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DESCRIPCION

Procedimiento de polarizacién nuclear dinamica (PND), y compuestos y composiciones para su uso en el
procedimiento

La invencion se refiere a un procedimiento mejorado de polarizacion nuclear dinamica (PND) de acidos carboxilicos,
y a compuestos y composiciones para su uso en el procedimiento.

La formacion de imagenes mediante resonancia magnética (RM) (IRM) es una técnica de formacion de imagenes
que se ha convertido en particularmente atractiva para los médicos, pues permite obtener imagenes del cuerpo de
un paciente, o sus partes, de una manera no invasiva y sin exponer al paciente ni al personal médico a una radiacion
potencialmente dafiina, tal como rayos X. Debido a sus imagenes de alta calidad, la IRM es una técnica favorable
de formacion de imagenes de tejidos blandos y érganos, y permite la diferenciacion entre el tejido normal y el tejido
enfermo, por ejemplo, tumores y lesiones.

La IRM se puede llevar a cabo con o sin agentes de contraste para RM. Sin embargo, la IRM mejorada con
contraste normalmente permite la deteccion de cambios mucho mas pequerios en los tejidos, convirtiéndola en una
potente herramienta para la deteccion de los cambios producidos en los tejidos en las etapas iniciales como, por
ejemplo, pequefios tumores o metastasis.

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

Por ofra parte, los agentes de contraste de RM en la acumulacion local de sangre, por ejemplo, las particulas de
oxido de hierro super-paramagnético, son retenidos dentro del sistema vascular durante un tiempo prolongado. Han
demostrado ser sumamente 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, como resultado de una
angiogénesis.

A pesar de las propiedades indiscutibles y excelentes de los agentes de contraste anteriormente mencionados, su
uso no esta exento de riesgos. Aunque los complejos de quelato metdlico paramagnético normalmente tienen
constantes de estabilidad elevadas, es posible que se liberen iones de metales toxicos en el cuerpo tras su
administracion. Ademas, este tipo de agentes de contraste muestran una baja especificidad.

Otra clase de agentes de formacion de imagenes mediante RM son los agentes de formacion de imagenes mediante
RM hiperpolarizados. El documento WO-A-99/35508 divulga un procedimiento de examen de un paciente mediante
RM, usando una solucién de un agente de T4 alto hiperpolarizado como agente de formacion de imagenes de IRM.
El término "hiperpolarizacion” significa mejorar la polarizacion nuclear de los nidcleos RMN activos presentes en el
agente de T alto, es decir, nucleos con espin nuclear distinto de cero, preferentemente nucleos 8C 0 ®N. Tras
mejorar la polarizacion nuclear de los nicleos RMN activos, la diferencia de poblacién entre los estados excitado y
base del espin nuclear de estos ndcleos aumenta considerablemente y, por ello, la intensidad de la sefial de RM se
amplifica en un factor de cien o superior. Cuando se usa un agente de T alto hiperpolarizado, enriquecido en 3c ylo
15N, practicamente no habra interferencias de las sefiales de fondo, ya que la abundancia natural de B¢ ylo ®N es
insignificante y, por tanto, el contraste de la imagen también sera ventajosamente elevado. La principal diferencia
entre los agentes de contraste de IRM convencionales y estos agentes de T¢ alto hiperpolarizados es que, en el
primero, los cambios de contraste estan causados por la modificacion de los tiempos de relajacion de los protones
del agua en el cuerpo, mientras que la segunda clase de agentes se puede considerar como trazadores no
radiactivos, ya que la sefial obtenida procede Unicamente del agente.

En el documento WO-A-99/35508 se divulga una variedad de posibles agentes de T, alto para su uso como agentes
de formacién de imagenes mediante RM, incluyendo, pero sin limitacién, compuestos no endégenos y endégenos
tales como acetato, piruvato, oxalato o gluconato, azucares 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. Ademas, se afirma que los productos intermedios de ciclos metabdlicos tales
como el ciclo del acido citrico, tal como acido fumarico y acido piravico, son agentes preferidos de formacion de
imagenes mediante RM de la actividad metabdlica.

Los agentes de formacién de imagenes de RM hiperpolarizados que participan en los procesos metabodlicos del
cuerpo humano o no humano son de gran interés, ya que estos agentes de formacién de imagenes hiperpolarizados
se pueden usar para obtener informacion sobre el estado metabdlico de un tejido en un examen mediante RM in
vivo, es decir, son utiles para la formacion de imagenes in vivo de la actividad metabdlica. La informacién del estado
metabodlico de un tejido se podria usar, por ejemplo, para diferenciar entre tejido sano y el tejido enfermo.

El piruvato es un compuesto que participa en el ciclo del acido citrico, y la conversion del piruvato enriquecido con
3c (130-piruvato) hiperpolarizado en metabolitos hiperpolarizados se puede usar para los estudio de RM in vivo de
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los procesos metabdlicos del cuerpo humano. El 13C-piruvato hiperpolarizado se puede usar, por ejemplo, como un
agente de formacién de imagenes mediante RM para la formacion de imagenes de tumores in vivo como se describe
detalladamente en los documentos WO-A-2006/011810 y WO-A-2006/011809, y para evaluar la viabilidad del tejido
miocardico mediante la formacion de imagenes mediante RM como se describe en detalle en el documento WO-A-
2006/054903.

El piruvato es un compuesto endégeno muy bien tolerado por el cuerpo humano, incluso a altas concentraciones.
Como precursor del ciclo del acido citrico, el piruvato desempefia un papel metabdlico importante en el cuerpo
humano. El piruvato se convierte en diferentes compuestos: su transaminacién produce alanina, a través de la
descarboxilacion oxidativa, el piruvato se convierte en acetil-CoA y dioxido de carbono (que luego se convierte en
bicarbonato), la reduccién del piruvato produce lactato y su carboxilaciéon produce oxaloacetato.

Ademas, la conversién metabdlica del 13C-piruvato hiperpolarizado en sus metabolitos 3C-lactato hiperpolarizado,
3C-bicarbonato hiperpolarizado (en el caso de 13C1-piruvato, 13C1,2-If>iruvato o 13C1,z,3-piruvato solamente) y 3c-
alanina hipeq)olarizada se puede usar para el estudio de RM in vivo de los procesos metabdlicos en el cuerpo
humano. EI ' Ci-piruvato tiene una relajacion T1 en sangre completa humana a 37 °C de aproximadamente 42 s, sin
embargo, se ha descubierto que la conversion del 13C-piruvato hiperpolarizado en 3C-lactato hiperpolarizado, 3c-
bicarbonato hiperpolarizado y 3C-alanina hiperpolarizada es lo suficientemente rapida para permitir la deteccion de
la sefial procedente del compuesto precursor de 13C-piruva’[o y sus metabolitos. La cantidad de alanina, bicarbonato
y lactato depende del estado metabdlico del tejido objeto de examen. La intensidad de la sefial de RM del 3C-lactato
hiperpolarizado, el 3C-bicarbonato hiperpolarizado y la 3C-alanina hiperpolarizada se relaciona con la cantidad de
estos compuestos y el grado de polarizacion dejado en el momento de la deteccion, por lo tanto, mediante el control
de la conversion del 13C-piruvato hiperpolarizado en 3C-lactato hiperpolarizado, *C-bicarbonato hiperpolarizado y
3C-alanina hiperpolarizada es posible estudiar los procesos metabdlicos in vivo en el cuerpo humano o no humano
mediante el uso de formacién de imagenes por RM no invasiva imagenes o espectroscopia por RM.

Las amplitudes de la sefial de RM que surgen de los diferentes metabolitos de piruvato varian dependiendo del tipo
de tejido. El patron de picos metabdlicos unico formado por la alanina, el lactato, el bicarbonato y el piruvato se
puede usar como identificador genético para el estado metabdlico del tejido objeto de estudio.

Se debe destacar que la sefal de un agente para formacién de imagenes hiperpolarizado decae debido a la
relajacion y, tras la administracion al cuerpo de un paciente, a la dilucién. Por lo tanto, el valor T+ de los agentes de
formacién de imagenes en los fluidos bioldgicos (por ejemplo, la sangre) debe ser suficientemente largo (alto) para
permitir que el agente se distribuya en el sitio diana del cuerpo del paciente, en un estado muy hiperpolarizado.
Ademas del agente de obtencion de imagenes que tiene un valor T4 alto, es sumamente favorable conseguir un alto
nivel de polarizaciéon. Si un agente de formacién de imagenes hiperpolarizado tiene un alto nivel de polarizacion,
decae debido a la relajacién y se produce la dilucién a la misma velocidad, sin embargo, al tener un "nivel de partida"
mas alto, la polarizacion retenida en el agente formacion de imagenes hiperpolarizado después de un periodo de
tiempo dado es superior. Cuanto mayor es el nivel de polarizacion en el agente de formacién de imagenes, las
sefiales de RM que se podran detectar procedentes del agente de formacion de imagenes seran mas potentes.

En el documento WO-A-99/35508, se divulgan varios procedimientos para la obtencion de agentes de T, alto,
hiperpolarizados, siendo uno de ellos la técnica de polarizacion nuclear dinamica (PND), mediante la cual se realiza
la polarizacién de una muestra mediante un agente de polarizacién o un agente denominado agente de PND, un
compuesto que comprende electrones no apareados. Durante el procedimiento de PND, normalmente, la energia se
proporciona en forma de radiacion de microondas, que excitara inicialmente el agente de PND. Tras el decaimiento
al estado base, se produce una transferencia de polarizacion desde los electrones no apareados del agente de PND
a los nucleos RMN activos de la muestra. Generalmente, se usan un campo magnético moderado o alto y una
temperatura muy baja en el procedimiento de PND, por ejemplo, llevando a cabo el procedimiento de PND en helio
liquido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o superior. Como alternativa, se pueden emplear un campo
magnético moderado y cualquier temperatura a la que se consiga una mejora suficiente de la polarizacion. La
técnica de PND se describe, por ejemplo, en los documentos WO-A-98/58272 y WO-A-01/96895, ambos de los
cuales se incluyen por referencia en la presente memoria.

El agente de PND desempefia un papel decisivo en el procedimiento de PND, ya que su eleccion tiene un gran
impacto sobre el nivel de polarizacién que se puede alcanzar en la muestra por polarizar. Se conoce una variedad
de agentes de PND, indicados 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, 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 producido altos niveles de polarizaciéon en una variedad de muestras diferentes.

Los inventores han descubierto ahora, sorprendentemente, que la adicién de ciertos quelatos de Gd a una
composicion que comprende un radical tritilo como agente de PND y acido pirtvico que se va a polarizar mediante el
procedimiento de PND produce un notable aumento del nivel de polarizacién en el acido pirtvico. Esto es
especialmente favorable en una situacién clinica donde el piruvato hiperpolarizado obtenido de la disolucién de acido
piravico hiperpolarizado sélido obtenido mediante PND en un medio de disolucién acuoso que contiene bases se usa
como agente de formacién de imagenes por RM en un procedimiento de examen mediante RMN de un paciente. Si
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el nivel de polarizacion del acido pirivico se pudiera mejorar, por ejemplo, multiplicandolo por x, teéricamente solo
seria necesario 1 elevado a x de la concentracion de piruvato en el procedimiento de examen por RMN. Por
supuesto, esto es ventajoso no solo desde el punto de vista econdmico, sino también desde el punto de vista de la
seguridad, pues se pueden evitar los posibles efectos secundarios no deseados debidos a altas concentraciones y
dosis de agente de formacion de imagenes de RM.

Asi pues, vista desde un primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de produccién de un
acido carboxilico hiperpolarizado sélido, procedimiento que comprende preparar una composicion que comprende el
acido carboxilico, un radical tritilo y un quelato de Gd de férmula (1):

Q
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en la que
n es1a10;
x es0as3;
R es idéntico o diferente y representa fluoro, un grupo alquilo C4-Cs de cadena lineal o ramificada, o un grupo
ciclico aromatico o no aromatico que contiene de 5 a 10 atomos de carbono; y
Q es H, un grupo alquilo C+-Cg¢ de cadena lineal o ramificada, o un grupo ciclico aromatico o no aromatico que

contiene de 5 a 10 atomos de carbono; o

gl
Rx

en la que n, x y R son como se han definido anteriormente;
y llevar a cabo una polarizacién nuclear dinamica en la composicion.

Los términos "hiperpolarizado" y "polarizado" se usan indistintamente de aqui en adelante e indican un nivel de
polarizacién nuclear en un exceso del 0,1 %, mas preferentemente, en un exceso del 1 % y lo mas preferentemente
en un exceso del 10 %.

El nivel de polarizacion se puede determinar, por ejemplo, mediante mediciones de RMN en estado sélido de los
nucleos RMN activos en el acido carboxmco hiperpolarizado congelado Por ejemplo, si el nicleo RMN activo del
acido carboxilico hiperpolarizado es 3¢, se adquiere una RMN de ™®C en estado solido de dicho acido carboxilico
hiperpolarizado. La medicién de RMN de C en estado solido consiste preferentemente en una simple secuencia de
RMN de pulso-adquisicion, usando un angulo de inclinacion bajo. La intensidad de la sefial del acido carboxilico
hiperpolarizado en el espectro de RMN se compara con la intensidad de la sefial del acido carboxilico en el espectro
de RMN adquirido antes del procedimiento de polarizacién nuclear dinamica. A continuacioén, se calcula el nivel de
polarizacion a partir de la relacién entre las intensidades de la sefal antes y después de la PND.

De una manera similar, se puede determinar el nivel de polarizacién para el acido carboxilico hiperpolarizado
disuelto mediante mediciones de RMN en estado liquido del nicleo RMN activo en el acido carboxilico
hiperpolarizado liquido. Una vez mas, se compara la intensidad de la sefial del acido carboxilico hiperpolarizado
disuelto con la intensidad de la sefial del acido carboxilico disuelto antes del procedimiento de polarizacién nuclear
dinamica. A continuacién, se calcula el nivel de polarizacién a partir de la relacién entre las intensidades de las
sefiales antes y después de la PND.

El término "acido carboxilico" indica una entidad quimica que comprende al menos un grupo carboxilo, es decir, un
grupo COOH-.
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Aunque se escribe en forma singular, el término “acido carboxilico” indica una entidad o entidades quimicas, es
decir, un cierto acido carboxilico o varios acidos carboxilicos diferentes, por ejemplo, mezclas de varios acidos
carboxilicos diferentes. Como ejemplo, el acido pirtivico es un cierto acido carboxilico, y el procedimiento de acuerdo
con la invencidon se puede usar para producir acido piravico hiperpolarizado. Ademas, como ejemplo, el acido
pirdvico y el acido lactico son varios acidos carboxilicos diferentes, y el procedimiento de la invencion se puede usar
para producir una mezcla de acido pirdvico hiperpolarizado y acido lactico hiperpolarizado.

El procedimiento de acuerdo con la invencién conduce a altos niveles de polarizacion en el acido carboxilico por
polarizar.

El acido carboxilico en el contexto de la presente invencion puede ser un acido monocarboxilico como, por ejemplo,
acido formico, acido acético, acido lactico, acido piravico, acido nicotinico o acidos grasos como el acido palmitico o
acido oleico. En ofra realizacion, el acido carboxilico puede ser un acido di- o policarboxilico como, por ejemplo,
acido malico, acido fumarico, acido succinico, acido metilensuccinico, acido malénico o acido citrico o acido oxalico.
Aparte de comprender al menos un grupo carboxilo, el acido carboxilico puede contener otros grupos funcionales y/o
heteroatomos. Los grupos funcionales preferidos son grupos amino, y los ejemplos de acidos carboxilicos que
contienen grupos amino son aminoacidos como los aminoacidos convencionales, preferentemente, glicina, alanina,
cisteina, acido glutamico, acido aspartico, glutamato, triptéfano y serina, pero también aminoacidos no
convencionales, preferentemente, GABA (acido gamma-aminobutirico), homocisteina, sarcosina o similares. Otros
grupos funcionales preferidos que pueden estar presentes en la molécula de acido carboxilico son grupos ceto,
siendo los ejemplos preferidos de dichos compuestos el acido piravico, acido oxalacético o acido a-cetoglutarico, o
grupos hidroxi, siendo los ejemplos preferidos de dichos compuestos el acido lactico y acido salicilico. En otra
realizacion preferida, el acido carboxilico contiene uno o mas heteroatomos como, por ejemplo, un atomo de
nitrégeno como en el acido nicotinico.

Los acidos carboxilicos preferidos usados en el procedimiento de la invencién son farmacos candidatos, mas
preferentemente moléculas pequefias, por ejemplo, de menos de 2.000 Da, o una mezcla de varios farmacos
candidatos y el/los farmaco/s candidato/s hiperpolarizado/s obtenido/s mediante el procedimiento de la invencién se
pueden usar en bioensayos de RMN para determinar, por ejemplo, la afinidad de unién a un cierto receptor o en
ensayos enzimaticos. Dichos ensayos se describen en los documentos 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
composicidon que contiene el/los farmaco/s candidato/s hiperpolarizado/s solido/s tiene que ser licuada después de la
polarizacién, preferentemente mediante disolucion o fusién. El acido carboxilico puede estar enriquecido o no
isotépicamente.

En otra realizacion preferida, los acidos carboxilicos usados en el procedimiento de la invencién son para su uso
como agentes de formacion de imagenes de RM. La expresién "agente de formacién de RM" indica un compuesto
que se puede usar como un agente de formacion de imagenes de RM en la formacion de imagenes mediante RM o
como un agente de espectroscopia de RM en la espectroscopia por RM. En otra realizacion preferida, los acidos
carboxilicos usados en el procedimiento de la invencion son precursores de un agente de formacién de imagenes de
RM. Para ambas realizaciones, los acidos carboxilicos preferidos son compuestos enddégenos o precursores de
compuestos enddégenos. Un ejemplo de esos ultimos seria un acido carboxilico como el acido pirtvico (un precursor)
que se convierte en el compuesto de piruvato endégeno (un derivado, es decir, una sal de un acido carboxilico), por
ejemplo, disolviendo el acido pirdvico hiperpolarizado solido tras el procedimiento de PND en una medio de
disolucion acuosa que contiene bases y el uso del piruvato hiperpolarizado disuelto asi obtenido como agente de
formacién de imagenes de RM. Se prefieren los acidos carboxilicos endogenos o acidos carboxilicos que son
precursores de compuestos enddgenos, es decir, derivados enddgenos de acidos carboxilicos que participan en un
proceso metabdlico en el cuerpo humano o no humano. Cuando se usan dichos acidos carboxilicos endégenos
hiperpolarizados o derivados endégenos de acidos carboxilicos como agentes de formacion de imagenes de RM, se
puede obtener informacion sobre el estado metabdlico de un tejido en un examen de RM in vivo, es decir, estos
agentes son Utiles para la formacion de imagenes por RM in vivo y/o la espectroscopia por RM de una actividad
metabdlica. La informacion del estado metabdlico de un tejido se podria usar, por ejemplo, para diferenciar entre el
tejido sano (normal) y el tejido enfermo.

Por lo tanto, los acidos carboxilicos preferidos para su uso en el procedimiento de la invencién son el acido maleico,
acido acético, acido fumarico, acido pirtivico, acido maldnico, acido succinico, acido oxalacético, acido lactico y acido
o-cetoglutarico que son precursores para de los compuestos endégenos malato, acetato, fumarato, piruvato,
malonato, succinato, oxaloacetato, lactato y a-cetoglutarato, participando todos ellos en un proceso metabdlico en el
cuerpo humano o no humano. Otro acido carboxilico enddgeno preferido que participa en un proceso metabdlico en
el cuerpo humano o no humano es el acido nicotinico. Otros acidos carboxilicos enddgenos preferidos que participan
en un proceso metabdlico en el cuerpo humano o no humano son aminoacidos como la alanina, glicina, cisteina,
prolina, tirosina, sarcosina, GABA u homocisteina. Los acidos carboxilicos mas preferidos son el acido piravico,
acido oxalacético, acido a-cetoglutarico, alanina y glicina.

Si en el procedimiento de la invencidon, se usan acidos carboxilicos endégenos que participan en un proceso
metabdlico en el cuerpo humano o no humano o los acidos carboxilicos que son precursores de derivados
enddgenos de acidos carboxilicos que participan en un proceso metabdlico en el cuerpo humano o no humano,
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estos acidos carboxilicos enddgenos hiperpolarizados o derivados enddgenos hiperpolarizados de los acidos
carboxilicos se usan preferentemente como agentes de formacién de imagenes por RM para la formacion de
imagenes por RM molecular in vivo y/o la formacién de imagenes por desplazamiento quimico y/o espectroscopia de
RM de la actividad metabdlica en el cuerpo humano o no humano. De estos acidos carboxilicos endogenos
hiperpolarizados o derivados enddgenos hiperpolarizados de acidos carboxilicos, se prefieren los que contienen
nucleos polarizados que presentan relajacion longitudinal lenta, de manera que se mantiene un nivel bastante alto
de polarizaciéon durante un periodo de tiempo suficiente para transferirlos a un cuerpo humano o no humano y la
posterior formacion de imagenes. Los acidos carboxilicos endégenos o derivados endégenos de acidos carboxilicos
preferidos contienen nucleos con constantes de tiempo de relajacion longitudinal (T4) que son superiores a 10
segundos, preferentemente superiores a 30 segundos e incluso mas preferentemente superiores a 60 segundos a
una intensidad de campo magnético de 0,01 a 5 T y una temperatura en el intervalo de 20 a 40 °C. Los denominados
"agentes de alto T+" se describen, por ejemplo, en el documento WO-A-99/35508. Como alternativa, los valores de
T1de posibles acidos carboxilicos endégenos o derivados enddgenos de acidos carboxilicos se pueden encontrar en
la bibliografia o se pueden determlnar mediante la adquisicién de un espectro de RMN del posible compuesto, por
ejemplo, un espectro de RMN de ©*c para determlnar el T4 de posibles acidos carboxilicos endégenos o derivados
enddgenos de acidos carboxilico marcados con 3.

En general, el acido carboxilico destinado a su uso como un agente de formacion de imagenes de RM para la
formacion de imagenes por RM in vivo y/o la formacion de imagenes por desplazamiento quimico y/o la
espectroscopia de RM o que es un precursor para dicho agente es preferentemente un compuesto isotépicamente
enriquecido, siendo el enriquecimiento isotdpico mas preferentemente un enriquecimiento isotopico de nucleos de
espin distintos de cero gnucleos activos de RM), siendo adecuado "°N - si esta presente en el compuesto — y/o 3,
mas preferentemente C. El enriguecimiento isotépico puede incluir cualquier enriquecimiento selectivo de uno o
mas sitios dentro del compuesto o el enriquecimiento uniforme de todos los sitios con un enriquecimiento de un sitio,
preferentemente en un nudcleo con un alto valor de T4. El enriquecimiento se puede lograr, por ejemplo, mediante
sintesis quimica o marcaje biolégico, siendo ambos procedimientos conocidos en la técnica y pudiéndose elegir los
procedimientos adecuados en funcion del compuesto especifico que se vaya a enriquecer isotopicamente.

Una realizacion preferida de un acido carboxilico destinado a su uso como agente de formacién de imagenes de RM
in vivo o que es un precursor de dicho agente es un compuesto que esta enriquecido isotdpicamente en una sola
posicién de la molécula, preferentemente con un enriquecimiento del al menos 10 %, de manera mas adecuada, del
al menos 25 %, mas preferentemente, del al menos 75 % y, lo mas preferentemente, del al menos 90 %. Lo ideal es
que el enriquecimiento sea del 100 %.

La posicidon éptima para el enriquecimiento isotopico depende del tiempo de relajacion de los nucleos RM activos.
Preferentemente, los acidos carboxilicos usados en el procedimiento de la invencién estan enriquecidos
isotopicamente en p03|0|0nes con un tiempo de relajacion Ty Iargo (valores de T altos). Los acidos carboxilicos
enriquecidos con 3C usados en el procedimiento de la invencién estan enriquecidos preferentemente en un atomo
de C de carboxilo, un atomo de C de carbonilo o un atomo de C cuaternario. Como es obvio, las dos ultimas
posiciones solo pueden estar enriquecidas si estan presentes en el acido carboxilico, es decir, si el acido carboxilico
contiene un grupo carbonilo (como, por ejemplo, acido pirtvico o acido a-cetoglutarico) o un atomo de C cuaternario,
ademas del grupo carboxilo (como, por ejemplo, acido citrico y aminoacidos, aparte de la glicina). Los acidos
carboxilicos especialmente preferidos para su uso como precursores para los agentes de formacion de imagenes de
RM son "®C-acido pirtvico, '>C-acido acético, '>C-acido oxaloacético- y acido '*C-a-cetoglutarico. Estos compuestos
son precursores del 3c- -piruvato, 3C-acetato, '*C-oxaloacetato y B3C-a- cetoglutarato. Los aC|dos carboxnlcos
especialmente preferidos para Su uso como agentes de formaC|on de imagenes son ademas 3C-alanina y 3c-
glicina, mas preferentemente 3Cs-alalina y 13C1-gI|C|na El "*C- aC|do piravico es el acido carboxilico mas preferldo y
puede estar enriquecido |sotop|camente en la posicién C1 ( 3C,-acido plruwco) en Ia posicion C2 ( 3Co-acido
piravico), en la posicion C3 (' C3-aC|do pirtvico), en la posicion C1- y en la posicion C2 ("*Cy, 2-a0|do piravico), en la
posicion C1-y en la posicion C3 (**C4 3-4cido piravico), en la posicion C2 y en la posicion C3 ('>Cys-acido piravico) o
enla p03|0|0n C1,C2yC3 ( C1 23-acido piravica). La posicién C1 es la posicion preferida para el enriquecimiento
isotépico en 3C del acido piravico.

En otra realizaciéon preferida, los acidos carboxilicos hiperpolarizados obtenidos mediante el procedimiento de la
invencion se usan en la espectroscopia de RMN en estado sélido. En este caso, el acido carboxilico solido
hiperpolarizado se puede analizar mediante cualquier espectroscopia de RMN en estado sélido giratorio en angulo
estatico o magico. En la presente realizacion, se pueden usar acidos carboxilicos de cualquier tipo y tamafio de
molécula en el procedimiento de la invencion.

El radical tritilo usado en el procedimiento de la invencién funciona como un agente de PND, que es esencial en el
procedimiento de PND cuando la gran polarizaciéon de espin electrénico del agente de PND se convierte en
polarizacién de espin nuclear de los nucleos del acido carboxilico a través de la irradiacién de microondas cerca de
la frecuencia de Larmor del electron. Las microondas estimulan la comunicacién entre los sistemas de espin
electrénico y nuclear mediante transiciones e-e y e-n. Para una PND eficaz, el agente de PND tiene que ser estable
y ser soluble en el compuesto que se va a polarizar o en una solucién del mismo, para conseguir el contacto intimo
entre dicho compuesto y el agente de PND. Dicho contacto intimo es necesario para la comunicacion, anteriormente
mencionada, entre los sistemas de espin electrénico y nuclear. En este contexto, los radicales estables de ftritilo
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demostraron ser agentes de PND 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 depende de varios aspectos. Como se ha mencionado anteriormente, el radical
tritilo y el compuesto que se va a polarizar deben estar en contacto intimo durante el procedimiento de PND para
que se produzcan los niveles de polarizacién éptimos en el compuesto. De esta manera, en una realizacién preferida
de la invencidn, el radical tritilo es soluble en el acido carboxilico o en una solucién del mismo. La primera es una
opcién adecuada si el acido carboxilico que se va a polarizar es liquido a temperatura ambiente como, por ejemplo,
el acido pirtivico, o si el acido carboxilico se transfiere al estado liquido, por ejemplo, mediante la fusion a
temperaturas elevadas. Para preparar una soluciéon de un acido carboxilico, se pueden usar un disolvente o una
mezcla de disolventes. Sin embargo, si el acido carboxilico polarizado se usa para aplicaciones in vivo, tal como su
uso como agente de formacién de imagenes de RM para una formacion de imagenes por RM in vivo o como
precursor de dicho agente, es preferible mantener la cantidad de disolvente en un minimo o, si es posible, evitar el
uso de disolventes. Para su uso como un agente de formacion de imagenes de RM in vivo, habitualmente, es
necesario administrar un compuesto hiperpolarizado a una concentracidon relativamente alta, es decir,
preferentemente, se usa una composicion muy concentrada que comprende el acido carboxilico, un radical tritilo, un
quelato de Gd de férmula (1) en el procedimiento de PND y, de esta manera, la cantidad de disolvente se mantiene,
preferentemente, en un minimo. En este contexto, también es importante mantener la masa de la composicién
preferentemente tan baja como sea posible. Una gran masa tendra un impacto negativo en la eficacia del
procedimiento de disolucién si se usa una disolucién para licuar la composicién sélida que comprende el acido
carboxilico hiperpolarizado después del procedimiento de PND, por ejemplo, para su uso como un agente de
formacién de imagenes de RM o como un precursor, o que se convierte en un agente de formacién de imagenes de
RM en ese procedimiento de disolucién. Esto se debe al hecho de que para un volumen dado de medio de
disolucion en el procedimiento de disolucion, la proporcion entre el medio de disolucion y la masa de la composicion
soélida disminuye cuando la masa de la composicion sélida aumenta. Ademas, el uso de ciertos disolventes puede
requerir su retirada antes de administrar al paciente el acido carboxilico hiperpolarizado o el derivado del mismo,
usado como un agente de formacion de imagenes de RM, ya que estos disolventes podrian no ser fisiolégicamente
tolerables.

Si el acido carboxilico usado en el procedimiento de la invencién es un compuesto bastante lipéfilo o hidréfilo, el
radical tritilo también deberia ser lipodfilo o hidréfilo. La lipofilidad o la hidrofilidad del radical tritilo puede verse influida
por la eleccién de residuos adecuados que conviertan la molécula de radical tritilo en lipdfila o hidréfila. Ademas, el
radical tritilo tiene que ser estable en presencia del acido carboxilico. De esta manera, si el acido carboxilico usado
en el procedimiento de la invencion es un acido relativamente fuerte como, por ejemplo, acido oxalico o acido
piravico, el radical tritilo deberia ser estable en condiciones muy acidas. Si el acido carboxilico contiene ademas
grupos reactivos, deberia usarse un radical tritilo que sea relativamente inerte hacia estos grupos reactivos. A partir
de lo citado anteriormente, es evidente que la eleccion del radical tritilo depende en gran medida de la naturaleza
quimica del acido carboxilico usado en el procedimiento de la invencién.

En el documento WO-A-2006/011811, se divulgan radicales ftritilo que son agentes de PND especialmente utiles
para la polarizacion PND de compuestos organicos acidos, es decir, acidos carboxilicos. Se prefiere el uso de estos
radicales tritilo en el procedimiento de la invencion.

En una realizacién preferida del procedimiento de acuerdo con la invencién, el acido carboxilico es acido pirtvico,
mas preferentemente 3C-4cido piravico, mas preferentemente 3¢,-acido piravico, y el radical tritilo es un radical
tritilo de la férmula (2):

R1 R1
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M representa hidrogeno o un equivalente de un catién; y
R1, que es el mismo o diferente, representa un grupo alquilo C4-Cs de cadena lineal o ramificada, o un grupo
-(CH2)»-X-R2,

en el que

n es1,203;
X esO0o08S;y
R2 es un grupo alquilo C4-C4 de cadena lineal o ramificada.

En una realizacion preferida, M representa hidrégeno o un equivalente de un cation fisiolégicamente tolerable. La
expresion "cation fisiolégicamente tolerable" indica un cation que es tolerado por el cuerpo de un humano o no
humano vivo. Preferentemente, M representa hidrégeno o un catién alcalino, un ién de amonio o un ié6n de amina
organica, por ejemplo, meglumina. Lo mas preferentemente, M representa hidrégeno o sodio.

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

En una realizacion preferida adicional, R1 es el mismo o diferente, preferentemente el mismo, y representa -CHa-
OCH3, -CH2-0C2H5, -CHz-CHz-OCH3, -CHz-SCH3, -CH2-3C2H5 o -CHz-CHz-SCH3, lo mas preferentemente, -CHz-
CH2-OCHs.

En una realizacion mas preferida, M representa hidrégeno o sodio, y R1 es el mismo y representa -CH,-CH,-OCHa.

Los radicales tritilo usados en el procedimiento de la invencién se pueden sintetizar 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.

Como se ha indicado anteriormente, los quelatos de Gd usados en el procedimiento de la invencién son quelatos de
Gd de férmula (1):

?
Q g“‘*t-fl@
n
o] / \ o) Rx
N N
N
o
N N
L
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1)

en la que

n es1a10;

x es0a10;

R es idéntico o diferente, y representa fluoro, un grupo alquilo C1-C¢ de cadena lineal o ramificada, o un grupo
ciclico aromatico o no aromatico que contiene de 5 a 10 atomos de carbono; y

Q es H, un grupo alquilo C4-C¢ de cadena lineal o ramificada, o un grupo ciclico aromatico o no aromatico que

contiene de 5 a 10 atomos de carbono; o

1
n Rx

en la que n, x y R son como se han definido anteriormente.

En una realizacion preferida, Q es H, un grupo alquilo C+-Cs de cadena lineal o ramificada, preferentemente metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, iso-butilo o terc-butilo, o Q es idéntico a
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B il
n Rx

En una realizacion preferida de la realizacion anterior, n es 1 a 5 y, mas preferentemente, 1 a 3.

Si R es un grupo alquilo C1-Cs de cadena lineal o ramificada, R es preferentemente metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, iso-butilo o terc-butilo.

Si R es un grupo ciclico aromatico o no aromatico que contiene de 5 a 10 atomos de carbono, R es preferentemente
ciclopentilo, ciclohexilo, metilciclopentilo, metilciclohexilo, bencilo, fenilo o tolilo.

En una realizacion, x es 3 y los tres grupos R que son idénticos o diferentes estan unidos preferentemente en las
posiciones orto y en la posicion para. Los siguientes restos son ejemplos de dicha realizacion:

—Nﬁ[gn rN—[:[i’n —”“g;n

en las que los restos anteriores se corresponden con el resto enmarcado del quelato de Gd de férmula (1) mostrado

a continuacion:
(Il Rx
2 /”‘*MQ
© N N 0
e
.
o 0~ "o~

En otra realizacién, x es 2 y los dos grupos R que son idénticos o diferentes, preferentemente idénticos, se unen
preferentemente en las posiciones meta. Los ejemplos preferidos de dicha realizacion son los siguientes restos,
correspondiendo los restos con el resto enmarcado del quelato de Gd de férmula (1) que se ha mostrado

anteriormente:

—N—F1l, —N—Iq

o 0

En una realizacion preferida, x es 1 y el grupo R esta unido preferentemente en la posicion para. En la presente
realizacion, R se selecciona preferentemente de entre fluoro, metilo, isopropilo, isobutilo y terc-butilo, mas
preferentemente se selecciona de entre metilo y terc-butilo.

En otra realizacion preferida, x es 0 y n es de 1 a 5, preferentemente de 1 a 3.
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El quelato de Gd de féormula (1) se sintetiza convenientemente mediante el uso de un quelante como un derivado
DO3A con grupos carboxilicos protegidos como material de partida. Los derivados de DO3A adecuados son, por
ejemplo, 1,4,7-tris(terc-butoxicarbonilmetil)-1,4,7,10-tetraaza-ciclododecano o 1,4,7-tris(benciloxicarbonilmetil)-
1,4,7,10-tetraaza-ciclododecano. Estos derivados de DO3A se pueden preparar mediante procedimientos conocidos
tales como los descritos en el documento US 4.885.363 o WO-A-96/28433, que se incorporan en la presente
memoria por referencia.

Los derivados de DO3A se pueden hacer reaccionar en un disolvente y en presencia de una base con un compuesto
de férmula (3):

Q

|
L_._.
O
3)

en la que L es un grupo saliente tal como halédgeno, preferentemente cloruro, y Q, n, x y R son como se han definido
anteriormente.

Los compuestos de formula (3) se pueden obtener mediante la reaccion de aminas sustituidas con Rx o, en el caso
de que x sea 0, de aminas con cloruro de 2-halogenoacetilo, preferentemente cloruro de 2-cloroacetilo, en un
disolvente y en presencia de una base. Los procedimientos para sintetizar aminas sustituidas con Rx y aminas son
conocidos en la técnica, y hay una variedad de dichas aminas sustituidas con Rx y aminas disponibles en el
mercado.

Tras eliminar los grupos de proteccion presentes, por ejemplo, mediante la reaccion con acido trifluoroacético en el
caso de un derivado de DO3A con grupos carboxilicos protegidos con terc-butoxi, el quelante de férmula (1a):

>_\/—\/_<M .
Euj\

o (1a)

en la que Q, n, x y R son como se han definido anteriormente, se hace reaccionar con un compuesto de Gd**
adecuado como Gd,0s o sales de Gd>* como GdCls en un disolvente adecuado, por ejemplo, agua, dando lugar a
los quelatos de Gd de formula (1). Otras formas adecuadas de sintesis de los quelantes de la férmula (1a) y los
compuestos de férmula (3) se describen en el documento US 5.737.752.

Los quelatos de Gd de férmula (1) son especialmente Utiles en la polarizacion PND de acidos carboxilicos, ya que
estos quelatos de Gd son estables en presencia de dichos acidos. Esta es una caracterlstlca importante, ya que la
disociacion del complejo del quelato de Gd (desquelacion) dara lugar a iones Gd** libres con consecuencias
perjudiciales para la polarizacion. La polarlzaC|on decae mucho mas rapidamente en presencia de iones metalicos
paramagnéticos libres como los iones Gd*, que acortan de manera espectacular el "tiempo de vida" de un
compuesto hiperpolarizado destinado a su uso como agente de formacién de imagenes de RM.

Si el acido carboxilico que se va a polarizar es un liquido o esta disuelto en un disolvente, es preferible usar un
quelato de Gd de férmula (1) que sea soluble en el acido carboxilico liquido o la soluciéon del mismo. Si el acido
carboxilico que se va a polarizar es bastante lipofilo, el quelato de Gd de férmula (1) deberia ser también bastante
lipdfilo. La lipofilidad puede verse influida por la eleccion del tipo y el nimero apropiado de grupos R. Opcionalmente,
la composicién usada en el procedimiento de la invencidon que comprende el acido carboxilico, un radical tritilo y un
quelato de Gd de férmula (1) comprende ademas un quelante y/o un quelato de Ca.
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La expreS|on "quelante" se refiere a una entidad quimica que se une a (forma complejos con) un i6n metalico, por
ejemplo, Gd*, para formar un quelato.

Se puede anadir un quelante a la composicién para evitar cualquier ién Gd* libre en la composicion liquida después
de haber disuelto o fundido la composicién sélida que comprende el acido carboxilico hlperpolarlzado 0 un derivado
del mismo tras el procedimiento de PND. Como se ha indicado anteriormente, los iones Gd** libres tienen
consecuencias perjudiciales sobre la polarizacion, pues la polarlzaC|on decae mucho mas rapidamente en presencia
de iones metalicos paramagnéticos libres como los iones Gd**. Esto, a su vez, acorta drasticamente el "tiempo de
vida" de un acido carboxilico hiperpolarizado o un derivado deI mismo como agente de formacion de imagenes de
RM. EI quelante adicional presente en la composicion reacciona los iones Gd** libres para formar un quelato de Gd
y, por lo tanto, los iones Gd** libres son "depurados"” de la composicion una vez que se licua (es decir, se dlsuelve o
se funde). Los quelantes adecuados son aquellos que forman facil y rapidamente complejos con iones Gd*
preferentemente EDTA, DOTA-BOM o DTPA-BMA. Estos quelantes y su sintesis son conocidos en la técnica. En
otra realizacion preferida, se usa un quelante de formula (1a).

En lugar de un quelante, a la composicion, se puede afiadir un quelato de Ca que comprenda un quelante como se
ha descrito anteriormente. El efecto es similar a la adiciéon de un quelante, pues los quelatos de Ca son complejos
débiles. En presencia de iones Gd™* libres, se produce un intercambio entre los i |ones Ca’+ ylosi |ones Gd*, pues los
quelantes descritos anteriormente forman complejos mucho mas fuertes con Gd** que con Ca’+. Sin embargo, los
iones Ca*+ libres no tienen las consecuencias perjudiciales en la polarizacion descritas anteriormente, ya que no son
iones paramagnéticos. Por lo tanto, los quelatos de Ca preferidos son Ca-EDTA, Ca-DOTA-BOM y Ca-DTPA-BMA.
En otra realizacion preferida, se usa un quelato de Ca de férmula (1b):

?
0; ;”“Mn
o S\ 5 Rx

(1b)

en la que en la que Q, x y R son como se han definido anteriormente.

Como alternativa, la composicién usada en el procedimiento de la invenciéon puede contener tanto un quelante como
un quelato de Ca. El quelante puede ser idéntico a o diferente del quelante del quelato de Ca, por ejemplo, el
quelante puede ser EDTA y el quelato de Ca puede ser Ca-EDTA. En ofra realizacion, el quelante puede ser EDTA 'y
el quelato de Ca puede ser Ca-DTPA-BMA. En una realizacion preferida, el quelante es el quelante de férmula (1a) y
el quelato de Ca es el quelato de Ca de formula (1b).

Para llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con la invencién, se prepara una composicién que comprende un
acido carboxilico, un radical tritilo, un quelato de Gd de férmula (1) y, opcionalmente, un quelante y/o un quelato de
Ca.

Si el acido carboxilico usado en el procedimiento de la invencién es un liquido a temperatura ambiente como, por
ejemplo, acido piravico, dicho acido carboxilico liquido se combina con el radical tritilo seleccionado y el quelato de
Gd de férmula (1) seleccionado y, opcionalmente, con un quelante y/o un quelato de Ca para formar una
composicién en la que los todos los componentes de esa composicion estan en contacto intimo. Preferentemente, el
radical tritilo seleccionado, el quelato de Gd de formula (1) y el quelante opcional y/o quelato de Ca son solubles en
el acido carboxilico liquido. Como alternativa, pero menos preferida, se pueden preparar una solucion del radical
tritilo seleccionado y/o una solucién del quelato de Gd de formula (1) seleccionado y/o una solucién del quelante
opcional y/o quelato de Ca en uno o varios disolventes adecuados, por ejemplo, agua, que se afiade después al
acido carboxilico liquido. Luego se puede promover ain mas el mezclado intimo mediante varios procedimientos
conocidos en la técnica tales como agitacion, movimientos vorticiales o sonicacion.

Si el acido carboxilico usado en el procedimiento de la invencién es un soélido a temperatura ambiente, se puede
fundir (con la condicion de que no se produzca la degradacion del acido carboxilico), y el acido carboxilico fundido
se combina con el radical tritilo seleccionado, el quelato de Gd de férmula (1) seleccionado y, opcionalmente, con un
quelante y/o un quelato de Ca segun lo descrito en el parrafo anterior.
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En otra realizacién, se puede preparar una solucion del acido carboxilico sélido, por ejemplo, disolviendo el acido
carboxilico en un disolvente o mezcla disolvente adecuados, preferentemente en un disolvente que sea un buen
formador de vidrio para evitar la cristalizacion de la composicion tras la refrigeracion/congelacion. Los formadores de
vidrio adecuados son, por ejemplo, glicerol, propanodiol o glicol. Posteriormente, el acido carboxilico disuelto se
combina con el radical tritilo seleccionado, el quelato de Gd de férmula (1) y, opcionalmente, con un quelante y/o un
quelato de Ca, preferentemente todos como componentes secos. Como alternativa, pero menos preferida, se puede
preparar una solucion del radical tritilo seleccionado y/o una solucion del quelato de Gd de féormula (1) seleccionado
y/o una solucién del quelante opcional y/o quelato de Ca en uno o varios disolventes adecuados, por ejemplo, agua,
que se afiade a continuacién al acido carboxilico disuelto. Los formadores de vidrio también se pueden afiadir a los
acidos carboxilicos disueltos en disolventes no formadores de vidrio para evitar que la composicion cristalice tras la
refrigeracion/congelacion. Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, la adicion de disolventes y/o
formadores de vidrio se deberia mantener al minimo necesario. Por lo tanto la forma preferida consiste en
seleccionar un radical tritilo, un quelato de Gd de férmula (1) y, opcionalmente, un quelante y/o un quelato de Ca que
sean solubles en o miscibles con el acido carboxilico, siempre que el acido carboxilico se encuentre en estado
liquido a temperatura ambiente o se pueda fundir sin degradacion.

Lo adecuado es que la concentracion de radical tritilo sea de 5 a 25 mM, preferentemente de 10 a 20 mM en la
composicion. En cuanto a la concentracion de quelato de Gd de formula (1), es adecuada de 0,1 a 8 mM en la
composicion, prefiriéndose las concentraciones de 0,1 a 6 mM vy prefiriéndose mas de 0,5 a 4 mM. Si hay un
quelante y/o un quelato de Ca presentes en la composicion destinada a usarse en el procedimiento de la invencion,
la concentracion de dicho quelante y/o quelato de Ca en dicha composicion es adecuadamente de 0,1 a 10 mM,
preferentemente de 0,5 a 8 mM y mas preferentemente de 1,5 a 7 mM.

La composicion se enfria y/o congela preferentemente de tal manera que se prohibe la cristalizacion. La
refrigeracion/congelacion se pueden realizar mediante procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo
mediante la congelacion de la composicion en un congelador o en nitrégeno liquido o, simplemente colocandola en
el de polarizacion de PND, donde el helio liquido la congelara.

En una realizacion, la composicion se desgasifica antes de la refrigeracion/congelacion. La desgasificacion se puede
realizar mediante el burbujeo de gas helio a través de la composicion (por ejemplo, durante un periodo de tiempo de
2-15 min), pero se puede efectuar mediante otros procedimientos comunes conocidos.

De acuerdo con el procedimiento de la invencién, la composicién sufre una polarizacién nuclear dinamica, PND. La
técnica de PND se describe, por ejemplo, en los documentos WO-A-98/58272 y WO-A-01/96895, ambos de los
cuales se incluyen por referencia en la presente memoria. En general, se usan un campo magnético, moderado o
alto, y una temperatura muy baja en el procedimiento de PND, por ejemplo, llevando a cabo el procedimiento de
PND en helio liquido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o superior. Como alternativa, se puede
emplear un campo magnético moderado y cualquier temperatura a la que se consiga una mejora suficiente de la
polarizacién. En una realizacion preferida, el procedimiento de PND se lleva a cabo en helio liquido y un campo
magnético de aproximadamente 1 T o superior. Las unidades de polarizacion adecuadas (= polarizadores) se
describen, por ejemplo, en el documento WO-A-02/37132. En una realizacion preferida, la unidad de polarizacion
comprende un criostato y medios de polarizacién, por ejemplo, una camara de microondas conectada, por medio de
una guia de ondas, a una fuente de microondas en un orificio central rodeado por medios productores del campo
magnético tales como un iman superconductor. El orificio 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, de entre 1 y 25 T, para que tenga lugar la polarizacion de los nucleos de la
muestra. Preferentemente, el orificio para la sonda, es decir, la composicién por polarizar, se puede cerrar
herméticamente, pudiéndose evacuar a bajas presiones, por ejemplo, a presiones del orden de 0,1 kPa o inferiores.
Puede haber un medio de introduccién de la sonda, tal como un tubo de transporte extraible, contenido dentro del
orificio y este tubo se puede insertar desde la parte superior del orificio hasta una posicion en el interior de la camara
de microondas de la region P. La regién P se enfria mediante helio liquido a una temperatura suficientemente baja
para que tenga lugar la polarizaciéon, preferentemente, a temperaturas del orden de 0,1 a 100K, mas
preferentemente, de 0,5 a 10 K, mas preferentemente de 1 a 5 K. Preferentemente, el medio de introduccioén de la
sonda se puede cerrar herméticamente en su extremo superior, de cualquier forma adecuada, para mantener el
vacio parcial en el orificio. Se puede instalar un recipiente de retencién de la sonda, tal como una copa de retenciéon
de la sondas, de manera desmontable, en el interior del extremo inferior del medio de introduccién de la sonda. El
recipiente de retencion de la sonda es, preferentemente, de un material ligero, con una baja capacidad calorifica
especifica y buenas propiedades criogénicas, tal como, por ejemplo, de KelF (policlorotrifluoroetileno) o PEEK
(polieteretercetona), y puede estar disefiado de manera que puede contener mas de una sonda.

La sonda se inserta en el recipiente de retencién de la sonda, sumergida en helio liquido e irradiada con microondas,
preferentemente a una frecuencia de aproximadamente 94 GHz a 200 mW. Se puede controlar el nivel de
polarizacion como se divulga en la pagina 3 de la presente solicitud.

En una realizacién preferida, el acido carboxilico hiperpolarizado sélido producido mediante el procedimiento de la
invencion se licua en una etapa posterior.
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Asi pues, en una realizacion preferida, el procedimiento de la invencién es un procedimiento para producir una
composicion liquida que comprende un acido carboxilico hiperpolarizado o un derivado del mismo, comprendiendo
dicho procedimiento la preparacion de una composicion que comprende el acido carboxilico, un radical tritilo y un
quelato de Gd de férmula (1); llevandose a cabo la polarizacion nuclear dinamica de la composicién y la licuacion de
la composicion.

Opcionalmente, la composicion anterior comprende un quelante y/o un quelato de Ca.

En el contexto de la invencion, la expresion "acido carboxilico hiperpolarizado™" denota el acido carboxilico que se ha
usado para preparar la composicion anteriormente mencionada y que esta (tras llevar a cabo el procedimiento como
se ha descrito anteriormente) hiperpolarizado. La expresion "derivado de un acido carboxilico hiperpolarizado”
denota una entidad quimica hiperpolarizada que se obtiene del acido carboxilico hiperpolarizado mediante la
licuacién de la composicion disolviendo el acido carboxilico hiperpolarizado en un medio de disoluciéon que lo
convierte en una entidad quimica hiperpolarizada diferente. Un ejemplo seria la disoluciéon del acido carboxilico
hiperpolarizado en una base, convirtiendo de este modo el grupo carboxilo en un grupo carboxilato, por ejemplo, la
conversion de acido pirtvico hiperpolarizado en piruvato hiperpolarizado o acido acético hiperpolarizado en acetato
hiperpolarizado.

La licuacion se lleva a cabo bien mediante la disolucion de la composicién sélida tras el procedimiento de PND en un
disolvente 0 mezcla de disolventes apropiados, por ejemplo, un vehiculo acuoso como una solucidon tampoén, o
fundiéndola, opcionalmente con una posterior etapa de disoluciéon o una etapa de dilucién en un disolvente o mezcla
de disolventes adecuados. Los procedimientos y dispositivos adecuados para la disolucion de una composicion
sélida hiperpolarizada se describen, por ejemplo, en el documento WO-A-02/37132. Los procedimientos y
dispositivos adecuados para la fusion de una composicion sélida hiperpolarizada se describen, por ejemplo, en el
documento WO-A-02/36005. Si el acido carboxilico hiperpolarizado o un derivado del mismo esta destinado a su uso
como un agente de formacién de imagenes de RM, la composicion sélida que contiene el acido carboxilico
hiperpolarizado se disuelve, preferentemente en un vehiculo acuoso o disolvente adecuado, dando lugar a una
solucion fisioldgicamente tolerable.

Como se ha explicado anteriormente, el medio de disolucién usado para la disoluciéon de la composicién sélida que
contiene el acido carboxilico hiperpolarizado también puede ser de una naturaleza tal que permita la conversién del
acido carboxilico hiperpolarizado en una entidad quimica hiperpolarizada diferente (derivado). En este caso, el acido
carboxilico hiperpolarizado se denomina precursor. Si, por ejemplo, se usa un medio de disolucién que contiene una
base para disolver una composicion soélida que comprende el acido carboxilico hiperpolarizado, dicho acido
carboxilico hiperpolarizado se neutraliza y se convierte en un carboxilato hiperpolarizado. Por lo tanto, el compuesto
hiperpolarizado de la composicion liquida seria una sal del acido carboxilico y ya no seria el propio acido carboxilico.

En una etapa posterior opcional, el radical tritilo y/o el quelato de Gd de férmula (1) y/o el quelante opcionalmente
presente y/o quelato de Ca y/o quelato de Gd, es decir, quelato de Gd que es un producto de reaccion del quelante o
quelato de Ca con iones Gd** libres se eliminan de la composicion licuada. Si el acido carboxilico hiperpolarizado o
derivado del mismo esta destinado a su uso como un agente de formacion de imagenes de RM en un ser humano o
animal vivo, el radical tritilo, el quelato de Gd de formula (1) y el quelante opcionalmente presente y/o quelato de Ca
y/o quelato de Gd del mismo (también denominados de aqui en adelante "compuestos anteriormente mencionados")
se eliminan preferentemente de la composicion licuada.

En la técnica, se conocen procedimientos Utiles para eliminar el radical tritilo, el quelato de Gd de féormula (1), el
quelante y/o el quelato de Ca y/o el quelato de Gd. En general, los procedimientos aplicables dependen de la
naturaleza exacta y de las propiedades quimicas de los compuestos anteriormente mencionados que se han usado
para preparar la composicion usada en el procedimiento de la invencién. Tras la disolucién o la fusién de la
composicion soélida que contiene el acido carboxilico hiperpolarizado, el radical tritilo y/o el quelato de Gd de férmula
(1) y/o el quelante y/o el quelato de Ca y/o el quelato de Gd podrian precipitar, pudiéndose separar de esta manera
facilmente de la composicion liquida mediante filtracion. El hecho de que se produzca o no la precipitacion depende,
por supuesto, de la naturaleza del solvente y de los compuestos anteriormente mencionados.

Si no se produce ninguna precipitacion, el radical tritilo, el quelato de Gd de formula (1), el quelante, el quelato de Ca
y el quelato de Gd se pueden eliminar mediante técnicas de separacién cromatograficas, por ejemplo, cromatografia
en fase liquida como la cromatografia en fase inversa, extraccion (fase solida) u otros procedimientos
cromatograficos de separacion conocidos en la técnica. En general, se prefiere el uso de un procedimiento que sea
capaz de eliminar todos los compuestos anteriormente mencionados en una etapa, ya que la polarizacion en el acido
carboxilico hiperpolarizado o el derivado del mismo en la composiciéon liquida decae debido a la relajacion T.
Cuanto mas rapidamente se eliminen los compuestos anteriormente mencionados de la composicién liquida, mayor
sera el nivel de polarizacion mantenido. Por lo tanto, no sélo desde el punto de vista de tener un contacto intimo
entre el acido carboxilico que se va a polarizar, el radical tritilo y el quelato de Gd de férmula (1), sino también desde
el punto de vista de una eliminacion rapida y eficaz, es beneficioso seleccionar un radical tritilo y un quelato de Gd
de féormula (1) que tengan propiedades quimicas similares. Por supuesto, esto también se aplica a la seleccion de
del quelato y/o quelato de Ca, si esos compuestos se usan en la composicion para su uso en el procedimiento de la
invencion. Si, por ejemplo, se usan un radical tritilo bastante lipdfilo y un quelato de Gd bastante lipdfilo de férmula
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(1), y opcionalmente un quelante y/o quelato de Ca bastante lipdfilos, todos se podrian eliminar en una etapa
mediante cromatografia en fase liquida de fase inversa en una sola columna cromatografica.

Tras eliminar los compuestos mencionados anteriormente, se puede comprobar el radical tritilo y/o quelato de Gd de
férmula (1) residuales de la composicion liquida y las cantidades residuales del quelante presente opcionalmente,
quelato de Ca y quelato de Gd.

Como los radicales tritilo tienen un espectro de absorciéon UV/visible caracteristico, es posible usar la medicién de la
absorcién UV/visible como un procedimiento para comprobar su presencia en la composicion liquida después de su
eliminacién. Con el fin de obtener resultados cuantitativos, es decir, la concentracion del radical tritilo presente en la
composicion liquida, se puede calibrar el espectrometro éptico de manera que la absorciéon a una longitud de onda
especifica de una parte alicuota de la composicion liquida proporcione la correspondiente concentracion de radical
tritilo en la composicion liquida.

Debido a la presencia del grupo aromatico en el quelato de Gd de féormula (1), la medicion de la absorcién UV/visible
también se puede usar como un procedimiento para comprobar la presencia de quelato de Gd de férmula (1). Una
vez mas, se pueden obtener resultados cuantitativos a través de la calibracion del espectrémetro tal como se
describe en el parrafo anterior. Si se ha usado un quelante de férmula (1b) y/o un quelato de Ca de formula (1b) en
la composicion para su uso en el procedimiento de la invencion, también se puede usar la misma mediciéon de
absorcién UV/visible como procedimiento para comprobar la presencia de estos compuestos, pues todos ellos
comprenden un grupo aromatico.

En una realizacion preferida, el procedimiento de la invencion se usa para la produccion de un agente de formacion
de imagenes de RM liquido, y la composicion usada en el procedimiento de la invencion se licua por disolucion,
preferentemente por disolucion en un vehiculo acuoso fisiolégicamente tolerable como una soluciéon tampon.

En una realizacion preferida ad|C|onaI del procedimiento de acuerdo con la invencion, la composicién comprende

3C-acido pII'UVICO preferentemente 3Cq-acido pirdvico, un radical tritilo de férmula (2) y un quelato de Gd de férmula
(1). Como el 3C-acido piravico es un compuesto bastante lipéfilo, se seleccionan preferentemente un radical de
tritilo de féormula (2) bastante lipéfilo y un quelato de Gd de férmula (1) bastante lipdfilo.

En una realizacion mas preferida, se usa un radical tritilo de férmula (2) en la que M representa hidrégeno o sodio, y
R1 es el mismo y representa -CH,-CH>-OCHs, y se usa un quelato de Gd de férmula (1) enlaque QesH,nes 1 a
3,xes 00 1yelgrupo R, si esta presente, esta unido en la posiciéon para. En una realizacion muy preferida, Q es H,
nes1a3, xes1yR, que esta unido en la posicidon para, es metilo, isopropilo, isobutilo y terc-butilo, lo mas
preferentemente, metilo y terc-butilo. Estos quelatos de Gd de férmula (1) no sélo son especialmente Utiles en la
polarizacién PND de acido pirtvico, ya que son estables en presencia de acido piravico, sino que se pueden eliminar
junto con el radical tritilo de férmula (2) en una sola etapa. Opcionalmente, se afiaden a la composicion un quelante
de férmula (1a) y/o un quelato de Ca de formula (1b).

En esta realizacién preferida, la composicion se prepara mediante la disolucién del radical tr|t|Io quelato de Gd de
formula (1) y el quelante opcional (1a) y o quelato de Ca (1b) anteriormente mencionados en *C-acido pirtvico. Los
componentes de la composicién se mezclan a fondo y la composmon se enfria y/o congela. Tras la polarizacion
nuclear dinamica, la com3p05|C|on sélida que comprende el acido "*C- -piravico hiperpolarizado se disuelve o se funde
y luego se convierte en "~“C-piruvato hiperpolarizado, o se disuelve y se convierte simultaneamente.

En una realizacion, la composicién soélida que contiene "*C-acido p|ruV|co hiperpolarizado se hace reaccionar con
una base liquida para disolverla simultdneamente y convertirla en 3c- -piruvato y, posteriormente, se afade una
solucion tampodn, preferentemente una solucion tampén fisiolégicamente tolerable, para finalizar la disolucién v,
opcionalmente, convertir el B3C-acido piravico residual en 3c- -piruvato. En una realizacién preferida, la base es una
solucién acuosa de NaOH, Na,CO3; o NaHCOs3;, mas preferentemente de NaOH. Lo adecuado es que la solucién
tampon sea una solucion tampon fisiolégicamente tolerable que contenga tampones que tamponen en el intervalo de
aproximadamente pH 7 a 8 como, por ejemplo, tampoén de fosfato (KH2PO4/Na;HPO4), ACES, PIPES, imidazol/HCI,
BES, MOPS, HEPES, TES, TRIS, HEPPS o TRICIN. Preferentemente, se usa una solucién tampén de TRIS, una
solucién tampén de citrato o una soluciéon tampén de fosfato. La soluciéon tampén puede comprender ademas
quelantes como EDTA, DTPA-BMA o DOTA-BOM para formar complejos con cualquier i6on de Gd** que pueda estar
presente. En otra realizacion preferida, la solucion tampén y la base se combinan en una solucion alcalina y esta
soluciéon se afiade a la comp05|0|on sélida que contiene el 3C-acido piravico hiperpolarizado, disolviendo y
convirtiendo el *C-acido piravico en 3c- -piruvato al mismo tiempo.

El quelato de Gd de férmula (1), el radical tritilo de formula (2) y el quelante opcional de férmula (1a) y/o quelato de
Ca de férmula (1b) mencionados anteriormente se eliminan preferentemente de forma adecuada mediante el uso de
cromatografia en fase liquida de fase inversa, ya que esto permite la eliminacién simultanea de todos los
compuestos mencionados anteriormente.

Opcionalmente, se comprueba la presenma de los compuestos residuales anteriormente mencionados en la
composicion liquida que comprende c- -piruvato hiperpolarizado, por ejemplo, usando los procedimientos descritos
anteriormente en la presente solicitud.
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Para usarlo como agente de formacion de imagenes de RM in vivo, la composicion liquida que comprende un acido
carboxilico hiperpolarizado o un derivado del mismo obtenida mediante el procedimiento de la invencién se
proporciona como una composicion, es decir, un medio formador de imagenes, que es adecuada para la
administracion a un cuerpo humano o no humano vivo. El medio de formacion de imagenes comprende
preferentemente vehiculos acuosos fisioldgicamente tolerables como una solucién tampon, agua o solucion salina
como se ha descrito anteriormente. El medio de formacion de imagenes puede comprender ademas vehiculos
farmacéuticamente aceptables convencionales, excipientes y coadyuvantes de formulacion. Por lo tanto, el medio de
formacion de imagenes puede incluir, por ejemplo, estabilizadores, agentes de ajuste de la osmolalidad, agentes
solubilizantes y similares.

Un medio de formacion de imagenes que comprende la composicion liquida que comprende un acido carboxilico
hiperpolarizado o un derivado del mismo obtenida mediante el procedimiento de la invencién que se usa para la
formacién de imagenes mediante RM in vivo, es decir, en un cuerpo humano o no-humano vivo, se administra
preferentemente a dicho cuerpo parenteralmente, preferentemente, por via intravenosa.

En general, el cuerpo humano o no humano vivo objeto de estudio se coloca en un iman de RM. Se colocan bobinas
de RM-RF especificas para cubrir la superficie de interés. La dosis y la concentracion del medio de formacion de
imagenes dependeran de una variedad de factores tales como la toxicidad y la via de administracion. En menos de
400 s después de la administracion, preferentemente menos de 120 s, mas preferentemente menos de 60 s después
de la administracién, especialmente preferentemente de 20 a 50 s se aplica una secuencia de formacién de
imagenes de RM que codifica el volumen de interés.

Para usarlo como agente para ensayos de RMN in vifro o para formacion de imagenes por RM o para
espectroscopia de RM de tejido ex vivo u o6rganos aislados, la composicion liquida que comprende un acido
carboxilico hiperpolarizado o un derivado del mismo obtenida mediante el procedimiento de la invencién se
proporciona como una composicion, es decir, un medio de formacion de imagenes que es adecuado para su adicion
a, por ejemplo, proteinas aisladas tales como receptores, enzimas, cultivos celulares, muestras obtenidas de un
cuerpo humano o no humano (por ejemplo, sangre, orina o saliva), tejidos ex vivo como tejidos de biopsias u
organos aislados. Como es evidente para el experto, los vehiculos farmacéuticamente aceptables, excipientes y
coadyuvantes de formulacion pueden estar presentes en el medio formador de imagenes, pero no es necesario que
estén presentes para dicho propodsito, y el medio de formacion de imagenes, por lo tanto, comprende
preferentemente un vehiculo acuoso como una solucién tampén o una mezcla de soluciones tampdén como se ha
descrito anteriormente y (especialmente para la RMN in vitro) uno o mas disolventes no acuosos como DMSO o
metanol.

Un medio de formacién de imagenes que comprende una composicion liquida que comprende un acido carboxilico
hiperpolarizado o un derivado del mismo se puede usar como un medio "convencional" de formaciéon de imagenes
de RM, es decir, que proporcione realce de contraste para imagenes anatomicas. Si el acido carboxilico
hiperpolarizado o el derivado del mismo es un compuesto que participa en una ruta metabdlica del cuerpo humano o
no humano, dicho medio de formacién de imagenes se puede usar para la formacion de imagenes metabdlicas
mediante RM in vivo, proporcionando asi informacion sobre el estado metabdlico del tejido sometido a examen.

Como se ha indicado anteriormente, el piruvato es un compuesto del ciclo del acido citrico y, por lo tanto, el Bc.
piruvato hiperpolarizado se puede usar como un agente de formaciéon de imagenes de tumores como se divulga en
detalle en el documento WO-A-2006/011810.

Ademas, el uso de 13C-piruvato hiperpolarizado como agente de formacién de imagenes para evaluar la viabilidad
del tejido miocardico se ha descrito en detalle en el documento WO-A-2006/054903.

Otro aspecto de la invencién es una composicion que comprende un acido carboxilico, un radical tritilo, un quelato
de Gd de formula (1) y, opcionalmente, un quelante y/o un quelato de Ca. Preferentemente, dicha composicion es
para su uso en la polarizacién nuclear dinamica. Las realizaciones preferidas de dicha composicion, es decir, los
acidos carboxilicos, radicales tritilo y quelatos de Gd de formula (1) preferidos se han divulgado anteriormente en la
presente solicitud.

Otro aspecto mas de la invencion es una composicion que comprende un acido carboxilico hiperpolarizado o
derivado del mismo, preferentemente una sal de un acido carboxilico, un radical tritilo, un quelato de Gd de férmula
(1) y, opcionalmente, un quelante y/o un quelato de Ca, en el que la composicién se obtiene mediante polarizacion
nuclear dinamica. En una realizacion preferida adicional, dicha composicién es una composicién liquida que se
obtiene mediante polarizacién nuclear dinamica y la posterior disolucién o fusion de la composicion sélida obtenida
mediante dicha polarizaciéon nuclear dinamica.

Otro aspecto mas de la invencién es un agente de polarizacion que comprende un radical tritilo y quelato de Gd de
férmula (1). Preferentemente, dicho agente de polarizacion se usa para polarizar acidos carboxilicos mediante
polarizacién nuclear dinamica.

Otro aspecto mas de la invencién son nuevos quelatos de Gd de formula (1):
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en la que:
n es1a10;
x es0as3;
R es igual o diferente, y representa fluoro, un grupo alquilo C4-Cs de cadena lineal o ramificada, o un grupo ciclico
aromatico o no aromatico que contiene de 5 a 10 atomos de carbono, y
Q es H, un grupo alquilo C4+-C¢ de cadena lineal o ramificada, o un grupo ciclico aromatico o no aromatico que

contiene de 5 a 10 atomos de carbono o

B
n Rx

en la que n, x y R son como se han definido anteriormente.
Las realizaciones preferidas del quelato de Gd de férmula (1) se han descrito anteriormente en la solicitud.

Los nuevos quelatos de Gd de acuerdo con la invencién se pueden usar en la polarizacion nuclear dinamica de
acidos carboxilicos como se ha descrito en la presente solicitud. Sin embargo también se pueden usar como
compuestos activos de RM, es decir, agentes de formacién de imagenes en un medio de contraste usado en la
formacion de imagenes de RM.

Otro aspecto mas de la invencidon es un procedimiento para preparar quelatos de Gd de féormula (1) mediante la
reaccion de:

a) un derivado de DO3A con grupos carboxilicos protegidos, preferentemente 1,4,7-tris(terc-butoxicarbonilmetil)-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano en un disolvente y en presencia de una base con un compuesto de férmula (3):

L—CHZ"'\H,_,—E\[M o
fo) n
(3)

en la que L es un grupo saliente tal como halégeno, preferentemente cloruro, y Q, n, x y R son como se han
definido anteriormente para la formula (1);

b) la eliminacién de los grupos de proteccion; y

c) la reaccion del producto de reaccion de la etapa b) con un compuesto de Gd**, preferentemente, GACls en un
disolvente, preferentemente, agua.

Otro aspecto mas de la invencion es un kit que comprende instrucciones de uso y uno o mas viales que contienen
una composicion que comprende un acido carboxilico, un radical tritilo y un quelato de Gd de férmula (1) y, ademas,
opcionalmente, un quelante y/o un quelato de Ca para su uso en la polarizacion nuclear dinamica. En una
realizacion, dicho kit comprende un Unico vial que contiene una composicién que comprende el acido carboxilico, el
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radical tritilo y el quelato de Gd de formula (1) y, opcionalmente, un quelante y/o un quelato de Ca. En otra
realizacion, dicho kit comprende un primer vial que contiene una composicion que comprende el acido carboxilico y
el radical tritilo y un segundo vial que contiene el quelato de Gd de férmula (1) y, opcionalmente, un quelante y/o un
quelato de Ca. El contenido de dicho primer vial y dicho segundo vial se combinan antes de dicha polarizacion
nuclear dinamica. La composicion de dicho/s vial/es puede ser una composicion de materia seca, es decir, todos los
compuestos pueden ser sélidos. Como alternativa, la composicion puede ser una composicion liquida, es decir, los
compuestos pueden estar disueltos en un disolvente o, si uno de los compuestos es un liquido, dichos compuestos
se pueden disolver en dicho compuesto liquido.

En una realizacion preferida, el kit de acuerdo con la invencién comprende instrucciones de uso y un vial que
contiene una composicién que contiene 3C-4cido piravico, preferentemente 3¢,-acido piravico, un radical tritilo de
férmula (2), un quelato de Gd de férmula (1) y, opcionalmente, un quelante y/o un quelato de Ca para su uso en la
polarizacién nuclear dinamica.

Ejemplos

Ejemplo 1a. Sintesis del radical tritilo sal de sodio de tris(8-carboxi-2,2,6,6-(tetra(metoxietil)-benzo[1,2-
4,5"]bis-(1,3)ditiol-4-il)metilo, un radical tritilo de formula (2)

Se suspendieron 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 se habia sintetizado de acuerdo con el Ejemplo 7 del documento WO-A1-98/39277 en 280 ml de
dimetilacetamida bajo una atmdsfera de argéon. Se afnadié hidruro sodico (2,75 g) seguido de yoduro de metilo
(5,2 ml) y la reaccion, que era ligeramente exotérmica, se dejo proceder durante 1 hora en un bafio de agua a 34 °C
durante 60 min. Se repitié dos veces la adicion de hidruro de sodio y yoduro de metilo con las mismas cantidades de
cada uno de los compuestos y, después de la adicion final, se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante
68 horas y después se vertié en 500 ml de agua. Se ajusté el pH a pH > 13 usando 40 ml de NaOH 1 M (ac) y se
agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 15 horas para hidrolizar los ésteres metilicos formados. A
continuacion, se acidificd la mezcla usando 50 ml de HCI 2 M (acuoso) a un pH de aproximadamente 2 y se extrajo 3
veces el acetato de etilo (500 ml y 2 x 200 ml). Se seco la fase organica combinada sobre Na;SO, y luego se
evaporo6 a sequedad. Se purificé el producto bruto (24 g) mediante HPLC preparativa usando acetonitrilo/agua como
eluyentes. Se evaporaron las fracciones recogidas para eliminar el acetonitrilo. Se extrajo la fase acuosa restante
con acetato de etilo, y se seco la fase organica sobre Na;SO4 y luego se evapord a sequedad. Se anadié agua
(200 ml) al residuo y se ajusté el pH cuidadosamente con NaOH 0,1 M (ac.) a 7, disolviendo lentamente el residuo
durante este procedimiento. Después de la neutralizacion, la soluciéon acuosa se criodeseco.

Ejemplo 2. Sintesis de 1,4,7-tris(carbonilmetil)-10-((4-terc-butil)-bencilaminocarbonilmetil)-1,4,7,10-tetraaza-
ciclododecano, un quelante de férmula (1a)

Todos los productos quimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich o Fluka. El 1,4,7-tris(terc-butoxicarbonilmetil)-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano se prepard como se describe en el documento WO-A-96/28433.

2a. Preparacion de 2-cloro-N-(4-terc-butilfenilmetil)-acetamida

A una suspension de 4-terc-butilbencilamina disponible en el mercado (8,16 g, 50 mmol) y carbonato de potasio
(7,95 g, 57,5 mmol) en diclorometano (100 ml) se afiadié gota a gota una solucion de cloruro de 2-cloroacetilo
(6,21 g, 55 mmol) en diclorometano (25 ml) a temperatura ambiente. Después de agitar la mezcla de reaccién a
temperatura ambiente durante 30 min, se sometié la mezcla de reaccion a reflujo durante 4 h. Se enfrié la mezcla de
reaccion y se afiadié agua (100 ml). Se separaron las fases, y se seco la fase organica sobre MgSQO, y se evaporo al
vacio. El compuesto del titulo se obtuvo en forma de un material cristalino de color blanco que se uso en la siguiente
etapa sin ninguna purificacion adicional.

2b. Preparacion de 1,4,7-Tris(terc-butoxicarbonilmetil)-10-((4-terc-butil)-bencilaminocarbonilmetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano

Se calenté una mezcla de reaccion de 1,4,7-tris-(terc-butoxicarbonilmetil)-1,4,7,10-tetraaza-ciclododecano (7,57 g,
12,7 mmol), 2-cloro-N-(4-terc-butilfenilmetil)-acetamida (3,60 g, 15 mmol) obtenida en el Ejemplo 2a y carbonato de
potasio (5,53 g, 40 mmol) en acetonitrilo (100 ml) hasta 75 °C, y se agité6 en atmdsfera de nitrégeno durante una
noche. Se enfrio la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente y se filir6. Se evaporo el filtrado al vacio y se
sometid el residuo a cromatografia ultrarrapida (silice, MeOH/CHCIs). Se combinaron las fracciones que contenian el
producto y se evaporaron al vacio, generando el compuesto del titulo en forma de un aceite de color amarillo que
cristalizé tras su almacenamiento.

2c. 1,4,7-Tris(carbonilmetil)-10-((4-terc-butil)bencilamino-carbonilmetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano

Se disolvio 1,4,7-tris(terc-butoxicarbonilmetil)-10-((4-terc-butil)bencilaminocarbonil-metil)-1,4,7,10-tetraaza-
ciclododecano (3,59 g, 5 mmol) del Ejemplo 2b en acido trifluoroacético (25 ml) en atmésfera de nitrégeno. Se agité
la reaccion a temperatura ambiente durante una noche y después se evaporé al vacio. Se disolvié el residuo en
agua (10 ml) y se evapord al vacio. Se volvio a disolver el residuo en agua (10 ml), se afiadié una poli-4-vinilpiridina
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reticulada (Reillex™ 425, 5,2 g) y se agité la mezcla durante 20 min antes de filtrarla. Se sometid el filirado a
criodesecacion, dando el compuesto del titulo en forma de un material higroscépico de color blanco.

De una manera similar, se prepararon otros quelantes de férmula (1a) a partir de las siguientes aminas y aminas
sustituidas con Rx:

*  4-metilbencilamina, produciendo un quelante de formula (1a), enlaque nes 1, xes 1y R es metilo;

. 4-etilbencilamina, produciendo un quelante de féormula (1a), enlaque nes 1, xes 1y R es etilo;

*  4-isopropilbencilamina, produciendo un quelante de férmula (1a), enlaque nes 1, x es 1 y R es isopropilo;

*  2,4,6-trimetilbencilamina, produciendo un quelante de férmula (1a), en la que n es 1, x es 3 y todos los R son
metilo unidos en las posiciones orto y para;

*  3,5-dimetilbencilamina, produciendo un quelante de férmula (1a), en la que n es 1, x es 2 y todos los R son
metilo en las posiciones meta;

»  4-fenillbencilamina, produciendo un quelante de férmula (1a), enlaque nes 1, x es 1 y R es fenilo;

*  4-fluorobencilamina, produciendo un quelante de formula (1a), enlaquenes 1,xes 1y Res F;

» fenilpropilamina, produciendo un quelante de formula (1a), enlaque nes 3y x es 0;

*  bencilamina, produciendo un quelante de férmula (1a), enlaquenes 1y x es 0.

Ejemplo 3. Preparacion de 1,4,7-tris(carbonilmetil)-10-((4-terc-butil)bencilaminocarbonilmetil)-1,4,7,10-
tetraazaciclododecano de gadolinio, un quelato de Gd de férmula (1)

Se disolvieron 1,4,7-tris(carbonilmetil)-10-((4-terc-butil)bencilaminocarbonilmetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano
(1,10 g, 2 mmol) y hexahidrato de GdCls (0,74 g, 2 mmol) en agua (10 ml) a temperatura ambiente. Se calento la
mezcla de reaccion hasta 90 °C, y se agité durante 2 h y se ajusto el pH a 7 de manera continua mediante la adicion
de una solucién acuosa de NaOH 1 M. Se enfri6 la mezcla de reaccion hasta la temperatura ambiente y se ajusto el
pH a 9 (NaOH ac. 1 M). Se filtr6 la mezcla opaca resultante y se ajusté el pH a 7 mediante la adicion de HCI ac
(1 M). Se sometio la mezcla a criodesecacion y el compuesto del titulo se obtuvo en forma de un material cristalino
de color blanco.

De una manera similar, se prepararon otros quelatos de Gd de féormula (1) a partir de los siguientes quelatos de
férmula (1a):

* el quelato de féormula (1a), enlaque nes 1, x es 1y R es metilo;

* el quelato de féormula (1a), enlaquenes 1, xes 1y R es etilo;

» el quelato de féormula (1a), enlaque nes 1, x es 1y R es isopropilo;

* el quelato de férmula (1a), en la que nes 1, x es 3 y todos los R son metilo unidos en las posiciones orfo y para ;
» el quelato de férmula (1a), en la que nes 1, x es 2 y todos los R son metilo unidos en la posicion meta;

* el quelato de féormula (1a), enlaque nes 1, x es 1y R es fenilo;

* el quelato de féormula (1a), enlaquenes 1,xes 1y Res F;

* el quelato de féormula (1a), enlaque nes 3y x es 0;

* el quelato de féormula (1a), enlaquenes 1y xes 0.

Ejemplo 4. Produccién de una solucion de 13C1-piruvato hiperpolarizado sin la presencia de un quelato de Gd
de formula (1) (Ejemplo comparativo)

Se prepard una composicion que era 15 mM en radical tritilo del Ejemplo 1 disolviendo el radical tritilo en 3¢,-acido
piravico (164 ul). Se mezcld la composicion hasta volverla homogénea, se coloco en un recipiente de retencion de la
sonda y se inserto en el polarizador de PND.

Se polarizé la composicion en condiciones de PND a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T bajo irradiacion con
microondas (93,950 GHz). Se controld la polarizacion en estado sélido mediante RMN de '°C y se prosiguié la
polarizacién hasta que se obtuvo un maximo de polarizacion del 22 %, es decir, se obtuvo una curva de saturacion
en una grafica que mostraba la sefial de RMN frente al tiempo.

Se disolvié la composicién sélida que comprendia el 3¢,-acido piravico hiperpolarizado usando un dispositivo de
disolucion de acuerdo con el documento WO-A-02/37132 en una solucién acuosa de hidroxido de sodio,
tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS) y EDTA (0,3 mM), dando lugar a una solucién neutra de *C+-piruvato de sodio
hiperpolarizado. En serie con el dispositivo de disolucion, se conectd una columna cromatografica. La columna
consistia en un cartucho (D = 38 mm; h = 10 mm) que contenia material de empaquetamiento hidréfobo (Bondesil-
C18, 40UM pieza N° 12213012) suministrado por Varian. Se hizo pasar la solucién a través de la columna, que
absorbié selectivamente el radical tritilo. Se analizé la solucién tras la filtracion con un espectrofotéometro UV a 469
nm y se determind la concentracion de radical tritilo residual por debajo del limite de deteccién de 0,1 uM.

Ejemplo 5. Produccién de una solucion de 13C1-piruvato hiperpolarizado en presencia de un quelato de Gd de
férmula (1)

Se prepard una composicion que era 15 mM en radical tritilo del Ejemplo 1, 1,5 mM en quelato de Gd de férmula (1)
y 3 mM en quelante correspondiente de formula (1a) disolviendo los compuestos mencionados anteriormente en
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13C4-acido piravico (164 pl). Se mezcld la composicion hasta que se volvié homogénea, se coloco en un recipiente
de retencion de la sonda y se insert6 en el polarizador de PND.

Como quelatos de Gd de férmula (1), se usaron los siguientes compuestos:

quelato de Gd A: el quelato de Gd de férmula (1
quelato de Gd B: el quelato de Gd de formula (1
quelato de Gd C: el quelato de Gd de férmula (1
quelato de Gd D: el quelato de Gd de férmula (1

enlaquenes1,xes1yR es metilo;
enlaquenes 1, xes1yR es terc-butilo;
enlaquenes3yxesO;y
enlaquenes1yxesO.

~— — — ~—

Los correspondientes quelantes de formula (1a) fueron:

quelante A: quelante de formula (1a), enlaque nes 1, x es 1 y R es metilo;
quelante B: quelante de formula (1a), enlaque nes 1, x es 1y R es terc-butilo;
quelante C: quelante de formula (1a), enlaquenes 3y xes0;y

quelante D: quelante de formula (1a), enlaquenes 1y xes 0.

La polarizacion PND y la medicion de la polarizacion en estado solido se llevaron a cabo segun lo descrito en el
Ejemplo 4.

Se midieron las polarizaciones maximas en estado solido obtenidas y resultaron ser las siguientes para las
composiciones que contenian:

quelato de Gd A: polarizacion del 31 %

quelato de Gd B: polarizacién del 29 %

quelato de Gd C: polarizacion del 34 %

quelato de Gd D: polarizacion del 34 %.

Por lo tanto, se pudo lograr una mejora de la polarizacion del aproximadamente 31-55 % en comparacién con la
polarizacion obtenida en el Ejemplo 4 mediante la adicion de los quelatos de Gd de féormula (1) a la composicién por
ser polarizada.

Se disolvieron las composiciones sdlidas que comprendian el 3¢, -4cido piravico hiperpolarizado usando un
dispositivo de disoluciéon de acuerdo con el documento WO-A-02/37132 en una solucidon acuosa de hidroxido de
sodio, tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) y DTPAB-MA (1,5 mM), dando lugar a una solucién neutra de 13C;-
piruvato de sodio hiperpolarizado. En serie con el dispositivo de disolucién, se conecté una columna cromatografica.
La columna consistia en un cartucho (D = 38 mm; h = 10 mm) que contenia el material de empaquetamiento
hidréfobo (Bondesil-C18, 40UM pieza N° 12213012) suministrado por Varian. Se hicieron pasar las soluciones a
través de la columna que absorbid selectivamente el radical tritilo, los quelatos de Gd de férmula (1) y los
correspondientes quelantes. Tras la filtracién, se analizaron las soluciones con un espectrofotometro de UV a
469 nm y se determinaron las concentraciones del radical tritilo, los quelatos de Gd de féormula (1) y los
correspondientes quelantes residuales. Dichas concentraciones resultaron estar por debajo de limite de deteccién de
0,1 uM para el radical tritilo y de 10 uM para el quelato de Gd de férmula (1) y los correspondientes quelantes.
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REIVINDICACIONES
1. Quelato de Gd de férmula (1):
7
/ \ﬁ Rx
o]

e
fl

>
o

O

en la que

5 nes1a10;
x es0a3;
R es idéntico o diferente, y representa fluoro,

un grupo alquilo C+-Cs de cadena lineal o ramificada, o un grupo ciclico aromatico o no aromatico que contiene de 5
a 10 atomos de carbono; y

10 Q es H, un grupo alquilo C1-Cs de cadena lineal o ramificada, o un grupo ciclico aromatico o no aromatico que
contiene de 5 a 10 atomos de carbono; o

i
n

en la que n, x y R son como se han definido anteriormente.

2. El quelato de Gd de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que Qes Ho

I gl
n Rx
15

y R es idéntico o diferente, y es fluoro, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, terc-butilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, metilciclopentilo, metilciclohexilo, bencilo, fenilo o tolilo.

3. El quelato de Gd de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2, en el que x es 1 y R esta unido en la posicion para,
preferentemente, en el que R esta unido en la posicion para y es fluoro, metilo, isopropilo, isobutilo y terc-butilo.

20 4. El quelato de Gd de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que xes 0 y n es 1 a 5, preferentemente 1 a 3.

5. Composicion que comprende un acido carboxilico, un radical tritilo y el quelato de Gd de férmula (1) de acuerdo
con las reivindicaciones 1 a 4.

6. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 5 que comprende ademas un quelante y/o un quelato de Ca.
7. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 5 y 6 para su uso en la polarizacion nuclear dinamica.
25 8. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 5 a 7, en la que el acido carboxilico es un compuesto endégeno

o un precursor del mismo, preferentemente, un compuesto enddgeno o un precursor del mismo que participa en un
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proceso metabdlico del cuerpo humano o no humano.

9. Composicion de acuerdo con las reivindicaciones 5 a 8, en la que el acido carboxilico es acido maleico, acido
acético, acido fumarico, acido pirtvico, acido malénico, acido succinico, acido oxaloacético, acido lactico, acido a-
cetoglutarico, acido nicotinico, alanina, glicina, cisteina, prolina, tirosina, sarcosina, GABA y homocisteina.

10. Composicidon de acuerdo con las reivindicaciones 5 a 9, en la que el acido carboxilico esta enriquecido
isotépicamente, preferentemente enriquecido con N ylo 3¢, y mas preferentemente enriquecido con 3.

11. Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 5 a 10, en la que el radical tritilo es un radical estable en base
a oxigeno, en base a azufre o en base a carbono.

12. Composicién de acuerdo con las reivindicaciones 5 a 11, en la que el radical tritilo es un radical de férmula (2)

R1

R1
S_\§’R1R1—7<S
MOOC 5 S
CooM
s
R1-1\ fo S
R1 R1
R1
R1 S S><R1
RfX S s R
COOM @)

en la que

M representa hidrogeno o un equivalente de un catién; y
R1, que es el mismo o diferente, representa un grupo alquilo C4-Cs, de cadena lineal o ramificada, o un grupo
-(CH2)»-X-R2,

en el que

nes1,203;
XesOoS;y
R2 es un grupo alquilo C4-C4 de cadena lineal o ramificada.

13. Composiciéon que comprende un acido carboxilico hiperpolarizado o un derivado del mismo, un radical tritilo, el
quelato de Gd de férmula (1) de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4.

14. Composicion de acuerdo con la reivindicacion 13 que comprende ademas un quelante y/o un quelato de Ca.

15. Agente de polarizacion que comprende un radical tritilo y el quelato de Gd de férmula (1) de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 4.

16. Agente de polarizacion de acuerdo con las reivindicaciones 15 para su uso en la polarizaciéon nuclear dinamica
de acidos carboxilicos.

17. Procedimiento de produccién de un acido carboxilico hiperpolarizado sélido, procedimiento que comprende
preparar una composicion que comprende el acido carboxilico, un radical tritilo y el quelato de Gd de férmula (1) de
acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4 y llevar a cabo una polarizacién nuclear dinamica en la composicion.

18. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 17, en el que el acido carboxilico hiperpolarizado sélido obtenido
es posteriormente licuado, dando lugar asi a una composicion liquida que comprende el acido carboxilico
hiperpolarizado o un derivado del mismo.

19. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 17 y 18, en el que dicha composicion comprende ademas un
quelante y/o un quelato de Ca.

20. Kit para su uso en la polarizacién nuclear dinamica que comprende instrucciones de uso y uno o mas viales que
contienen la composicién de acuerdo con las reivindicaciones 5 a 12.
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21. Procedimiento para producir el quelato de Gd de férmula (1) de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4 mediante
la reaccioén de

a) un derivado de DO3A con grupos carboxilicos protegidos en un disolvente y en presencia de una base con un
compuesto de férmula (3):

]
L CHZ"'\Q,_,—N\[» . o

en la que L es un grupo saliente, y Q, n, x y R son como se define en las reivindicaciones 1 a 4;
b) la eliminacién de los grupos de proteccion; y
. .. 3+ .
c) hacer reaccionar el producto de reaccion de la etapa b) con un compuesto de Gd™ en un disolvente.

(3)
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