nano-filtracion mediante complejacion selectiva de Gd** en una
membrana organica cargada, tal como se divulga por A. Sorin et al., J. Membrane Science 267 (1-2), 2005, 41-49.
Ademas, el Gd** libre puede ser eliminado mediante cromatografia de afinidad, tal como se divulga por S. Donald et al.
J. Inorg. Biochem. 56 (3), 1994, 167-171. En una realizacion preferente adicional, el Gd*" libre es eliminado afiadiendo
agentes quelantes al medio de disolucién que pueden formar complejos, de manera rapida y eficiente, con dicho Gd**
libre, por ejemplo, agentes quelantes tales como DTPA, DTPA-BMA, EDTA o derivados de EDTA y DTPA. Los quelatos
de Gd, obtenidos de esta manera, pueden ser eliminados de la muestra disuelta, tal como se describe en el parrafo
siguiente.

Si se ha usado un quelato de Gd como i6n de gadolinio, el quelato puede ser eliminado usando cromatografia liquida
en fase inversa, lo que permitiria la eliminacion simultanea del radical tritilo de formula (1) y el quelato de Gd.
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En la pagina 18/19 del original, se describen procedimientos adecuados para realizar comprobaciones para Gd*" libre,
guelato de Gd y radical tritilo de formula (1) en la muestra liquida purificada.

Si la composicién comprende 13c-acido pirvico, un radical tritilo de formula (1) y una sal de Gd** y la composicién
solida son fundidos, los iones de metal de Gd** libres son eliminados preferentemente antes de que el ¥c-acido
pirtvico hiperpolarizado comprendido en la composicidon fundida sea neutralizado con una base para producir 3c.
piruvato. La conversion a lE'C-piruvato y la disolucion/dilucién pueden llevarse a cabo mediante extraccion en fase
sélida de intercambio catiénico, por ejemplo, usando columnas o cartuchos adecuados de extraccién en fase sélida de
intercambio cationico.

El 13C-piruvato liquido hiperpolarizado, producido segun el procedimiento de la invencion, puede ser usado como un
agente de obtencion de imagenes mediante RM "convencional", es decir, que proporciona una mejora de contraste
para imagenes anatémicas. Una ventaja adicional del 13C-piruvato liquido hiperpolarizado, producido segun el
procedimiento de la invencion, es que el piruvato es un compuesto endégeno que es muy bien tolerado por el cuerpo
humano, incluso en altas concentraciones. Como un precursor en el ciclo del acido citrico, el piruvato juega un
importante papel metabdlico en el cuerpo humano. El piruvato es convertido a diferentes compuestos: su
transaminacion resulta en alanina, mediante descarboxilacion oxidativa, el piruvato es convertido en acetil-CoA y
bicarbonato, la reduccién de piruvato resulta en lactato y su carboxilacién en oxaloacetato.

Ademas, la conversién metabdlica del “*C-piruvato hiperpolarizado a “*C-lactato hiperpolarizado, “*C-bicarbonato
hiperpolarizado (en el caso de **C;-piruvato, **Cy »-piruvato o **Cy 2 s-piruvato solamente) y **C-alanina hiperpolarizada
puede ser usada para un estudio RM in vivo de los procesos metabdlicos en el cuerpo humano. El 13C-piruvato tiene
una relajacion T1 en sangre total humana a 37°C de aproximadamente 42 s, sin embargo, se ha encontrado que la
conversion de **C-piruvato hiperpolarizado a **C-lactato hiperpolarizado, *C-bicarbonato hiperpolarizado y **C-alanina
hiperpolarizada es suficientemente rapida para permitir una deteccion de sefial desde el compuesto 13C-piruvato padre
y sus metabolitos. La cantidad de alanina, bicarbonato y lactato depende del estado metabdlico de los tejidos bajo
investigacion. La intensidad de la sefial de RM de “*C-lactato, hiperpolarizado, **C-bicarbonato hiperpolarizado y **C-
alanina hiperpolarizada esta relacionada con la cantidad de estos compuestos y el grado de polarizacion que
permanece en el momento de la deteccion, por lo tanto, monitorizando la conversion de 13C-piruvato hiperpolarizado a
3C-lactato hiperpolarizado, **C-bicarbonato hiperpolarizado y **C-alanina hiperpolarizada es posible estudiar in vivo los
procesos metabolicos en el cuerpo de un ser humano o un animal no humano, usando obtenciéon de imagenes no
invasiva mediante RM.

Se ha encontrado que las amplitudes de las sefiales de RM derivadas de los diferentes metabolitos de piruvato varian
dependiendo del tipo de tejido. El patrén de pico metabdlico Gnico formado por alanina, lactato, bicarbonato y piruvato
puede ser usado como huella identificativa para el estado metabdlico del tejido bajo examen y permite, de esta manera,
la discriminacion entre tejido sano y tejido tumoral. Esto convierte la composicion segun la invenciéon en un excelente
agente para obtencion de imagenes in vivo mediante RM de un tumor. El uso de 13C-piruvato hiperpolarizado para
obtener imagenes de tumores se ha descrito, en detalle, en el documento WO-A-2006/011810.

Ademas, el uso de 13C-piruvato hiperpolarizado para obtencién de imagenes cardiacas se ha descrito en el documento
WO-A-2006/054903.

Otro aspecto de la invencidon es una composicion que comprende una muestra que es un compuesto endégeno
enriquecido con **C o **N, un radical tritilo basado en carbono y un i6n de gadolinio.

Todavia otro aspecto de la invencién es una composicién que comprende una muestra que es un compuesto
endoégeno enriquecido con 3¢ 0 N, un radical tritilo basado en carbono y un ién de gadolinio para su uso en una
polarizacion nuclear dinamica.

Todavia otro aspecto de la invencién es una composicion que comprende una muestra hiperpolarizada que es un
compuesto enddgeno enriquecido con 3¢ 0 ®N, un radical tritilo basado en carbono y un ion de gadolinio, siendo
obtenida la composicién mediante polarizacion nuclear dinamica.

Ejemplos

Ejemplo 1 Comparacion de la polarizaciéon en estado solido de *Ci-acido pirGvico con y sin GADTPA-BMA
como un quelato paramagnético

Ejemplo la Sintesis del radical tritilo sal de sodi o de tris(8-carboxi-2,2,6,6-(tetra(metoxietillbenzo  -[1,2-4,57bis-
(1,3)ditiol-4-il)metilo

10 g (70 mmol) de sal de sodio de tris-(8-carboxi-2,2,6,6-(tetra(hidroxietil)-benzo[1,2-4,5']-bis-(1,3)-ditiol-4-il) metilo, que
habia sido sintetizada segun el ejemplo 7 del documento WO-A1-98/39277, fueron suspendidos en 280 ml de
dimetilacetamida bajo una atmdsfera de argén. Se afiadié hidruro de sodio (2,75 g), seguido de yoduro de metilo (5,2
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ml) y se dejé que la reaccion, que es ligeramente exotérmica, continuara durante 1 hora en un bafio de agua a 34°C
durante 60 min. La adicién de hidruro de sodio y yoduro de metilo fue repetida dos veces con las mismas cantidades de
cada uno de los compuestos y después de la Ultima adicion, la mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 68
horas y, a continuacion fue vertida en 500 ml de agua. El pH fue ajustado a pH > 13 usando 40 ml de 1 M NaOH
(acuoso) y la mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 15 horas para hidrolizar los ésteres de metilo
formados. A continuacion, la mezcla fue acidificada usando 50 ml de 2 M HCI (acuoso) a un pH de aproximadamente 2
y el acetato de etilo fue extraido 3 veces (500 mly 2 x 200 ml). La fase organica combinada fue secada sobre Na,SO4
y, a continuacion, fue evaporada hasta la sequedad. El producto crudo (24 g) fue purificado mediante HPLC preparativa
usando acetonitrilo/agua como eluyentes. Las fracciones recogidas fueron evaporadas para eliminar el acetonitrilo. La
fase acuosa restante fue extraida con acetato de etilo y la fase organica fue secada sobre Na,SO. y, a continuacion,
fue evaporada hasta la sequedad. Se afadié agua (200 ml) al residuo y el pH fue ajustado cuidadosamente con 0,1 M
de NaOH (acuoso) a 7, disolviéndose el residuo lentamente en este procedimiento. Después de la neutralizacion, la
solucioén acuosa fue liofilizada.

Ejemplo 1b Produccion de 3c-acido piravico hiperpolarizado usando el radical del Ejemplo 1a

Una composicion de 15 mM en radical tritilo del Ejemplo 1a fue preparada disolviendo el radical tritilo del Ejemplo 1a)
en una mezcla de **C;-4cido pirtvico (553 mg) y acido pirGvico (10,505 g) no etiquetado. La composicion fue mezclada
hasta la homogeneidad y una alicuota de la solucién (2,015 g) fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el
polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo
irradiacion con microondas (93,950 GHz). Después de 4 horas, la polarizacion fue detenida.

Se determind, mediante “*C-RMN en estado sélido, que la polarizacién en estado sélido era de 5,72 (integral) por mg
de composicion sélida. La medicion 13C_RMN en estado sélido consistié en una Gnica secuencia de pulso-adquisicion
de RMN, usando un angulo de inclinacion bajo. La intensidad de la sefial de la muestra polarizada mediante
polarizacion nuclear dinamica es comparada con la muestra polarizada térmicamente, es decir, la polarizacion natural
de la muestra, a temperatura ambiente, antes del inicio del procedimiento de polarizacién nuclear dinamica. Para
determinar cuando alcanza la muestra su maxima polarizacion, se adquirieron los espectros 13C_RMN en sélido de bajo
angulo de inclinacién, en diferentes puntos temporales después del inicio del procedimiento de polarizacién dinamica
nuclear. La polarizacion fue calculada a partir de la relacion entre las intensidades de las sefiales de la muestra
polarizada térmicamente y la muestra polarizada mediante polarizacién nuclear dinamica.

Ejemplo 1c Produccion de 3¢,-4cido pirvico hiperpolarizado usando el radical d el ejemplo 1a) y GADTPA
BMA

El ejemplo fue realizado segun el Ejemplo 1b, excepto que la composicién contenia GdADTPA-BMA, que fue disuelta
junto con el radical tritilo en la mezcla de **C;-acido pirGvico y &cido pirGvico no etiquetado. La composicion era de 15
mM en radical y 1,5 mM en Gd*. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético
de 3,35 T, bajo irradiacién con microondas (93,950 GHz). Después de 4 horas, la polarizacion fue detenida.

Se determind, mediante *C-RMN en estado sélido, llevada a cabo tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la
polarizacién en estado solido era de 9,69 (integral) por mg de la composicion solida.

Debido a la presencia de un ion metdlico paramagnético en la composicion a polarizar, la polarizacién en estado soélido
de **C-acido pirvico casi podria duplicarse.

Ejemplo 2 Comparacién de la polarizacion en estado solido de *C;-acido pirvico con y sin acetato de Gd (lll)

Una composicion de 15 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo del Ejemplo 1a en 43,7 mg de
3¢,-acido pirdvico. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, fue colocada en una copa de sonda y fue
insertada en el polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético
de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,950 GHz).

Se determind, mediante BC-RMN en estado solido, llevada a cabo tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la
polarizacion en estado sélido era de 5,72 (integral) por mg de la composicion sélida.

En otro experimento, una composicion de 15 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo del Ejemplo
1a) en 43,7 mg de 13¢,-acido pirivico. Ademas, se afiadi6 acetato de Gd (lll) a la mezcla para resultar en una
composicion de 2 mM en Gd*. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, fue colocada en una copa de
sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un
campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacién con microondas (93,950 GHz).

Se determind, mediante *C-RMN en estado sélido, llevada a cabo tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la
polarizacién en estado solido era de 9,37 (integral) por mg de la composicion solida.
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La adicién de un ion metdlico paramagnético resultd en una mejora en la polarizaciéon en estado soélido en un factor de
aproximadamente 2.

Ejemplo 3 Producciéon de una solucién de 13Cl-piruvato hiperpolarizado sin la presencia de un io n metalico
paramagnético (Ejemplo comparativo)

43 mg de una composicion de 18,9 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo del Ejemplo 1la en
3¢, -acido pirGvico. La composicién fue mezclada hasta la homogeneidad, fue colocada en una copa de sonda y fue
insertada en el polarizador DNP. La composicién fue polarizada en condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético
de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,950 GHz). Después de 2 horas, la polarizacion fue detenida y la
composicion fue disuelta usando un dispositivo de disolucién segun el documento WO-A-02/37132 en una solucion
acuosa de hidroxido de sodio y tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS), para proporcionar una solucién neutra de sodio
13Cl-piruvato hiperpolarizado, con una concentracion total de piruvato de aproximadamente 78 mM en 40 mM tampén
TRIS.

Se determind, mediante *C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 20,8%.

Ejemplo 4 Sintesis del quelato-Gd de 1,3,5-Tris-(N- (DO3A-acetamido)-N-metil-4-amino-2-metil-fenil)-[1, 3,5]
triazinan-2,4,6-triona (10)

4a) Preparacién de 2-metil-4-nitrofenilisocianato (1)

N, NH,

MH NCD |

=
. ) Oy H.__.O
| o ol ¥ F
M0 MO, /CCITN
o.M © MO

2-metil-4-nitroanilina (35,0 g, 230 mmol) fue disuelta en acetato de etilo (400 ml) y fue enfriada a 0°C. Se afiadié
fosgeno (180 ml, 20% en tolueno), gota a gota, durante 30 minutos, siguié instantaneamente una precipitacion de una
sal blanca. Tras la Ultima adicién, la temperatura se dejo subir lentamente a temperatura ambiente y, a continuacion, la
mezcla de reaccion fue llevada a reflujo (~100°C). Fue sometida a reflujo durante 2 h 30 min, después de lo cual, 200
ml de solvente fueron destilados antes de que la temperatura bajara a 80°C y se afiadié fosgeno (140 ml, 20% en
tolueno) gota a gota. Tras la Ultima adicion, la soluciéon de reaccién fue sometida a reflujo durante 3 horas, se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se concentré hasta la sequedad. EI material marron/amarillo fue disuelto en éter de
dietilo (250 ml), fue filtrado y fue concentrado para proporcionar un polvo de color marrén palido (36 g, 88%).

4b) Preparacion de 1,3,5-tris-(4-nitro-2-metil-feni  1)-[1,3,5] triazinan-2,4,6-triona (2)

A 2-metil-4-nitrofenilisocianato (36,0 g), en un matraz de 250 ml, se afiadi6 DMSO (50 ml) y el matraz fue sellado con
un tapon de vidrio que se mantuvo en su lugar con un clip de plastico. El matraz fue colocado inmediatamente en un
bafio de aceite calentado a 85°C y la solucion de reaccion de color marron oscuro fue calentada durante 16 h 30 min.
El bafio de aceite fue retirado y la solucion de reaccién se dejo enfriar a temperatura ambiente antes de ser vertida en
agua (800 ml), fue sonicada, y el precipitado fue filtrado. La torta de filtrado fue afiadida a etanol (500 ml) y fue
sometida a reflujo durante 4 horas, a continuacion, se dejé enfriar a temperatura ambiente y el producto fue filtrado para
proporcionar un polvo blancuzco (28,1 g, 78%).

4c) Preparacion de 1,3,5-tris-(4-amino-2-metil-feni  1)-[1,3,5] triazinan-2,4,6-triona (3)

1,3,5-tris-(4-nitro-2-metil-fenil)-[1,3,5]triazinan-2,4,6-triona (2,86 g, 5,4 mmol) fue disuelta en THF (70 ml). Se afiadieron
HCI (4,5 ml, 6M), agua (18 ml) y Pd/C (0,6 g, 10%). El recipiente de reaccion fue evacuado y fue llenado con argén en
tres ciclos antes de ser hidrogenado en un aparato de hidrogenacion Parr (4,22 Kg/cmz). Después de 2 horas, el
exceso de hidrégeno fue evacuado con una bomba de membrana y el Pd/C (10%) fue filtrado. La solucién de reaccion
clara fue concentrada hasta que no qued6 mas THF y el pH fue ajustado a 7 con NaHCOs (~3,7 g). La fase acuosa fue
extraida con acetato de etilo (3 x 100 ml) y las fases organicas combinadas fueron secadas con MgSQy, fueron filtradas
y concentradas para proporcionar un polvo marrén. El producto crudo fue recristalizado en metanol para proporcionar el
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producto como un polvo blancuzco (1,9 g, 80%).
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4d) Preparacion de 1,3,5-tris-(4-formamido-2-metil-  fenil)-[1,3,5] triazinan-2,4,6-triona (4)

El acido férmico (175 ml) fue colocado en un matraz de 500 ml, de fondo redondo, enfriado con hielo. Se afiadié
anhidrido acético (15 ml, 0,16 mol) y la solucién amarilla fue agitada bajo atmdésfera de argén durante 1 hora a 0°C. Se
afadio la triamina 3 (8,7 g, 0,020 mol) a esta solucién y se retird el bafio de hielo. Después de agitar bajo atmosfera de
argon a temperatura ambiente, durante 30 minutos, una HPLC mostrd que la reaccion estaba completada. El solvente
fue eliminado en vacio y el residuo marrén, pegajoso, fue suspendido en H,O y fue filtrado. A continuacion, fue lavado
concienzudamente con H;O, para asegurarse de que todo el acido habia sido eliminado. El producto era un sélido
marrén palido (10,2 g, 99%).
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4e) Preparacion de 1,3,5-tris-(N-formil-N-metil-4-a  mino-2-metilfenil)-[1,3,5]triazinan-2,4,6-triona (5 )

Todos los objetos de cristal fueron secados cuidadosamente en un horno y la DMF fue secada sobre tamices
moleculares 4 A. Se afiadi6 Li(MesSi);N (116 ml, 0,116 mol, 1 M en hexano) a una soluciéon de DMF (115 ml) de 4 (10,2
g, 0,0193 mol) en un matraz de 500 ml, de fondo redondo. La mezcla de reaccion, que pasé de ser una solucion de
color marrén claro a una suspension de color rojo ladrillo, fue agitada bajo atmdésfera de argén durante 1 h. Se afiadié
yoduro de metilo (12,2 ml, 0,196 mol) y la mezcla de reaccion fue agitada durante 2 horas o hasta que una HPLC
mostré que la metilacién estaba completada. A continuacion, el hexano fue eliminado en el evaporador rotatorio y el
residuo fue vertido en una solucién de NaH,PO4 (1.300 ml, 100 mM) bajo agitacion vigorosa. El precipitado de 5
formado fue filtrado como un sélido palido (6,7 g, 60%).
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7

HCl/dioxano

4f) Preparacion de 1,3,5-tris-(N-metil-4-amino-2-me til-fenil)-[1,3,5] triazinan-2,4,6-triona (6)

Dioxano (52 ml), HCI (52 ml, 6 M) y 5 (6,5 g, 11 mmol) fueron mezclados en un matraz de 250 ml, de fondo redondo,
para formar una suspension acuosa pdlida. La mezcla de reaccion fue calentada a reflujo durante 30 minutos bajo
atmésfera de argén. La ahora soluciéon amarilla se dejo enfriar a temperatura ambiente y, a continuacion, los solventes
fueron retirados en un evaporador rotativo. A continuacion, el residuo naranja fue disuelto en 500 ml de H;O y fue
neutralizado con una solucion de NaHCOg3 (saturada) bajo agitacion vigorosa. El precipitado formado fue filtrado y
lavado varias veces con H,O, proporcionando un soélido palido (4,7 g, 84%).
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4qg) Preparacion de 1,3,5-tris-(N-cloroacetil-N-meti  |-4-amino-2-metilfenil)-[1,3,5] triazinan-2,4,6-tri  ona (7)

En un matraz de 100 ml, de fondo redondo, se disolvié 6 (4,6 g, 9,5 mmol) en DMA (15 ml) y se afadié cloruro de
cloroacetilo (2,6 ml, 33 mmol) bajo agitacién a 0°C. La reaccion fue agitada bajo atmdésfera de argon a temperatura
ambiente durante 30 minutos o hasta que una HPLC mostré una cloroacetilacion completada. A continuacion, la
suspension fue vertida en un vaso de precipitacion grande con agua (500 ml), bajo agitacion mecéanica vigorosa. El
precipitado formado fue filtrado y secado en vacio a 0,3 mbar (6,3 g). El solido palido fue disuelto en 70 ml de
acetonitrilo y fue vertido en 500 ml de H>O bajo agitacion mecanica vigorosa. El precipitado formado fue filtrado y se
dejo secar en un desecador (6.1 g, 89%).
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4h) Preparacion de 1,3,5-tris-(N-(DO3A t-butilester -acetamido)-N-metil-4-amino-2-metil-fenil)-[1,3,5] triazinan-
2,4,6-triona (8)

En un matraz de 50 ml, de fondo redondo, se suspendi6 7 (0,50 g, 0,70 mmol) junto con DO3A t-bultil éster (2,5 g, 4,2
mmol), diisopropiletilamina (910 pl, 5,2 mmol) y acetonitrilo (15 ml). Después de una sonicacion, la mezcla de reaccion
fue agitada a 75°C bajo argén hasta que una LC/MS mostr6 un acoplamiento completado. A continuacion, los solventes
fueron retirados en un evaporador rotatorio y el producto bruto (2,9 g) fue usado en la reaccién subsiguiente.

O
“‘“HJ'L\/R'

TFA

COO0OtBu COOH
Y an i

re N N . —N N
Ly S R Gy
L/ (L
COOtBu COOIBU COOH  COOH

4i) Preparacion de 1,3,5-tris-(N-(DO3A-acetamido)-N  -metil-4-amino-2-metil-fenil)-[1,3,5]triazinan-2,4,  6-triona (9)
El producto crudo de 8 (1,9 g) fue disuelto en TFA (130 ml) y CHxCl, (130 ml) y fue agitado a 50°C bajo argén. La
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solucién fue agitada durante 1 hora o hasta que una LC/MS mostré una desproteccion completa. A continuacion, los
solventes fueron retirados en un evaporador rotatorio y el residuo fue secado en vacio durante la noche. El producto
crudo (2,4 g) fue usado, a continuacion, en la etapa final.

0
~N ,JJ\\, R'
Gd(OAc)s

0. -N.___O
NN Y'Y

o | T N N
|
R : 0 0
s v L LT T
| A\VRI
10 0

COOH ofelo}
l\Nﬁ_‘tH’ L_Nﬁ K

R= [N Nj R'= [N:Gtﬁj
(L (L
COOH  COOH CoO"  coor

4j) Preparacion de quelato de gadolinio de 1,3,5-tr  is-(N-(DO3A-acetamido)-N-metil-4-amino-2-metil-feni  1)-[1,3,5]
triazinan-2,4,6-triona (10)

El producto crudo de 9 (2,4 g) fue disuelto en agua y se afadié Gd(OAc)s (1,4 g, 4,2 mmol) bajo agitacion. A
continuacion, se aplicd vacio (0,3 mbar) y la reaccién fue monitorizada continuamente mediante LC/MS. Cuando se
detect6 que la formacion de complejos estaba completa, los solventes fueron eliminados en vacio. A continuacion, el
producto crudo de 3,1 g fue purificado mediante HPLC preparativa (410 mg, 42% de 7)

Ejemplo 5 Produccion de una solucién de 13Cl-piruvato hiperpolarizado en presencia del quelato- Gd del
Ejemplo 4

43 mg de una composicion de 18,9 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo del Ejemplo 1la en
3¢, -acido piravico. El quelato-Gd del Ejemplo 4 fue afiadido para resultar en una composicion de 0,63 mM en quelato-
Gd del Ejemplo 4, es decir, 1,89 mM en Gd*. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, fue colocada en
una copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K
en un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,950 GHz). Después de 2 horas, la polarizacion
fue detenida y la composicion fue disuelta usando un dispositivo de disolucién segin el documento WO-A-02/37132 en
una solucién acuosa de hidroxido de sodio y TRIS para proporcionar una solucién neutra de sodio 13Cl-piruvato
hiperpolarizado con una concentracion total de piruvato de aproximadamente 78 mM en 40 mM tamp6n TRIS.

Se determind, mediante **C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 44,7%.

La comparacion del Ejemplo 3 y el Ejemplo 5 muestra que, debido a la presencia de un ion metalico paramagnético en
la composicién, el nivel de polarizacién de la muestra podria ser mejorado en un factor superior a 2.

Ejemplo 6 Producciéon de una solucion de lE'Cl-piruvato hiperpolarizado en presencia de un ion me  talico
paramagnético y desgasificacion de la composicion a ntes de la polarizacion

43 mg de una composicion de 15 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo del Ejemplo 1a en 3¢c,-
acido piravico. El quelato-Gd del Ejemplo 4 fue afiadido para resultar en una composicion de 0,5 mM de quelato-Gd del
ejemplo 4, es decir, 1,5 mM de Gd*. La composicion fue desgasificada mediante burbujeo de gas helio durante 10
minutos, con el fin de eliminar el aire. La composicion fue concentrada, de esta manera, con respecto al radical tritilo y
el quelato-Gd, resultando en una composicion de 18,9 mM en radical tritilo del Ejemplo 1a) y de 0,63 mM en quelato-Gd
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del Ejemplo 4, es decir, 1,89 mM en Gd*. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, fue colocada en una
copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicién fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en
un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,950 GHz). Después de 2 horas, la polarizacién fue
detenida y la composicion fue disuelta usando un dispositivo de disolucion segun el documento WO-A-02/37132 en una
solucién acuosa de hidréxido de sodio y TRIS para proporcionar una solucién neutra de 13Cl-piruvato de sodio
hiperpolarizado con una concentracion total de piruvato de aproximadamente 78 mM en 40 mM tamp6n TRIS.

Se determind, mediante *C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 55,3%.

La comparacion del Ejemplo 5 y el Ejemplo 6 muestra que, desgasificando la composicion, el nivel de polarizacién en el
13Cl-piruvato podria ser mejorado adicionalmente en aproximadamente un 10%.

Ejemplo 8 Comparacién de la polarizacion en estado solido de 1,1-bis (hidroximetil) ciclopropano-1- 3¢ con y
sin el quelato-Gd del Ejemplo 4

Una composicion de 15 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra (hidroxietoxi)metilbenzo[1,2-d :4,5-d]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en
el documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 9 pl de 1,1-bis(hidroximetil)ciclopropano-l-13C y 36 pl de etilenglicol.
La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, fue colocada en una copa de composicion y fue insertada en el
polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo
irradiacion con microondas (93,950 GHz). Después de 3 horas, la polarizacion fue detenida.

Se determind, mediante BC-RMN en estado solido, llevada a cabo tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la
polarizacion en estado sélido era de 25,8 (integral).

En otro experimento, una composicion de 15 mM de radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio
de tris-(8-carboxi-2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d"-bis-(1,3-ditiol-4-il) metilo, que fue sintetizada segun
el Ejemplo 29 en el documento WO-A-97/09633 en 9 pl de 1,1-bis(hidroximetil)ciclopropano-l-13C y 36 pl de etilenglicol.
Ademas, el quelato-Gd del Ejemplo 4 fue afiadido para resultar en una composicién de 0,62 mM en el quelato-Gd del
Ejemplo 4, es decir, 1,86 mM en Gd*¥. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, fue colocada en una
copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en
un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacién con microondas (93,950 GHz). Después de 3 horas, la polarizacién fue
detenida.

Se determind, mediante *C-RMN en estado sélido, tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la polarizacién en
estado solido era de 44,9 (integral).

La adicion de un ion metdlico paramagnético resulté en una mejora de la polarizacion en estado sélido en una factor de
aproximadamente 2.

Ejemplo 9 Comparacion de la polarizacion en estado  sdlido de *3C;-acido pirGvico con y sin GdCl 3

Una composicion de 15 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo 3,1 mg del radical tritilo sal de sodio de tris-(8-
carboxi-2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metilbenzo[1,2-d:4,5-d]-bis-(1,3-ditiol-4-il) metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo
29 en el documento WO-A-97/09633 en 90 pul de 13¢,-acido pirdvico. La composicion fue mezclada hasta la
homogeneidad, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicién fue
polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,950
GHz). Después de 2 horas, la polarizacion fue detenida.

Se determind, mediante *C-RMN en estado sélido, tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la polarizaciéon en
estado soélido era del 25%.

En otro experimento, una composicion de 15 mM de radical tritilo fue preparada disolviendo 3,1 mg del radical sal de
sodio de tritilo tris-(8-carboxi-2 ,2,6,6-tetra-(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue
sintetizada segun el Ejemplo 29 en el documento WO-A-97/09633 en 90 ul de 3¢,-4cido pirdvico. Ademas, se afadio
GdCl; (10ul de una solucion acuosa 10 mM) a la mezcla para resultar en una composicion de 1 mM en Gd*. La
composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el
polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo
irradiacion con microondas (93,950 GHz). Después de 2 horas, la polarizacion fue detenida.

Ejemplo 11b Produccién de una solucién de 3¢, -fumarato hiperpolarizada con el quelato-Gd del Eje  mplo 4

La composicion sélida polarizada del Ejemplo 10b fue disuelta usando un dispositivo de disolucién segun el documento
WO-A-02/37132 en una solucion acuosa de hidroxido de sodio para proporcionar una solucién neutra de TRIS-C;-
fumarato con una concentracion total de fumarato de aproximadamente 40 mM en 40 mM tampén TRIS.
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Se determind, mediante **C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 23%.

La adicién de un i6n metalico paramagnético resulté en una mejora de la polarizacion en estado liquido en un factor de
2,5.

Ejemplo 12 Comparacion de la polarizacion en estado solido de '*Ci-acetato con y sin el quelato-Gd del
Ejemplo 4

Ejemplo 12a Polarizacién en estado sélido de 3C,-acetato sin el quelato-Gd del Ejemplo 4 (ejemplo d e
comparacion)

Una composicion de 10 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il) metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 0,199 mmol TRIS-"*Cs-acetato y 13 pl de agua. La composicion fue
mezclada hasta la homogeneidad mediante una combinacién de agitacidon vorticial, calentamiento luminico y
sonicacion, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicion fue polarizada
bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,890 GHz).
Después de 3 horas, la polarizacién fue detenida.

Se determind, mediante *C-RMN en estado sélido, llevada a cabo tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la
polarizacion en estado solido era de 195 (integral/mmol-13C).

Ejemplo 12b Polarizacién en estado sélido de 13¢,-acetato con el guelato-Gd del Ejemplo 4

Una composicion de 10 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il) metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en
el documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 0,199 mmol TRIS-"*C-acetato y 13 pl de agua. Ademas, el quelato-Gd
del Ejemplo 4 fue afadido para resultar en una composicion de 0,2 mM en el quelato-Gd, es decir, 0,6 mM en Gd*. La
composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, mediante una combinacién de agitacién vorticial, calentamiento
mediante energia luminica y sonicacion, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La
composicion fue polarizada en condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacion con
microondas (93,890 GHz). Después de 3 horas, la polarizacion fue detenida.

Se determind, mediante *C-RMN en estado sélido, tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la polarizacién en
estado solido era de 450 (integral/mmol-13C).

La adicién de un ion metalico paramagnético resulté en una mejora en la polarizacién en estado sélido en un factor de
2,3.

Ejemplo 13 Comparacion de la polarizaciéon en estado solido de **C;-bicarbonato con y sin el quelato-Gd del
Ejemplo 4

Ejemplo 13a Polarizacion en estado s6lido de 3¢, -bicarbonato sin el quelato-Gd del Ejemplo 4 (ejemp lo
comparativo)

Una composicion de 10 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tri(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 21 mg de Cs-"*Cs-bicarbonato, 5 pl de glicerol y 8 pl de agua. La
composicion fue mezclada hasta la homogeneidad mediante una combinacién de agitacién vorticial, calentamiento
mediante energia luminica y sonicacion, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La
composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T. Se determind, mediante
3C-RMN en estado sélido, segun se ha descrito en el ejemplo 1b, que la polarizacién en estado sélido era del 50%.

La adicion de un i6bn metalico paramagnético a la composicidn a polarizar resulté en una mejora de la polarizacion en
estado s6lido de aproximadamente un factor 2 en la muestra.

Ejemplo 10 Comparacion de la polarizacion en estado solido de *3C;-Do-fumarato con y sin el quelato-Gd del
Ejemplo 4

Ejemplo 10a Polarizacion en estado soélido de 13¢,-Dy-fumarato  sin quelato-Gd del Ejemplo 4 (ejemplo
comparativo)

Una composicién de 10 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 0,21 mmol *3C;-D-4cido fumarico y 0,24 mmol TRIS disuelto en 17 ul
de agua. La composicién fue mezclada hasta la homogeneidad mediante una combinaciéon de agitacion vorticial,

19



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2375089 T3

calentamiento mediante energia luminica y ultrasonidos, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el
polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo
irradiacion con microondas (93,890 GHz). Después de 3 horas, la polarizacion fue detenida.

Se determind, mediante BC-RMN en estado solido, llevada a cabo tal como se ha descrito en el Ejemplo 1b, que la
polarizacion en estado sdlido era de 220 (integral/mmol-13C).

Ejemplo 10b Polarizacién en estado solido de 3C,-Dyo-fumarato con guelato-Gd del Ejemplo 4

En otro experimento, una composicion de 10 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio
de tris-(8-carboxi-2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d’]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun
el Ejemplo 29 en el documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 0,21 mmol de 13¢,-D-4cido fumarico y 0,24 mmol
TRIS disuelto en 17 pl de agua. Ademas, se afadio el quelato-Gd del Ejemplo 4 para resultar en una composiciéon de
0,7 mM en el quelato-Gd, es decir, 2,1 mM en Gd*. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, mediante
una combinacién de agitacion vorticial, calentamiento mediante energia luminica y ultrasonidos, y fue colocada en una
copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en
un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacién con microondas (93,890 GHz). Después de 3 horas, la polarizacién fue
detenida.

Se determind, mediante **C-RMN en estado sélido, tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la polarizacion en
estado solido era de 630 (integral/mmol-13C).

La adicién de un ion metalico paramagnético resulté en una mejora en la polarizacién en estado sélido en un factor de
aproximadamente 3.

Ejemplo 11 Produccién de una solucién de 3¢, -fumarato hiperpolarizado hiperpolarizada con y sin el quelato-
Gd del Ejemplo 4

Ejemplo 11a Produccion de una solucién de 3¢, -fumarato hiperpolarizada sin el quelato-Gd del Eje  mplo 4
(ejemplo comparativo)

La composicién sélida polarizada del Ejemplo 10a fue disuelta usando un dispositivo de disolucién segun el documento
WO-A-02/37132 en una solucién acuosa de hidréxido de sodio, para proporcionar una solucion neutra de TRIS-C;-
fumarato hiperpolarizada con una concentracion total de fumarato de aproximadamente 40 mM en 40 mM tampon
TRIS.

Se determind, mediante **C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 9%.

Se determind, mediante *C-RMN en estado solido, realizada tal como se ha descrito en el Ejemplo 1b, que la
polarizacién en estado solido era de 70 (integral/mmol-13C).

Ejemplo 13b Polarizacién en estado sélido de 13¢,-bicarbonato con el quelato-Gd del Ejemplo 4

Una composicion de 10 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 21 mg Cs-"*C;-bicarbonato, 5 pl de glicerol y 8 pl de agua. Ademas, se
afadi6 el quelato-Gd del Ejemplo 4 para resultar en una composicion de 0,7 mM en el quelato-Gd, es decir, 2,1 mM en
Gd*. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad, mediante una combinacién de agitacion vorticial,
calentamiento mediante energia luminica y sonicacion, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el
polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo
irradiacion con microondas (93,890 GHz). Después de 3 horas, la polarizacién fue detenida.

Se determind, mediante **C-RMN en estado sélido, tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la polarizacién en
estado solido era de 390 (integral/mmol-13C).

La adicién de un ion metalico paramagnético resulté en una mejora en la polarizacién en estado sélido en un factor de
5,6.

Ejemplo 14 Comparacion de la polarizacion en estado solido de **Cy-lactato con y sin el quelato-Gd del Ejemplo
4

Ejemplo 14a Polarizacién en estado solido de 13C,-lactato sin el quelato-Gd del Ejemplo 4 (ejemplo
comparativo)

Una composicion de 13 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en el
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documento WO-A-97/09633 en 0,23 mmol **C;-lactato (57% solucién de agua). La composicion fue mezclada hasta la
homogeneidad mediante una combinacion de agitacion vorticial, calentamiento mediante energia luminica y
sonicacion, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicion fue polarizada
en condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,890 GHz).
Después de 2 horas, la polarizacion fue detenida.

Se determind, mediante BC-RMN en estado solido, llevada a cabo tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la
polarizacion en estado sélido era 28 (integral/mmol-13C).

Ejemplo 14b Polarizacién en estado solido de 3¢, -lactato con el quelato-Gd del Ejemplo 4

Una composiciéon de 13 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo que fue sintetizado segun el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en 0,23 mmol *3C;-lactato (57% solucion de agua). Ademas, el quelato-Gd del Ejemplo 4
es afadido para resultar en una composicion de 0,4 mM en el quelato-Gd, es decir, 1,2 mM en Gd*¥. La composicion
fue mezclada hasta la homogeneidad mediante una combinacién de agitacién vorticial, calentamiento mediante energia
luminica y sonicacion, fue colocada en un recipiente de sonda y fue insertada en el polarizador DNP. La composicion
fue polarizada en condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,890
GHz). Después de 2 horas, la polarizacion fue detenida.

Se determind, mediante *C-RMN en estado sélido, tal como se describe en el Ejemplo 1b, que la polarizaciéon en
estado so6lido era de 178 (integral/mmol-13C).

La adicién de un ion metdlico paramagnético resulté en una mejora en la polarizaciéon en estado soélido en un factor de
6,4.

Ejemplo 15 Comparacion de la polarizacién en estado liquido de 3-hidroxibutirato con y sin el quelato- Gd del
Ejemplo 4

Ejemplo 15a Polarizacion en estado liquido de 3-hid roxibutirato sin el quelato-Gd del Ejemplo 4 (ejemp lo
comparativo)

Una composiciéon de 13 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segin el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 0,224 mmol 3-hidroxibutirato (abundancia natural de 3¢ )y 15 ul de
agua. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad mediante una combinacion de agitacion vorticial y
calentamiento mediante energia luminica, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el polarizador DNP.
La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T, bajo irradiacion con
microondas (93,890 GHz). Después de 3 horas, la polarizacion fue detenida y la composicion fue disuelta usando un
dispositivo de disolucion segun el documento WO-A-02/37132, en una solucién acuosa de 20 mM solucién tampdén de
fosfato, pH 7,4, para proporcionar una solucion neutra de 3-hidroxibutirato hiperpolarizado con una concentracion total
de aproximadamente 40 mM.

Se determind, mediante **C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 8%.
Ejemplo 15b Polarizacion en estado liquido de 3-hid  roxibutirato con el quelato-Gd del Ejemplo 4

Una composiciéon de 13 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 0,224 mmol 3-hidroxibutirato (abundancia natural de 13C) y 15 ul de
agua. Ademas, se afiadi6 el quelato-Gd del Ejemplo 4 para resultar en una composicion de 0,5 mM en el quelato-Gd,
es decir, 1,5 mM de Gd*. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad mediante una combinacion de
agitacion vorticial, calentamiento mediante energia luminica y sonicacion, fue colocada en una copa de sonda y fue
insertada en el polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético
de 3,35 T, bajo irradiacion con microondas (93,890 GHz). Después de 3 horas, la polarizacion fue detenida y la
composicion fue disuelta usando un dispositivo de disolucién segun el documento WO-A-02/37132 en una solucion
acuosa de 20 mM solucién tampén de fosfato, pH 7,4, para proporcionar una solucion neutra de 3-hidroxibutirato
hiperpolarizado con una concentracién total de aproximadamente 40 mM.

Se determiné, mediante **C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 26%.

La adiciéon de un ion metalico paramagnético resultd en una mejora en la polarizacion en estado liquido en un factor
superior a 3.

Ejemplo 16 Polarizacion en estado liquido de TRIS- 13Cl-glutamato con el quelato-Gd del Ejemplo 4
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Una composiciéon de 16 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 0,06 mmol **C;-acido glutamico, 74 afios umol TRIS y 7 pl de agua.
Ademas, el quelato-Gd del Ejemplo 4 fue afiadido para resultar en una composicién de 0,3 mM en el quelato-Gd, es
decir, 0,9 mM en Gd*'. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad mediante una combinacion de agitacién
vorticial, calentamiento mediante energia luminica y sonicacién, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en
el polarizador DNP. La composicion fue polarizada bajo condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T,
bajo irradiacion con microondas (93,890 GHz). Después de 3 horas, la polarizacion fue detenida y la composicion fue
disuelta usando un dispositivo de disolucion segun el documento WO-A-02/37132 en una solucidon acuosa para
proporcionar una solucién neutra de TRIS-13C1-qutamat0 hiperpolarizado con una concentracion total de
aproximadamente 10 mM.

Se determiné, mediante **C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 25%.
Ejemplo 17 Polarizacion en estado liquido de TRIS- 13Cl-aspartato con el quelato-Gd del Ejemplo 4

Una composicion de 16 mM en radical tritilo fue preparada disolviendo el radical tritilo sal de sodio de tris-(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)-metilbenzo[1,2-d:4,5-d"]-bis-(1,3-ditiol-4-il)metilo, que fue sintetizada segun el Ejemplo 29 en el
documento WO-A-97/09633 en una mezcla de 0,058 mmol **Cy-acido aspartico, 72 pmol TRIS y 7 pl de agua. Ademas,
el quelato-Gd del Ejemplo 4 fue afiadido para resultar en una composicion de 0,3 mM en el quelato-Gd, es decir, 0,9
mM de Gd**. La composicion fue mezclada hasta la homogeneidad mediante una combinacién de agitacion vorticial,
calentamiento mediante energia luminica y sonicacion, fue colocada en una copa de sonda y fue insertada en el
polarizador DNP. La composicién fue polarizada bajos condiciones DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T,
bajo irradiacion con microondas (93,890 GHz). Después de 3 horas, la polarizacién fue detenida y la composicion fue
disuelta usando un dispositivo de disolucion segin el documento WO-A-02/37132 en una solucién acuosa para
proporcionar una solucion neutra de TRIS-13C1-aspartato hiperpolarizado, con una concentracién total de
aproximadamente 10 mM.

Se determind, mediante *C-RMN en estado liquido a 400 MHz, que la polarizacién en estado liquido era del 16%.
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REIVINDICACIONES
1. Composicién que comprende una muestra que es un compuesto endégeno enriquecido con Bco™N;
un radical tritilo basado en carbono; e
iones de gadolinio.
2. Composicidn segun la reivindicacion 1, para su uso en una polarizacion nuclear dinamica.

3. Composicion segun las reivindicaciones 1 a 2, en la que la muestra es un compuesto enddégeno que juega un
papel en un proceso metabdlico en el cuerpo de un animal humano o no humano.

4. Composicion segun las reivindicaciones 1 a 3, en la que el radical tritilo es un radical de férmula (1)

R1 R1
MOQC S S
COOM
S
R1- C- & s
Ri i
R1 S s "R
R1><5 5 R
COOM (N

en la que
M representa hidrogeno o un equivalente de un cation, y

R1, que es el mismo o diferente, representa un grupo alquilo C1-Cg, de cadena lineal o ramificada, o un grupo -(CHy)s-
X-Rz, enlaquenes1,203;

Xes O 0 SyR2 es un grupo alquilo C1-C4 de cadena lineal o ramificada.

5. Composicion segun las reivindicaciones 1 a 4, en la que el i6n de gadolinio esta en forma de quelatos o en forma
de una sal.

6. Composicion segun las reivindicaciones 1 a 5 en la que el idn de gadolinio esta en forma de quelatos y el agente
quelante es un agente quelante ciclico o aciclico, que contiene, opcionalmente, heteroatomos del grupo que
consisteen N, O, Sy P.

7. Composicién segun las reivindicaciones 1 a 6, en la que el i6n de gadolinio esta en forma de quelatos y el agente
quelante es seleccionado de entre el grupo que consiste en DOTA o DO3A.

8. Composicién segun las reivindicaciones 1 a 7, en la que el ion de gadolinio es soluble en la muestra 0 en una
solucién de la muestra.

9. Composicion que comprende una muestra hiperpolarizada, que es un compuesto enddégeno enriquecido con Bc
o N, un radical tritilo basado en carbono y un ién de gadolinio, obteniéndose la composicion mediante polarizacion
nuclear dindmica.

10. Procedimiento de produccion de una muestra sélida hiperpolarizada, que es un compuesto enddgeno
enriquecido con 3¢ 0 N, comprendiendo el procedimiento preparar una composicion que comprende la muestra,
un radical tritilo basado en carbono y un i6n de gadolinio y llevar a cabo una polarizacién nuclear dinamica sobre la
composicién.

11. Procedimiento de produccion de una muestra liquida hiperpolarizada, que es un compuesto endégeno
enriquecido con 3¢ o0 PN, comprendiendo el procedimiento preparar una composicién que comprende la muestra o
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un precursor de la misma, un radical tritilo basado en carbono y un i6n de gadolinio, llevar a cabo una polarizacion
nuclear dinamica sobre la composicion, licuar la composicion, preferentemente mediante disolucion v,
opcionalmente, eliminar el radical tritilo y/o el ién de gadolinio de la composicion licuada.

12. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 9, en el que la muestra es un compuesto endégeno enriquecido
con C o N, seleccionado de entre el grupo que comprende alanina, glicina, glutamina, acido glutamico, cisteina,
asparagina y acido aspartico, acetato, acido pirtvico, piruvato, oxalato, malato, fumarato, lactato, acido lactico, citrato,
bicarbonato, malonato, succinato, oxalacetato, a-cetoglutarato, 3-hidroxibutirato, isocitrato y urea;

un radical tritilo basado en carbono de la reivindicacion 4, e

iones de gadolinio.
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