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DESCRIPCION
Composicion que comprende radical triarilmetilo, Gtil en diagndstico por IRM

La invencion se refiere a un método de produccion de una composicion que comprende 13C-piruvato hiperpolarizado,
a la composicion y a su uso como agente de obtencion de imagenes para obtencién de imagenes por RM.

La obtencion de imagenes por resonancia magnética (RM) (IRM) es una técnica de obtencidon de imagenes que se
ha vuelto particularmente atractiva para los médicos ya que permite obtener imagenes del cuerpo de un paciente o
partes del mismo de una manera no invasiva y sin exponer al paciente ni al personal médico a radiacion
potencialmente dafiina tal como rayos X. Debido a sus imagenes de alta calidad, la IRM es una técnica de obtencion
de imagenes favorable de tejido blando y érganos y permite la distincion entre tejido normal y enfermo, por ejemplo
tumores y lesiones.

La obtencién de imagenes de tumores por RM puede llevarse a cabo con o sin agentes de contraste de RM. En una
imagen de RM tomada sin agente de contraste, se mostraran de manera bastante clara tumores de desde
aproximadamente 1-2 centimetros de tamafio y mas grandes. Sin embargo, la IRM potenciada por contraste permite
detectar cambios tisulares mucho mas pequefios, es decir tumores mucho mas pequefios, lo que hace que la
obtencion de imagenes por RM potenciada por contraste sea una potente herramienta para la deteccion de tumores
en fase temprana y la deteccion de metastasis.

Se han usado varios tipos de agentes de contraste en la obtenciéon de imagenes de tumores por RM. Los quelatos
de metales paramagnéticos solubles en agua, por ejemplo quelatos de gadolinio tales como Omniscan™
(Amersham Health), 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 a la
vasculatura. También se eliminan de manera relativamente rapida del organismo. Se ha encontrado que los quelatos
de gadolinio son especialmente Utiles para aumentar la tasa de deteccion de metastasis, tumores pequefios, y
mejorar la clasificacion de tumores, permitiendo esto ultimo la diferenciacion de tejido de tumor vital (con buena
perfusion y/o barrera hematoencefalica afectada) de necrosis central y de edema circundante o tejido
macroscopicamente no implicado (véase por ejemplo C. Claussen et al., Neuroradiology 1985; 27: 164-171).

Por otro lado, los agentes de contraste de RM de acumulacién de sangre, por ejemplo particulas de 6xido de hierro
superparamagnéticas, se conservan dentro de la vasculatura durante un tiempo prolongado. Se ha demostrado que
son extremadamente Utiles para potenciar el contraste en el higado pero también para detectar anomalias de la
permeabilidad capilar, por ejemplo paredes capilares “con fugas” en tumores, por ejemplo como resultado de
angiogénesis.

A pesar de las excelentes propiedades indiscutibles de los agentes de contraste mencionados anteriormente, su uso
no carece de riesgos. Aunque los complejos de quelatos de metales paramagnéticos tienen habitualmente altas
constantes de estabilidad, es posible que se liberen iones de metales tdxicos en el organismo tras la administracion.
Ademas, estos tipos de agentes de contraste muestran escasa especificidad.

El documento WO-A-99/35508 da a conocer un método de investigacion por RM de un paciente usando una
disolucion hiperpolarizada de un agente con alto T4 como agente de obtencion de imagenes por RM. El término
“hiperpolarizacion” significa potenciar la polarizacion nuclear de nucleos activos para RMN presentes en el agente
con alto T+, es decir nucleos con un espin nuclear distinto de cero, preferiblemente nicleos de 3C o N. Al potenciar
la polarizacién nuclear de nucleos activos para RMN, se aumenta significativamente la diferencia de poblacion entre
estados de espin nuclear excitado y fundamental de estos nucleos y de ese modo se amplifica la intensidad de la
sefial de RM en un factor de cien y mas. Cuando se usa un agente con alto T1 enriquecido en °C y/o "N
hiperpolarizado, no habra esencialmente ninguna interferencia de sefiales de fondo, ya que la abundancia natural de
¢ ylo N es despreciable y por tanto el contraste de la imagen sera ventajosamente alto. Se da a conocer una
variedad de posibles agentes con alto T4 adecuados para la hiperpolarizacién y el posterior uso como agentes de
obtencién de imagenes por RM incluyendo, pero sin limitarse a, compuestos no endégenos y enddégenos 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 menciona ademas que productos intermedios en ciclos metabdlicos normales tales
como el ciclo del acido citrico, tales como acido fumarico y acido pirtvico, son agentes de obtencidon de imagenes
preferidos para la obtencién de imagenes de la actividad metabdlica.

Debe destacarse que la sefial de un agente de obtenciéon de imagenes hiperpolarizado se degrada debido a la
relajacion y (tras la administracion al cuerpo del paciente) a la diluciéon. Por tanto, el valor de T4 de los agentes de
obtencién de imagenes en liquidos bioldgicos (por ejemplo sangre) debe ser lo suficientemente grande como para
permitir que el agente se distribuya al sitio diana del cuerpo del paciente en un estado altamente hiperpolarizado.
Aparte del agente de obtencidon de imagenes que tiene un alto valor de T4, es extremadamente favorable lograr un
alto nivel de polarizacion.

En el documento WO-A-99/35508 se dan a conocer varias técnicas de hiperpolarizacién, siendo una de ellas la
técnica de polarizacion nuclear dinamica (DNP) mediante la cual se realiza la polarizacién de la muestra mediante
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un compuesto paramagnético, el denominado agente paramagnético o agente de DNP. Durante el procedimiento de
DNP, se proporciona energia, normalmente en forma de radiacion de microondas, que inicialmente excitara al
agente paramagnético. Tras la degradacion hasta el estado fundamental, hay una transferencia de polarizacion
desde el electron no apareado del agente paramagnético hasta los nucleos activos para RMN de la muestra.
Generalmente, se usa 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. Alternativamente, puede emplearse un campo magnético moderado y cualquier
temperatura a la que se logre una potenciacion de la polarizacion suficiente. La técnica de DNP se describe por
ejemplo, en los documentos WO-A-98/58272 y WO-A-01/96895.

El agente paramagnético desempenfia un papel decisivo en el procedimiento de DNP y su eleccién tiene un impacto
principal sobre el nivel de polarizacién alcanzado. Se conoce una variedad de agentes paramagnéticos (en el
documento WO-A-99/35508 se indican como “agentes de contraste de IRMO”), por ejemplo radicales libres
organicos a base de oxigeno, a base de azufre o a base de carbono o particulas magnéticas a los que se hace
referencia en los documentos WO-A-99/35508, WO-A-88/10419, WO-A-90/00904, WO-A-91/12024, WO-A-93/02711
0 WO-A-96/39367.

La publlcaC|on Gould, P., Diagnostic Imaging, enero de 2006, cita en Internet XP002363324, describe indicadores de
RM de "*C y el posible uso de los mismos para el diagnéstico funcional. No se dan a conocer métodos de produccion
de una composicion liquida que comprenda 13C-plruvato hiperpolarizado.

Ahora se ha encontrado sorprendentemente un método mejorado para producir una composicién liquida que
comprende Cplruvato hiperpolarizado que permite obtener Cplruvato hiperpolarizado con un nivel de
polarizacién notablemente alto. Ademas se ha encontrado que una composicion de este tipo es especialmente
adecuada para la obtencién de imagenes de tumores por RM in vivo.

Por tanto, considerada desde un aspecto la presente invenciéon proporciona un método para producir una
composicion liquida que comprende 3c- -piruvato hiperpolarizado, comprendiendo dicho método

a) formar una mezcla liquida que comprende un radical de férmula (1), **C-acido piravico y/o "*C-piruvato y congelar
la mezcla;

R R1
S"\VR1R17<S
MOOC S S
COOM
S
R1- d : L
» s
R1 -S S Ri
R1>< S s R
COOM 0
en la que

M representa hidrégeno o un equivalente de un cation; y

R1 que es igual o diferente representa un grupo hidrocarbonado C+-C4 hidroxilado y/o alcoxilado, de cadena lineal o
ramificado

b) potenciar la polarizacién nuclear de 3C de acido piravico y/o piruvato en la mezcla mediante DNP;

c) afadir un tampdn y una base a la mezcla congelada para disolverla y para convertir el "*C-acido piravico en un
*c- -piruvato para obtener una composicién liquida o, cuando sélo se usa C-plruvato en la etapa a), afiadir un
tampon a la mezcla congelada para disolverla para obtener una composicion liquida; y

d) opcionalmente eliminar el radical y/o los productos de reaccion del mismo de la composicion liquida.
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Los términos “hiperpolarizado” y “polarizado” se usan de manera intercambiable a continuacién en el presente
documento e indican una polarizacion hasta un nivel por encima del encontrado a temperatura ambiente y 1 T.

En el método de la invencion se usa un radical de férmula (1)

R1
mRrjxiS

MOOC ﬁCOOM

R1 S

COOM B

en la que
M representa hidrégeno o un equivalente de un cation; y

R1 que es igual o diferente representa un grupo hidrocarbonado C+-C4 hidroxilado y/o alcoxilado, de cadena lineal o
ramificado.

A continuacion en el presente documento, el término “radical” se usa para el radical de formula (1).

En una realizacion preferida, M representa hidrogeno o un equivalente de un cation fisiolégicamente tolerable. El
término “catién fisiolégicamente tolerable” indica un cation que se tolera por el cuerpo vivo de un ser humano o
animal no humano. Preferiblemente, M representa hidrogeno o un catién alcalino, un ién amonio o un ién de amina
organica, por ejemplo meglumina. Lo mas preferiblemente, M representa hidrégeno o sodio.

En una realizacion adicional preferida, R1 es igual o diferente y representa hidroximetilo o hidroxietilo. En otra
realizacion preferida, R1 es igual o diferente y representa un grupo hidrocarbonado C+-C4 alcoxilado de cadena lineal
o ramificado, preferiblemente -CH,-O-(alquil C4-Cs), -(CH2)2-O-CHs o -(alquil C4-C3)-O-CHs. En ofra realizacion
preferida, R1 es igual o diferente y representa un grupo hidrocarbonado Ci-C4 alcoxilado de cadena lineal o
ramificado que porta un grupo hidroxilo terminal, preferiblemente -CH»-O-C;H4sOH o -Cy;H4-O-CH,OH. En una
realizacion mas preferida, R1 es igual y representa un grupo hidrocarbonado C+-C4 alcoxilado de cadena lineal,
preferiblemente metoxilo, -CH,-OCHs, -CH,-OC,Hs 0 -CH2-CH2-OCHs, lo mas preferiblemente -CH,-CH2-OCHs.

En la realizaciéon mas preferida, M representa hidrégeno o sodio y R1 es igual y representa -CH-CH2-OCHs.

La sintesis de los radicales se conoce en la técnica y se da a conocer en los documentos WO-A-91/12024, WO-A-
96/39367, WO 97/09633 y WO-A-98/39277. En resumen, los radicales pueden sintetizarse haciendo reaccionar tres
equivalentes molares de un compuesto de arilo monomérico metalado con un equivalente molar de un derivado de
acido carboxilico protegido de manera adecuada para formar un producto intermedio trimérico. Se metala este
producto intermedio y posteriormente se hace reaccionar, por ejemplo, con diéxido de carbono para dar como
resultado un ftritil-carbinol tricarboxilico que, en una etapa adicional, se trata con un acido fuerte para generar un
cation triarilmetilo. Entonces se reduce este cation para formar el radical tritilo estable.

El enriguecimiento isotépico del 3C-acido piravico y/o 13C-piruvato usado en el método de la invencién es
preferiblemente de al menos el 75%, mas preferiblemente de al menos el 80% y de manera especialmente preferible
de al menos el 90%, siendo lo mas preferido un enrlqueC|m|ento isotopico de mas del 90%. De manera ideal, el
enriquecimiento es del 100%. 13C-aC|do piravico y/o 3c- -piruvato pueden enriquecerse isotdpicamente en la p03|C|on
C1 (|nd|cado a contmuamon '3C4-acido pirtvico y *Cs-piruvato), en la pOSICIOﬂ Cc2 (|nd|cado a contmuamon 3C,-
acido piravico y "*C,-piruvato), en la pOSICIOﬂ C3 (|nd|cado a contlnua0|0n 3Cs-acido piravico y "*Cs-piruvato), en la
posicion C1 Yy, C2 (indicado a contlnuaC|on 3C4 2-4cido piravico y *Cy o-piruvato), en la posicion C1y 03 indicado a
contlnuaC|on 3¢y 3-acido piravico y Cy 3-p|ruvato) en la posicion C2 y C3 (|nd|cado a continuacion "°C,, 3-aC|do
pirtvico y "*Cys-piruvato) o en la posicion C1, C2 y C3 (indicado a continuacion ">C123-acido pirtvico y °Ci 2.
piruvato); siendo la posicion C1 la preferida.
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En la técnica se conocen varios métodos para la sintesis de 3C4-4cido piravico. En resumen, Seebach et al., Journal
of Organic Chemistry 40(2), 1975, 231-237 describen una ruta de sintesis que se basa en la proteccion y activacion
de un material de partida que contiene carbonilo tal como un S,S-acetal, por ejemplo 1,3- dltlano 0 2-metil-1,3- dltlano
Se metala el ditiano y se hace reaccionar con un compuesto que contiene metilo y/o "*CO,. Usando eI 3c-
componente |sotop|camente enriquecido apropiado tal como se expone en esta referencia, es posible obtener '>Cs-
piruvato, 3C,- -piruvato o C1 2-piruvato. Posteriormente se libera la funcién carbonilo mediante el uso de métodos
convencionales descritos en la bibliografia. Una ruta de sintesis diferente comienza a partlr de acido acético, que se
convierte en primer lugar en bromuro de acetilo y después se hace reaccionar con Cu™CN. Se convierte el nitrilo
obtenido en acido pirtvico a través de la amida (véase por ejemplo S. H. Anker et al J Biol. Chem. 176 (1948),
1333 o J. E. Thirkettle, Chem Commun. (1997), 1025). Ademas, puede obtenerse '*C-acido pirivico mediante
protonacién de 3c- -piruvato de sodio disponible comercialmente, por ejemplo mediante el método descrito en la
patente estadounidense 6.232.497.

Que se use "*C-acido piravico y/o Cflruvato en el método de la invencién depende prlnC|paImente del radical
empleado. Si el radical es soluble en “C-acido pirdvico, entonces preferiblemente se usa 3C-acido pirdvico y se
forma una mezcla I|qU|da preferlblemente una disolucién Ilqulda mediante el radlcal y 3C-4cido piravico. Si el
radical no es soluble en "*C-acido piravico, entonces se usa 3c- -piruvato y/o 3C-acido piravico y al menos un
codisolvente para formar una mezcla liquida, preferiblemente una disolucién liquida. Se ha encontrado que el éxito
de la polarizacion en la etapa b) y por tanto el nivel de polarizacién depende de que el compuesto que va a
polarizarse y el radical estén en contacto intimo entre si. Por tanto, el codlsolvente es preferlblemente un
codlsolvente 0 una mezcla de codisolventes que disuelve tanto el radical como el *C-acido piravico y/o 3c- -piruvato.
Para C- -piruvato, preferiblemente se usa agua como codisolvente.

Ademas, se ha encontrado que se logran niveles de polarizacion superiores en la etapa b) cuando la mezcla tras
enfriarse/congelarse forma un vidrio en lugar de una muestra cristalizada. De nuevo, la formacién de un vidrio
permite un contacto mas intimo del radical y el compuesto que va a polarizarse. 13’C acido pirGvico es un buen
agente de formacion de vidrio y por tanto se usa preferiblemente en el método de la invencion, siempre que el
radlcal sea soluble en *C-acido piravico. 3c- -piruvato es una sal y una mezcla liquida de una disolucién acuosa de

3c- -piruvato y un radical dara como resultado una muestra cristalizada tras congelarse. Para impedir esto, se
prefiere afadir codisolventes adicionales que son buenos agentes de formacion de vidrio tales como glicerol,
propanodiol o glicol.

Por tanto, en una realizacién, se disuelve "*C- -piruvato en agua para obtener una disolucion acuosa y se afiaden un
radical, glicerol y opcionalmente un codisolvente adicional para formar una mezcla liquida segun la etapa a) del
método de la invencion. En una realizacién preferida, se combinan "*C-acido piravico, un radical y un codisolvente
para formar una mezcla liquida segun la etapa a) del método de la invencion. En la realizacion mas preferida, se
combinan "*C-acido pirdvico y un radical para formar una mezcla liquida segun la etapa a) del método de la
invencion. El mezclado intimo de los compuestos puede lograrse mediante varios medios conocidos en la técnica,
tales como agitacion, agitacion con vértex o sonicacion.

La mezcla liquida de la etapa a) segun el método de la invencion contiene preferiblemente radical de 5 a 100 mM,
mas preferiblemente radical de 10 a 20 mM, de manera especialmente preferible radical de 12 a 18 mM y lo mas
preferiblemente radical de 13 a 17 mM. Se ha encontrado que el tiempo de estabilizacion para la polarizacion en la
etapa b) del método de la invencién es mas corto usando mayores cantidades de radical, sin embargo, el nivel de
polarizacién que puede alcanzarse es menor. Por tanto, tienen que equilibrarse estos dos efectos uno con respecto
al otro.

La mezcla liquida en la etapa a) del método segun la invencion se congela antes de llevar a cabo la polarizacién de
la etapa b). El enfriamiento/congelacion de la mezcla liquida puede lograrse mediante métodos conocidos en la
técnica, por ejemplo congelando la mezcla liquida en nitrégeno liquido o simplemente colocandola en el polarizador,
en el que el helio liquido congelara la muestra.

En la etapa b) del método segun la invencion, la polarizacion nuclear de 3¢ de "*C-acido piravico y/o 13C-piruvato se
potencia mediante DNP. Tal como se describié anteriormente, la polarizacion nuclear dinamica (DNP) es un método
de polarizacion en el que la polarizacion del compuesto que va a polarizarse se realiza mediante un agente de DNP,
es decir un compuesto paramagnético. Con respecto al método de la invencion, la polarizacion se realiza mediante
el radical empleado. Durante el procedimiento de DNP, se proporciona energia, preferiblemente en forma de
radiacion de microondas, que inicialmente excitara el radical. Tras la degradacion hasta el estado fundamental hay
una transferenma de polarizacion desde el electron no apareado del radical hasta los nucleos de C del "C-acido
piravico y/o 3c- -piruvato.

La técnica de DNP se describe, por ejemplo, en los documentos WO-A-98/58272 y WO-A-01/96895. Generalmente,
se usa 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. Alternativamente, puede emplearse un campo magnético moderado y cualquier temperatura a la que se
logre una potenciacion de la polarizacién suficiente. En una realizacion preferida del método de la invencion, el
procedimiento de DNP se lleva a cabo en helio liquido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o superior.
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En el documento WO-A-02/37132, por ejemplo, se describen unidades de polarizacién adecuadas para llevar a cabo
la etapa b) del método de la invencién. En una realizacion preferida, la unidad de polarizacién comprende un
criostato y medios de polarizacion, por ejemplo una camara de microondas conectada mediante una guia de ondas a
una fuente de microondas en un orificio central rodeado por medios de produccion de campo magnético tales como
un iman superconductor. El orificio se extiende verticalmente hacia abajo hasta al menos el nivel de una regién P
cerca del iman superconductor en la que la intensidad del campo magnético es lo suficientemente alta, por ejemplo
de entre 1y 25 T, para que tenga lugar la polarizacion de los ntcleos de *C. Preferiblemente, el orificio de muestra
puede sellarse y puede evacuarse a bajas presiones, por ejemplo presiones del orden de 1 mbar o inferiores. Unos
medios de introduccion de muestra (es decir la mezcla congelada de la etapa a) del método de la invencion), tales
como un tubo de transporte de muestra extraible, pueden estar contenidos dentro del orificio y este tubo puede
insertarse desde la parte superior del orificio hacia abajo hasta una posiciéon dentro de la camara de microondas en
la region P. La region P se enfria mediante helio liquido hasta una temperatura lo bastante baja como para que
tenga lugar la polarizacion, preferiblemente temperaturas del orden de 0,1 a 100 K, mas preferiblemente de 0,5 a
10 K, lo mas preferiblemente de 1 a 5 K. Preferiblemente, los medios de introduccion de muestra pueden sellarse en
su extremo superior de cualquier manera adecuada para conservar el vacio parcial en el orificio. Un recipiente de
contencion de muestra, tal como una cubeta de contencion de muestra, puede encajarse de manera extraible del
extremo inferior de los medios de introducciéon de muestra. El recipiente de contencién de muestra se fabrica
preferiblemente de un material ligero con una baja capacidad de calor especifico y buenas propiedades criogénicas
tal como, por ejemplo, KelF (policlorotrifluoroetileno) o PEEK (poli(éter-éter-cetona)). El recipiente de muestra puede
contener una o mas muestras que van a polarizarse.

La muestra se inserta en el recipiente de contencion de muestra, se sumerge en el helio liquido y se irradia con
microondas, preferiblemente a una frecuencia de aproximadamente 94 GHz a 200 mW. El nivel de polarizaciéon
puede monitorizarse adquiriendo sefiales de ®C-RMN en estado solido de la muestra durante la irradiacién de
microondas, por tanto se prefiere el uso de una unidad de polarizaciéon que contiene medios para adquirir espectros
de "*C-RMN en estado solido en la etapa b). Generalmente, se obtiene una curva de saturacion en un grafico que
muestra la sefal de *C-RMN frente al tiempo. Por tanto, es posible determinar cuando se alcanza el nivel de
polarizacién 6ptimo.

En la etapa c) del método de la invencidon, se disuelve la mezcla polarizada congelada en un tampon,
preferiblemente un tampon fisioldgicamente tolerable, para obtener una composicion liquida. El término “tampoén” en
el contexto de esta solicitud indica uno o mas tampones, es decir también mezclas de tampones.

Tampones preferidos son tampones fisioldgicamente tolerables, mas preferiblemente tampones que producen
tamponamiento en el intervalo de pH de aproximadamente 7 a 8 tales como por ejemplo tampdn fosfato
(KH2PO4/Na;HPO,), ACES, PIPES, imidazol/HCI, BES, MOPS, HEPES, TES, TRIS, HEPPS o TRICIN. Tampones
mas preferidos son tampon fosfato y TRIS, el mas preferido es TRIS. En ofra realizacion, se usa mas de uno de los
tampones preferidos mencionados anteriormente, es decir una mezcla de tampones.

Cuando se usa ">C-acido pirivico en el compuesto que va a polarizarse, la etapa c) también abarca la conversion de
3C-acido piravico en 13C-piruvato. Para lograr esto, se hace reaccionar 3C-acido pirtvico con una base. En una
realizacion, se hace reaccionar *C-acido pirGvico con una base para convertirlo en ! C-piruvato y posteriormente se
afiade un tam?c’)n. En otra realizacion preferida, se combinan el tampén y la base en una disolucién y se afiade esta
disolucion a "*C-acido pirdvico, disolviéndolo y convirtiéndolo en 13C-piruvato al mismo tiempo. En una realizacion
preferida, la base es una disolucién acuosa de NaOH, NaCO3; o NaHCO3, lo mas preferido la base es NaOH. En
una realizacion particularmente preferida, se usa una disolucion de tampén TRIS que contiene NaOH para disolver
3C-acido piravico y convertirlo en la sal de sodio de 13C-piruvato.

En ofra realizacion preferida, el tampdén o (cuando sea aplicable) la disolucion de tampoén/base combinada
comprende ademas uno o mas compuestos que pueden unir o complejar iones paramagnéticos libres, por ejemplo
agentes quelantes tales como DTPA o EDTA. Se ha encontrado que los iones paramagnéticos libres pueden
provocar el acortamiento del T1 del compuesto hiperpolarizado, lo cual es preferible evitar.

La disolucion puede llevarse a cabo usando preferiblemente los métodos y/o dispositivos dados a conocer en el
documento WO-A-02/37132. En resumen, se usa una unidad de disolucion que o bien esta fisicamente separada del
polarizador o bien es una parte de un aparato que contiene el polarizador y la unidad de disolucién. En una
realizacion preferida, la etapa c) se lleva a cabo en un campo magnético elevado para mejorar la relajacion y
conservar un maximo de la hiperpolarizacion. Deben evitarse nodos de campo y un campo bajo puede conducir a
una relajacion potenciada a pesar de las medidas anteriores.

En la etapa opcional d) del método de la invencion, se eliminan el radical y/o los productos de reaccion del mismo de
la composicion liquida obtenida en la etapa c). El radical y/o los productos de reaccion pueden eliminarse de manera
parcial, sustancial o idealmente de manera completa, prefiriéndose la eliminacion completa cuando la composiciéon
liquida se usa en un paciente humano. Los productos de reacciéon del radical pueden ser ésteres que pueden
formarse tras la reacciéon de acido pirtvico con radicales de férmula (I) que comprenden grupos hidroxilo. En una
realizacion preferida del método de la invencion, la etapa d) es obligatoria. En la técnica se conocen métodos que
pueden usarse para eliminar el radical y/o los productos de reaccién del mismo. Generalmente, los métodos que
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pueden aplicarse dependen de la naturaleza del radical y/o sus productos de reaccion. Tras la disolucion de la
mezcla congelada en la etapa c), el radical puede precipitar y puede separarse facilmente de la composicion liquida
mediante filtracién. Si no se produce precipitacion, el radical puede eliminarse mediante técnicas de separacion
cromatografica, por ejemplo cromatografia en fase liquida tal como cromatografia de fase inversa o de intercambio
i6énico o mediante extraccion.

Dado que los radicales de féormula (I) tienen un espectro de absorcion de UV/visible caracteristico, es posible usar
una medicién de absorcion de UV/visible como método para comprobar su existencia en la composicién liquida tras
su eliminaciéon. Con el fin de obtener resultados cuantitativos, es decir la concentracién del radical presente en la
composicion liquida, puede calibrarse el espectrometro optico de tal manera que la absorcién a una longitud de onda
especifica de una muestra de la composicion liquida proporciona la concentracion de radical correspondiente en la
muestra. Se prefiere especialmente la eliminacion del radical y/o los productos de reaccion del mismo si la
composicion liquida se usa como agente de obtencién de imagenes para la obtencion de imagenes por RM in vivo
de un cuerpo de ser humano o animal no humano.

La presente descripcidn proporciona una composiciéon que comprende c- -piruvato hiperpolarizado, preferiblemente
3c- -piruvato de sodio hiperpolarizado, y un tampoén seleccionado del grupo que consiste en tampén fosfato y TRIS.

El 13C-piruva’[o hiperpolarizado tiene un nivel de polarizaciéon de al menos el 10%, mas preferiblemente de al menos
el 15%, de manera particularmente preferible de al menos el 20% y lo mas preferiblemente de mas del 20%.

Tales composiciones son excelentes agentes de obtencion de imagenes para la obtencion de imagenes por RM in
vivo, especialmente para el estudio por RM in vivo de procesos metabolicos y para la obtencion de imagenes de
tumores por RM in vivo y una composicion que comprende c- -piruvato hiperpolarizado y un tampén seleccionado
del grupo que consiste en tampon fosfato y TRIS que puede usarse como agente de obtencion de imagenes por RM
forma otro aspecto de la invencion.

La comp03|0|on se produce preferiblemente mediante el método segun la reivindicacion 1, mas preferiblemente
usando "*C-piruvato en la etapa a) del método segun la reivindicacion 1 y un radical de férmula (1) en la que M es
hidrégeno o un cation fisiolégicamente tolerable y R1 es igual y representa un grupo hidrocarbonado Ci-C4
alcoxilado de cadena lineal o ramificado, preferiblemente metoxilo, -CH,-OCHgs, -CH2-OC;Hs 0 -CH2-CH-OCH3 vy la
etapa d) es obligatoria. En una realizacion particularmente preferida, la comgosicic’m de la invencion se produce
mediante el método segun la reivindicacion 1 en el que en la etapa a) se usan ~“C-piruvato y un radical de formula (I)
en la que M representa hidrégeno y R1 es igual y representa -CH,-CH,-OCHj3 y la etapa d) es obligatoria.

Puede usarse una composicion que comprende 13C-piruvato hiperpolarizado, preferiblemente 13C-piruvato de sodio
hiperpolarizado y un tampon seleccionado del grupo que consiste en tampén fosfato y TRIS para la fabricacion de un
agente de obtencidon de imagenes por RM para el estudio in vivo de procesos metabdlicos en el cuerpo de un ser
humano o animal no humano.

Puede usarse una composicion que comprende 13C-piruvato hiperpolarizado, preferiblemente 13C-piruvato de sodio
hiperpolarizado y un tampon seleccionado del grupo que consiste en tampoén fosfato y TRIS para la fabricacion de un
agente de obtencién de imagenes por RM para la obtencion de imagenes de tumores in vivo en el cuerpo de un ser
humano o animal no humano, preferiblemente para el diagndstico de tumores y/o estadificaciéon de tumores y/o
monitorizacion de la terapia para tumores in vivo, mas preferiblemente para el diagndstico de tumor de prostata y/o
estadificacion de tumor de préstata y/o monitorizacion de la terapia para tumor de préstata in vivo.

La composicion segun la invencién puede usarse como un agente de obtencion de imagenes por RM “convencional”,
es decir que proporciona potenciacion del contraste para la obtencion de imagenes anatdmicas. Una ventaja
adicional de la composicion segun la invencion es que el piruvato es un compuesto endégeno que se tolera muy
bien por el cuerpo humano, incluso a altas concentraciones. Como precursor en el ciclo del acido citrico, el piruvato
desempefia un importante papel metabdlico en el cuerpo humano. El piruvato se convierte en diferentes
compuestos: su transaminacién da como resultado alanina, mediante descarboxilacion oxidativa el piruvato se
convierte en acetil-CoA y bicarbonato, la reduccién de piruvato da como resultado lactato y su carboxilaciéon da como
resultado oxaloacetato.

Ahora se ha encontrado que la conversion de C plruvato hipe ?olarizado en C lactato hlperpolarlzado 3c-
bicarbonato hiperpolarizado (sélo en el caso de 3Cs- -piruvato, “Cqz-piruvato o C123 -piruvato) y 3C-alanina
hiperpolarizada puede usarse para el estudio por RM in vivo de procesos metabdlicos en el cuerpo humano. Esto es
sorprendente ya que debe tenerse en cuenta que el T1 de compuestos hiperpolarizados disminuye debido a la
relajacion y dilucion. Be- -piruvato tiene una relajacion de Ti en sangre completa humana a 37°C de
aproximadamente 42 s, sin embargo, se ha encontrado que la conversion de "c- -piruvato hiperpolarizado en 3c-
lactato hiperpolarizado, 13C-blcarbonato hiperpolarizado y Be- alanlna hiperpolarizada es lo bastante rapida como
para permitir la deteccién de sefales a partir del compuesto orlglnal C-plruvato y sus metabolitos. La cantidad de
alanina, blcarbonato y lactato depende del estado metabdlico del tejido que esta |nvest|gandose La intensidad de la
sefial de RM de "*C-lactato hiperpolarizado, 3C-bicarbonato hiperpolarizado y 3C-alanina hiperpolarizada esta
relacionada con la cantidad de estos compuestos y el grado de polarizaciéon que queda en el momento de la
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deteccion, por tanto, mediante la monitorizaciéon de la conversiéon de 13C-piruvato hiperpolarizado en 3C-lactato
hiperpolarizado, 3C-bicarbonato hiperpolarizado y 3C-alanina hiperpolarizada es posible estudiar procesos
metabdlicos in vivo en el cuerpo de un ser humano o animal no humano usando obtencion de imagenes por RM no
invasiva.

Se ha encontrado que 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 Unicos formado por alanina, lactato, bicarbonato y
piruvato puede usarse como huella para el estado metabdlico del tejido que esta examinandose y por tanto permite
la distincién entre tejido sano y tejido tumoral. Esto hace que la composicion segun la invencidon sea un excelente
agente para la obtencion de imagenes de tumores por RM in vivo.

Generalmente, con el fin de llevar a cabo la obtencion de imagenes por RM con la composicion segun la invencion,
el sujeto que esta examinandose, por ejemplo paciente o un animal, se coloca en el iman de RM. Se colocan
bovinas de RF de "*C-RM dedicadas para cubrir la zona de interés.

Una composicién que comprende 13C-piruvato hiperpolarizado y un tampdn seleccionado del grupo que consiste en
tampon fosfato y TRIS se administra por via parenteral, preferiblemente por via intravenosa, por via intraarterial o
directamente en la regidn u érgano de interés. La dosificacion y concentracion de la composicion segun la invencion
dependeran de una variedad de factores tales como toxicidad, la capacidad de direccionamiento al érgano y la via
de administracion. Generalmente, la composicion se administra en una concentracién de hasta 1 mmol de piruvato
por kg de peso corporal, preferiblemente de 0,01 a 0,5 mmol/kg, mas preferiblemente de 0,1 a 0,3 mmol/kg. La tasa
de administracion es preferiblemente inferior a 10 ml/s, mas preferiblemente inferior a 6 ml/min y lo mas preferible de
desde 5 ml/s hasta 0,1 ml/s. Menos de 400 s tras la administraciéon, preferiblemente menos de 120 s, mas
preferiblemente menos de 60 s tras la administracién, de manera especialmente preferible de 20 a 50 s tras la
administracion y lo mas preferiblemente de 30 a 40 s tras la administracion, se aplica una secuencia de obtencién de
imagenes por RM que codifica para el volumen de interés de una manera selectivafara la frecuencia y en el espacio
combinada. Esto dara como resultado imagenes metabolicas de '*C-lactato, '°C-alanina y "*C-piruvato y mas
preferiblemente imagenes metabdlicas de 13C-Iactato, 13C-alanina, BC-bicarbonato y 13C-piruvato. Dentro del mismo
periodo de tiempo, puede adquirirse una imagen de proton con o sin un agente de contraste de IRM de protdn para
obtener informacién anatémica y/o de perfusion.

La codificacion del volumen de interés puede lograrse usando las denominadas secuencias de obtencion de
imagenes espectroscopicas tal como se describe, por ejemplo, en T.R. Brown et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79,
3523-3526 (1982); A.A. Maudsley, et al., J. Magn. Res 51, 147-152 (1983). Los datos de imégenes espectroscopicas
contienen varios elementos de volumen en los que cada elemento contiene un espectro de 3C-RM completo. Todos
de 13C-piruvato y sus 3C-metabolitos tienen su posiciéon Unica en un espectro de ¥C-RM y puede usarse su
frecuencia de resonancia para identificarlos. La inte%ral del pico a su frecuencia de resonancia esta directamente
relacionada con la cantidad de 13C-piruvato y sus ~C-metabolitos, respectivamente. Cuando la cantidad de 3c-
piruvato y cada 3C-metabolito se estima usando rutinas de ajuste en el dominio temporal tal como se describe, por
ejemplo, en L. Vanhamme et al., J Magn Reson 129, 35-43 (1997), pueden generarse imagenes para '°C-piruvato y
cada *C-metabolito en las que una codificacion de colores o codificacion de grises es representativa para la
cantidad de "*C-piruvato y cada *C-metabolito medida.

Aunque se ha demostrado que los métodos de obtencién de imagenes espectroscépicas son valiosos en la
produccion de imagenes metabdlicas usando toda clase de nucleos de RM, por ejemplo, 1H, 31P, 23Na, la cantidad
de repeticiones necesarias para codificar completamente la imagen espectroscépica hace que este enfoque sea
menos adecuado para 3c hiperpolarizado. Debe tenerse cuidado para garantizar que la sefal de 3c
hiperpolarizado esta disponible durante toda la adquisicion de datos de RM. A costa de una relaciéon sefal-ruido
reducida, esto puede lograrse reduciendo el angulo de pulso de RF que se aplica en cada etapa de codificacion de
fase. Tamafos de matriz superiores requieren mas etapas de codificacion de fase y tiempos de barrido mas largos.

Métodos de obtencién de imagenes basados en el trabajo pionero de P. C. Lauterbur (Nature, 242, 190-191, (1973)
y P. Mansfield (J. Phys. C. 6, L422-L426 (1973)), que implican aplicar un gradiente de lectura durante la adquisicion
de datos, permitiran obtener imagenes con una relacién sefal-ruido superior o las imagenes equivalentes de mayor
resolucion espacial. Sin embargo, estos métodos de obtencién de imagenes no permitiran, en su forma basica,
producir imagenes separadas para 13C-piruvato y sus 3*C-metabolitos sino una imagen que contiene las sefiales de
13C-piruvato y de todos sus 3C-metabolitos, es decir no es posible la identificacidon de metabolitos especificos.

En una realizacion preferida, se usan secuencias de obtencién de imagenes que usaran multiples ecos para
codificar la informacion de frecuencia. Se describen secuencias que pueden producir imagenes de 'H de agua y
grasa separadas, por ejemplo, en G. Glover, J Magn Reson Imaging 1991:1:521-530 y S. B. Reeder ef al., MRM 51
35-45 (2004). Dado que se conocen los metabolitos que van a detectarse, y por tanto sus frecuencias de RM, el
enfoque comentado en las referencias anteriores puede aplicarse para obtener directamente imagenes de piruvato,
alanina y lactato, y preferiblemente piruvato, alanina, lactato y bicarbonato, y hace un uso mas eficaz de la sefal de
¥C-RM hiperpolarizada, proporcionando una mejor calidad de sefial en comparacion con la técnica de obtencion de
imagenes espectroscopicas clasica, una mayor resolucion espacial y tiempos de adquisicion mas rapidos.
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El tejido tumoral se caracteriza con frecuencia por una perfusion aumentada y mayor actividad metabdlica. El
proceso de aumentar el lecho vascular, angiogénesis, se induce por células que, debido a sus mayores necesidades
metabdlicas y/o su mayor distancia desde un capilar, no pueden obtener suficientes sustratos que puedan
proporcionar la energia necesaria para sostener su homeostasis energética. En esta zona, en la que las células
tienen problemas para producir suficiente energia, se espera un marcado cambio en el patron metabdlico. El tejido
con problemas para sostener la homeostasis energética alterara su metabolismo energético, lo que da
particularmente como resultado una producmon de lactato aumentada. Sorprendentemente, es posible hacer visible
este cambio en el metabolismo usando "*C- -piruvato hiperpolarizado dentro del corto intervalo de tiempo de
obtencion de imagenes por RM disponible, es decir usando la sefial de "®C-lactato alta en la zona del tumor para
distinguir eI tumor del tejido sano. Ya que la perfusion es heterogenea en el tejido tumoral, se prefiere corregir la
sefial de "*C-lactato con respecto a la cantidad de piruvato (sefial de *c- -piruvato) disponible en la misma region.
Esto permitira enfatizar regiones en el tejido con una sefial de lactato relativa alta con respecto a la sefial de piruvato
y por tanto mejorar la distincion entre tejido tumoral y tejido sano.

Para corregir con respecto a la sefial de piruvato, se normalizan las imagenes tanto de lactato como de piruvato con
respecto al valor maximo en cada imagen individual. En segundo lugar, se multiplica la imagen de lactato
normalizada por la imagen de piruvato invertida, por ejemplo la sefal de piruvato maxima en la imagen menos el
nivel de piruvato por cada pixel. Como ultima etapa, se multiplica el resultado intermedio obtenido en la operacién
anterior por la imagen de lactato original.

Para enfatlzar regiones con metabolismo alterado, puede usarse la sefal de "®C-lactato alta en relacion con una
sefial de "*C-alanina reducida en una operacion similar a la descrita en el parrafo anterior. Sorprendentemente, la
identificacion de la zona del tumor, es decir la distincion entre tejido tumoral y tejido sano, también mejora mediante
esta correccion. Para corregir con respecto a la sefial de alanina, se normalizan las imagenes tanto de lactato como
de alanina con respecto al valor maximo en cada imagen individual. En segundo lugar, se multiplica la imagen de
lactato normalizada por la imagen de alanina invertida, por ejemplo la sefial de alanina maxima en la imagen menos
el nivel de alanina por cada pixel. Como ultima etapa, se multiplica el resultado intermedio obtenido en la operacién
anterior por la imagen de lactato original. De una manera similar, también puede incluirse la sefial de 3c-
bicarbonato en el analisis. Ademas, puede incluirse una imagen de protén adquirida con o sin un agente de
contraste de IRM de protdn en el analisis para obtener informacién anatémica y/o de perfusion.

En ofra realizacion preferida, la composicion segun la invenciéon se administra repetidamente, permitiendo por tanto
estudios dinamicos. Esto es una ventaja adicional de la composicion en comparacién con otros agentes de
obtencion de imagenes por RM que, debido a su circulacion relativamente larga en el cuerpo del paciente, no
permiten tales estudios dinamicos.

La composiciéon segun la invencidon es adicionalmente Util como agente de obtencion de imagenes para la
estadificacion de tumores por RM in vivo. Las mismas imagenes metabdlicas y/o imagenes de razén metabdlica que
las descritas en los parrafos anteriores pueden usarse con este fin con categorias de corte apropiadas definidas
dependiendo del tamafio tumoral y la actividad metabdlica.

Ademas, la composicién segun la invencion es util como agente de obtencion de imagenes para la monitorizacion de
la terapia para tumores por RM in vivo, por ejemplo monitorizando cambios directos en el patrén metabdlico de
tumores tras el tratamiento con agentes antitumorales terapéuticos y/o tratamiento por radiacion o en relaciéon con
cualquier tipo de técnicas de intervencién con o sin cualquier clase de ablacién, es decir ablacidon quimica
combinada con radiofrecuencias, microondas o ultrasonidos.

La obtencion de imagenes por RM de tumores puede verse influida y mejorarse mediante la preparacion del
paciente o el animal de una manera que alterara el metabolismo de proteinas, metabolismo de lipidos o metabolismo
energético en general. En la técnica se conocen maneras de lograr esto, por ejemplo mediante ayuno (por ejemplo
durante la noche), infusién de glucosa y similares.

En una realizacion preferida, la composicion segun la invencion es util como agente de obtencion de imagenes para
la obtencion de imagenes de tumores por RM, monitorizacion de la terapia para tumores y estadificacion de tumores
in vivo de tumores de cerebro, tumores de mama, tumores de colon/colorrectales, tumores de pulmén, tumores de
rifidn, tumores de cabeza y cuello, tumores musculares, tumores gastricos, tumores de es6fago, tumores de ovarios,
tumores de pancreas y tumores de prostata. Se ha encontrado ademas que la composicién segun la invencion es
especialmente Util como agente de obtencion de imagenes para la obtencién de imagenes de tumor de préstata por
RM in vivo, es decir diagnostico de tumor de préstata y/o estadificacion de tumor de préstata y/o monitorizacion de la
terapia para tumor de prostata.

Cuando un hombre acude al médico con sintomas de molestia o dolor urinario, se sospecha que tiene cancer de
prostata. Si el hombre tiene mas de 50 afios, se realiza una prueba de antigeno especifico de préstata (PSA). Se
sospecha cancer de prostata basandose en PSA elevado y/o tacto rectal (DRE) anémalo. Si la prueba de PSA es
positiva, se remite al paciente a un especialista (un urdélogo) para el diagnéstico usando biopsia guiada por
ultrasonidos. De los dos millones de procedimientos de biopsia realizados al afio en EE.UU. y Europa, 5 de cada 6 y
2 de cada 3 son negativos, respectivamente. Cuando se detecta en un estadio temprano, la tasa de supervivencia a
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los cinco afios para estos pacientes es del 100%. Ya que el cancer de prostata es el cancer mas comun y la
segunda causa principal de muerte por cancer en los hombres, hay una fuerte demanda médica de un método para
el diagnéstico de tumores de prostata que pueda detectar tumores de prostata en un estadio temprano y que pueda
ayudar a reducir el nimero de procedimientos de biopsia.

La obtencion de imagenes de 3C de la prostata requiere una bovina de ®C-RF de volumen de transmision-
recepcion, preferiblemente, se usa una bovina de "*C-RF de volumen de transmisién en combinacién con una bovina
de RF endorrectal sélo de recepcion para RM y mas preferlblemente se usa una bovina de "*C-RF de volumen en
fase de transmisién-recepcion en combinacién con una bovina de "*C-RF endorrectal solo de recepmon para RM. Se
prefieren espemalmente bobinas que posibilitan la adquisicion de una imagen de prostata de 'H tras la obtencion de
imagenes de °C.

Otro aspecto de la invencion es una composicion que comprende 3C-acido piravico y/o 13C-piruvato y el radical de
férmula (1).

En una realizacion preferida, dicha composicion comprende un radical de féormula (l) en la que M representa
hidrégeno o un equivalente de un cation fisiolégicamente tolerable. Preferiblemente, M representa hidrégeno o un
catién alcalino, un i6n amonio o un i6n de amina organica, por ejemplo meglumina. Lo mas preferiblemente, M
representa hidrogeno o sodio.

En una realizacién adicional preferida, dicha composicion comprende un radical de férmula (1) en la que R1 es igual
o diferente y representa hidroximetilo o hidroxietilo.

En ofra realizacion preferida, R1 es igual o diferente y representa un grupo hidrocarbonado C+-C, alcoxilado de
cadena lineal o ramificado, preferiblemente -CH2-O-(alquil C4-C3), -(CH2)2-O-CHs o -(alquil C4-C3)-O-CHs. En otra
realizacion preferida, R1 es igual o diferente y representa un grupo hidrocarbonado C+-C4 alcoxilado de cadena lineal
o ramificado que porta un grupo hidroxilo terminal, preferiblemente -CH»-O-C;H4OH o -CyH4-O-CH,OH. En una
realizacion mas preferida, R1 es igual y representa un grupo hidrocarbonado C4-C4 alcoxilado de cadena lineal,
preferiblemente metoxilo, -CH,-OCHs, -CH,-OC,Hs 0 -CH2-CH2-OCHs, lo mas preferiblemente -CH,-CH2-OCHs.

En una realizaciéon particularmente preferida, dicha composicién comprende un radical de formula (1) en la que M
representa hidrogeno o sodio y R1 es igual y representa -CH,-CH2-OCHs.

En una realizacién adicional preferida, dicha composicién comprende 3C-acido piravico y/o 13C-piruvato con un
enriquecimiento isotopico de al menos el 75%, mas preferiblemente de al menos el 80% y de manera especialmente
preferible de al menos el 90%, S|endo Io mas preferido un enrlque0|m|ento isotopico de mas del 90%. De manera
ideal, el enriquecimiento es del 100%. *C-acido piravico y/o 3c- -piruvato pueden enriquecerse isotépicamente en la
posicion C1, en la posicion C2, en la posicion C3, en la posicién C1y C2, en la posicion C1y C3, en la posicién C2 y
C3 o en la posicion C1, C2 y C3, siendo la posicion C1 la preferida.

En una realizacién particularmente preferida, dicha composicién comprende 3C-acido piravico y el radical de férmula
(I) en la que M representa h|drogeno o sodio y R1 es igual y representa -CH,-CH>-OCHs, lo mas preferiblemente
dicha composicion contiene "*C-acido piravico y el radical de férmula (I) en la que M representa hidrégeno o sodio y
R1 es igual y representa -CH2-CH2>-OCHa.

Las composiciones segun la invencion que comprenden 3C-acido piravico y/o C-plruvato y el radical de formula )
son particularmente Utiles para la produccion de 3c- -piruvato hiperpolarizado, por ejemplo para la produccion de *C-
piruvato hiperpolarizado segun el método de la |nvenC|on Por tanto, otro aspecto de la invencién es el uso de una
composicion que comprende 3C-acido piravico y/o C-plruvato y el radical de formula (1) para la produccion de *c-
piruvato hiperpolarizado.

Se encontré que los radicales de formula (I) en la que M representa hidrégeno o sodio y R1 es igual y representa -
CH2-CH2-OCH3; eran partlcularmente favorables para su uso en el método segun la invencion debido a las siguientes
propiedades: son solubles en 3C-acido pirdvico y estables cuando se disuelven en el mismo. Ademas, muestran una
alta eficacia de polarizacion en la etapa b) del método segun la invencién y son estables durante la etapa c) de
disolucion, también cuando se usa una base en esta etapa. Pueden eliminarse facilmente en la etapa d) del método
de la invencion, por ejemplo, mediante filtracion usando un material de filtro hidréfobo.

Los radicales usados segun la invencion pueden sintetizarse tal como se describe en el ejemplo 1. En resumen, los
radicales pueden sintetizarse haciendo reaccionar tres equivalentes molares de un compuesto de arilo monomérico
metalado con un equivalente molar de un derivado de acido carboxilico protegido de manera adecuada para formar
un producto intermedio trimérico. Se metala este producto intermedio y posteriormente se hace reaccionar, por
ejemplo, con diéxido de carbono para dar como resultado un tritil-carbinol tricarboxilico que, en una etapa adicional,
se trata con un acido fuerte para generar un catién triarilmetilo. Entonces se reduce este cation para formar el radical
tritilo estable.

Los radicales pueden usarse como agente paramagnético para la hiperpolarizacion de compuestos en un
procedimiento de DNP.
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Ejemplos
Ejemplo 1: Sintesis de 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

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 segun el ejemplo 7 del documento WO-A1-98/39277, en 280 ml de
dimetilacetamida bajo una atmoésfera de argdén. Se afadid hidruro de sodio (2,75 g) seguido por yoduro de metilo
(5,2 ml) y se dejé avanzar la reaccion, que era ligeramente exotérmica, durante 1 hora en un bafio de agua a 34°C
durante 60 min. Se repitié la adicion de hidruro de sodio y yoduro de metilo dos veces con las mismas cantidades de
cada uno de los compuestos y, tras la adicion final, se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 68 horas y
después se vertid en 500 ml de agua. Se ajust6 el pH a pH > 13 usando 40 ml de NaOH (ac.) 1 M y se agit6 la
mezcla a temperatura ambiental durante 15 horas para hidrolizar los ésteres metilicos formados. Entonces se
acidificé la mezcla usando 50 ml de HCI (ac.) 2 M a un pH de aproximadamente 2 y se extrajo 3 veces con acetato
de etilo (500 ml y 2 x 200 ml). Se seco la fase organica combinada sobre Na;SO, y después se evaporo hasta
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;SO, y después se evaporo hasta sequedad. Se afadioé agua (200 ml) al
residuo y se ajusté cuidadosamente el pH con NaOH (ac.) 0,1 M a 7, disolviéndose lentamente el residuo durante
este procedimiento. Tras la neutralizacion, se liofilizé la disoluciéon acuosa.

Ejemplo 2: Produccion de 13C-piruvato hiperpolarizado usando 3C-acido pirdvico y el radical del ejemplo 1

Se prepard una disolucién 20 mM disolviendo 5,0 mg del radical del ejemplo 1 en "*Cs-acido pirtvico (164 pl). Se
mezclé la muestra hasta la homogeneidad y se colocd una alicuota de la disolucion (41 mg) en una cubeta de
muestra y se inserté en el polarizador de DNP.

Se polarizé la muestra en condiciones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T con irradiacion con
microondas (93,950 GHz). Tras 2 horas, se detuvo la polarizacion y se disolvié la muestra usando un dispositivo de
disolucion segun el documento WO-A-02/37132 en una disolucion acuosa de hidroxido de sodio y tris(hidroximetil)-
aminometano (TRIS) para proporcionar una disolucién neutra de 13C1-piruvato de sodio hiperpolarizado. Se analiz6
rapidamente la muestra disuelta con ¥C-RMN para evaluar la polarizacién y se obtuvo una polarizacion de 3¢ del
19,0%.

Ejemplo 3: Produccion de 13C-piruvato hiperpolarizado usando 3C-acido pirdvico y el radical del ejemplo 1

Se prepar6 una disolucion 15 mM disolviendo el radical del ejemplo 1 (209,1 mg) en una mezcla de '*Cs-acido
piravico (553 mg) y acido pirtvico sin marcar (10,505 g). Se mezcld la muestra hasta la homogeneidad y se coloco
una alicuota de la disolucion (2,015 g) en una cubeta de muestra y se insert6 en el polarizador de DNP.

Se polarizé la muestra en condiciones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T con irradiacion con
microondas (93,950 GHz). Tras 4 horas, se detuvo la polarizacion y se disolvid la muestra usando un dispositivo de
disolucion segun el documento WO-A-02/37132 en una disolucion acuosa de hidroxido de sodio y
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) para proporcionar una disolucién neutra de 'Ci-piruvato de sodio
hiperpolarizado con una concentracién de piruvato total de 0,5 M en tampoén TRIS 100 mM. En serie con el
dispositivo de disolucidn 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 forzé la muestra disuelta a través de la columna que adsorbié selectivamente el radical.
Se analiz6 rapidamente la disolucién filtrada con ¥C-RMN para evaluar la polarizacion, se obtuvo una polarizaciéon
de C del 16,5%. Posteriormente se analizé la concentracion de radical residual con un espectrofotémetro de UV a
469 nm y se determind que era inferior al limite de deteccion de 0,1 uM.

Ejemplo 4: Produccion de 13C-piruvato hiperpolarizado usando 3C-acido piravico y sal de sodio de tris(8-carboxi-
2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metil-benzo[1,2-d:4,5-d']bis(1,3)ditiol-4-il)metilo

Se sintetiz6 sal de sodio de tris(8-carboxi-2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metil-benzo[1,2-d:4,5-d']-bis-(1,3)-ditiol-4-il)metilo
tal como se describe en el ejemplo 29 en el documento WO-A-97/09633.

Se preparo una disolucion 20 mM disolviendo sal de sodio de tris(8-carboxi-2,2,6,6-tetra(hidroxietoxi)metil-benzo[1,2-
d:4,5-d']-bis-(1,3)-ditiol-4-il)metilo en "*C-acido pirtivico (83,1 mg). Se mezclé la muestra hasta la homogeneidad, se
colocé en una cubeta de muestra y se inserté en el polarizador de DNP. Se polarizé la muestra en condiciones de
DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T con irradiacién con microondas (93,950 GHz). Se adquiri6 la sefal
de "C-RMN de la muestra usando un espectrometro de RMN Inova-200 de Varian. Se calculd la potenciacion de
DNP a partir de una medicién de la sefal de *C-RMN en equilibrio térmico y la sefial de RMN potenciada. Se obtuvo
una polarizacién de 3C del 16%.

Ejemplo 5: Obtencién de imagenes de tumores usando 13C-piruvato hiperpolarizado como agente de obtencién de
imagenes
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5.1 Modelo animal de tumor y preparacion de tumor

R3230AC es un adenocarcinoma de mama de rata que puede mantenerse en ratas Fischer 344 hembra. Para
establecer el modelo animal de tumor, se descongeld rapidamente a 37°C un vial congelado de células R32030 que
contenia RPMI 1640, FBS al 10% y DMSO al 10%. Posteriormente, se transfirié la disolucion celular a FBS y se
afadieron volumenes crecientes de RPMI 1640. Finalmente, se transfirié la suspension celular a un matraz de
crecimiento de 25 cm” y se puso en una incubadora a 37°C, CO, al 5%. Se cambiaron los medios de crecimiento
cada dos dias. En el dia de la infeccion de las ratas, se llevo a cabo la retirada de células o bien mediante fuerza
mecanica o bien por medio de tripsina. Se lavaron las células usando tampén fosfato que carecia de calcio y
magnesio. Se afadio tripsina (tripsina al 0,05% en EDTA al 0,02%) durante 2-5 min. Después se afadieron 5 ml de
FBS y se transfirieron las células a un vaso de precipitados que contenia RPMI 1640 con FCS y antibitticos
(penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 Ul/ml y anfotericina B 2,5 pg/ml). Se centrifugé la disolucion celular y se
resuspendid el sedimento celular en 20 ml de RPMI con FBS y antibidticos, se repitieron Ia centrifugacion vy la
resuspension. Entonces se colocaron alicuotas de las células en viales que contenian 4 x 10° células/ml de RPMI
1640. Para obtener tumores donantes, se anestesiaron ratas Fischer 344 hembra (Charles River, 180-200 g) y se
inyectaron por via subcutanea 0,3 ml de la suspension celular en la regién inguinal en ambos lados. 15 y 22 dias
después, se prepararon fragmentos de tumor tal como se describe en F.A. Burgener et al., Invest Radiol 22/6 (1987),
472-478; S. Saini et al., J. Magn. Reason. 129/1 (1997), 35-43. Se realizaron dos incisiones en el abdomen ventral
de ratas Fischer hembra receptoras. Se inserté un fragmento de tumor en cada cavidad y se cerraron las incisiones.
Se llevaron las ratas para obtener imagenes 12-14 dias tras el injerto del tumor.

5.2 Preparacion de ratas y obtencion de imagenes por RM de proton

Se anestesiaron ratas que se habian pesado usando isoflurano (al 2-3%) y se mantuvieron sobre una mesa
calentada para garantizar una temperatura corporal de aproximadamente 37°C. Se introdujo un catéter en la vena de
la cola y en la arteria carétida comun izquierda. Se transportaron las ratas a la maquina de RM y se colocaron sobre
una almohadilla de fabricacién propia que se calenté hasta aproximadamente 37°C por medlo de FC-104 Fluorinert
circulante. Este liquido no dio lugar a sefiales de fondo en la obtencion de imagenes por 'H y 3C-RM. Se continuo la
anestesia por medio de isoflurano al 1-2% administrado a través de un tubo largo a un sistema de respiracion abierto
a una tasa de 0,4 I/min. Se conectd el catéter arterial a través de un tubo en T a un dispositivo de registro de presion
y una bomba que administraba solucién salina (tasa de 0,15 I/min) para impedir el bloqueo del catéter. Se colocaron
las ratas en una bobina de RM para ratas (Rapid Biomedical, Alemania) y se obtuvieron imagenes usando una
secuencia obtencion de imagenes por RM de protéon convencional para obtener informacion anatémica y para
determinar la ubicacion del tumor.

5.3 Obtencion de imagenes por *C-RM

Basandose en la frecuencia de proton encontrada por el sistema de RM, se calculé la frecuencia de RM para 3c,-
alanina segun la siguiente ecuacion:

Frecuencia de *Cs-alanina = 0,25144 x [(frecuencia de proton del sistema x 1,00021) — 0,000397708]

La frecuencia calculada colocd la sefial de RM que surgla de "*Cs-alanina en resonancia con ">Cs-lactato por la
izquierda y resonando "°Cs- -piruvato a la derecha de 3C;-alanina. Se ejecutd una secuencia de espectroscopia de
RM no localizada para garantizar que la bobina de "*C-RM y la frecuencia de RM del sistema se habian configurado
correctamente. Se coloco la ublcaC|on de laimagen de ¢ para cubrir el tumor (grosor de corte de 10 mm, tamafio
de pixel en plano de 5 x 5 mm ) En la fase de reconstrucmon se reIIenaron con ceros los datos de imagen para dar
como resultado una resolucion de 2,5 x 2,5 x 10 mm®. Se |nyecto 3C4-piruvato en tampén TRIS (90 mM) a una dosis
de 10 mI/kg durante un periodo de 12 s con un volumen minimo de 2 ml en Ia cola de la vena y 30 s tras el inicio de
la inyeccion (es decir 18 s tras terminar la inyeccion) se inicio la secuencia de "*C-RM de desplazamiento quimico.

5.4 Analisis de los datos de obtencion de imagenes por RM

La obtencion de imagenes por RM dio como resultado una matriz que contenia 16 x 16 elementos en la que cada
elemento o voxel/pixel contiene un espectro de 3C-RM. En la fase de reconstruccion, se rellend con ceros la matriz
hasta 32 x 32, una operacién matematica que ayuda a mejorar la resquC|on espacial. El conjunto de datos que iba a
analizarse contenia 1024 espectros segun se exportd a formato Dicom® (DICOM es la marca registrada de la
asociacién nacional de fabricantes eléctricos para sus publicaciones de normas referentes a comunicaciones
digitales de informacién médica) para su analisis adicional. Aproximadamente la mitad de estos espectros no
contenian sefiales de RM ya que la posicion de estos voxeles estaba fuera del animal. Una ubicacion dentro del
animal reveld voxeles con altas sefiales de piruvato y sefial despreciable de lactato y alanina (acumulaciéon de
sangre) mientras que otros voxeles mostraron piruvato, alanina y lactato aproximadamente con igual intensidad.

Se estimaron las amplitudes para piruvato, alanina y lactato usando procedimientos de ajuste en el dominio temporal
que incluyeron lo siguiente: la fase de orden cero es constante a lo largo del conjunto de datos, la fase de primer
orden es de 1,4 ms, se permite que la anchura de linea o amortiguamiento en el dominio temporal varie entre 0,5y 3
veces la anchura de linea promedio de todo el conjunto de datos para cada metabolito independientemente y se
permite que la frecuencia varie 20 Hz en ambos sentidos con respecto a la frecuencia promedio encontrada a lo
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largo de todo el conjunto de datos para el pico mas alto, que tiene que identificarlo el usuario.

Se registraron las amplitudes para lactato, alanina y piruvato en una matriz y volvieron a tomarse muestras para
coincidir con la resolucion de la imagen de RM anatémica de proton. Se proyectaron las imagenes de "*C-RM sobre
las imagenes anatdémicas usando un procedimiento automatizado para obtener un resultado independiente del
operario. Se presentaron visualmente los resultados en conjuntos de imagenes que contenian la imagen de proton
anatémica del tumor en la rata, la imagen de "*C metabolica para piruvato, lactato y alanina proyectada sobre la
imagen anatémica, imagenes que mostraban para cada pixel

a) ([lactato]norm X ([piruvato]max - [piruvatol.om) X [lactato] y
b) ([lactato]horm X ([alaninalmax - [alaninalnem) X [lactato]

en las que el término [....]Jnorm representa la amplitud normalizada, es decir ajustada a escala con respecto a su valor
mas alto en la imagen metabdlica, y [lactato] la amplitud calculada.

Un resultado satisfactorio para la distincion de tejido tumoral y tejido sano en una imagen de 3C-RM metabdlica se
definié como una sefal de lactato mas alta en la zona del tumor o una razén ponderada alta de lactato con respecto
a piruvato en la zona del tumor y una razén ponderada alta de lactato con respecto a alanina en la misma ubicacién
de pixel.

5.5 Analisis bioldgico

Se inspeccionaron visualmente los sitios de tumor para detectar signos de hemorragia. Se extirparon los tumores de
los cuerpos de ratas, se pesaron y se cortaron por la mitad. Se inspeccioné visualmente el interior de los tumores
evaluando la homogeneidad, necrosis y hemorragia. Se almacenaron los tejidos tumorales en formalina al 4%.

Se consideré que una rata portadora de tumor era apropiada para la evaluacion si se cumplian los siguientes
criterios: peso tumoral > 100 mg, sin necrosis visible ni quistes en el interior del tumor, una temperatura corporal
superior a 35°C y una tension arterial media superior a 60 mm de Hg en el momento de la investigacion por RM.

5.6 Resultados

En total se obtuvieron imagenes de 30 tumores diferentes en 18 ratas. 1 rata no paso, y 3 tumores no pasaron, los
criterios biolégicos descritos en el parrafo 5.5 anterior. Los 26 tumores restantes en 17 ratas eran homogéneos y
tenian un interior no necrético macizo. La polarizacién promedio de *Cs- -piruvato en el momento de la inyeccion fue
del 21,2 + 2,9% (media £ DE) y el pH fue de 8,08 £ 0,14 (media + DE).

La figura 1 presenta un conjunto tipico de imagenes de una rata de la que se obtuvieron imagenes con (1) la imagen
de referenC|a de protdn, en la que las flechas indican las ubicaciones de tumor (2) la imagen de *C-piruvato, (32 la
imagen de '*C-lactato, (4) Ia imagen de "*C-alanina, (5) la |magen de "*C-lactato corregida con respecto a '°C-
piruvato y (6) la imagen de '*C-lactato corregida con respecto a '>C-alanina. Se fusionaron las imagenes (2) a (6)
con la imagen de referencia de protén.

La figura 2 presenta el mismo conjunto de imagenes, sin embargo con las imagenes (2) a (6) sin fusionar con la
imagen de protén anatémica.

Como resultado, la ubicacion del tumor viene indicada por una sefal de piruvato alta (2), debido a una alta actividad
metabdlica. Sin embargo la sefial de lactato (3) identifica en ultima instancia la ubicacién correcta del tumor. La
alanina puede observarse en el musculo esquelético y esta ausente en el tejido tumoral (4). Las imagenes de lactato
corregidas con respecto a piruvato y alanina (5) y (6) también dan como resultado un excelente contraste para el
tumor.

Por tanto, se demostré que la ubicacion del tumor en las imagenes metabdlicas viene indicada por una sefial de
lactato alta, una sefial de lactato corregida con respecto a piruvato alta y una sefal de lactato corregida con respecto
a alanina alta.

El andlisis de las imagenes de ">C-RM metabdlicas reveld un contraste metabdlico en la zona del tumor en
* 24 de 26 tumores para la sefial de lactato

* 26 de 26 tumores para la sefial de lactato, corregida con respecto a piruvato (5.5, a))

* 26 de 26 tumores para la sefial de lactato, corregida con respecto a alanina (5.5, b)).

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

Con este estudio se demostré que el 13C1-piruvato hiperpolarizado alcanza la region de interés (tumor) en un periodo
de tiempo que hace posible obtener imagenes del compuesto, que pueden obtenerse imagenes del compuesto y de
sus metabolitos y que puede obtenerse contraste metabdlico.
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REIVINDICACIONES

Método para producir una composicion liquida que comprende 13C-piruvato hiperpolarizado, comprendiendo
dicho método

a) formar una mezcla liquida que comprende un radical de férmula (1), "*C-acido piravico y/o *C-piruvato y
congelar la mezcla;

R1
R1R1 7<S
MOOC:
COOM

R1 I s

R s

R1- S S. Ri1

Ri S s Ri

en la que
M representa hidrégeno o un equivalente de un catién; y

R1 que es igual o diferente representa un grupo hidrocarbonado C+-C,4 hidroxilado y/o alcoxilado, de cadena
lineal o ramificado

b) potenciar la polarizacion nuclear de 3C de acido piravico y/o piruvato en la mezcla mediante DNP;

c? afadir un tampén y una base a la mezcla congelada para disolverla y convertlr el "*C-acido piravico en un
C-piruvato para obtener una composicién liquida o, cuando sélo se usa 3c- -piruvato en la etapa a), anadir
un tampon a la mezcla congelada para disolverla para obtener una composicion liquida; y

d) opcionalmente eliminar el radical y/o los productos de reacciéon del mismo de la composicion liquida.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el radical es un radical de formula (l) en la que M representa
hidrégeno o un equivalente de un catién fisiolégicamente tolerable y R1 es igual o diferente y representa
hidroximetilo, hidroxietilo o R1 es igual o diferente y representa un grupo hidrocarbonado C+-C,4 alcoxilado
de cadena lineal o ramificado que porta un grupo hidroxilo terminal o R1 es igual o diferente y representa un
grupo hidrocarbonado C+-C4 alcoxilado de cadena lineal o ramificado.

Método segun la reivindicacion 2, en el que R1 es igual y representa un grupo hidrocarbonado C+-C4
alcoxilado de cadena lineal o ramificado, preferiblemente metoxilo, -CH,-OCHj3, -CH2-OC,Hs 0 -CH,-CH,-
OCHs.

Método segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que 3C-4cido piravico y/o 13C-piruvato esta isotdépicamente
enriquecido en la posicion C1, en la posicion C2, en la posicion C3, en la posicion C1y C2, en la posicion
C1y C3, en la posicion C2 y C3 o en la posicién C1, C2 y C3, preferiblemente en la posicion C1.

Metodo segun las reivindicaciones 1 a 4, en el que el enriquecimiento isotopico de 3C-4cido piravico y/o
3c- -piruvato es de al menos el 75%, preferiblemente de al menos el 90%.

Método segun las reivindicaciones 1 a 5, en el que el tampdn es un tampoén seleccionado del grupo que
consiste en tampén fosfato, ACES, PIPES, imidazol/HCI, BES, MOPS, HEPES, TES, TRIS, HEPPS y
TRICIN, preferiblemente seleccionado del grupo que consiste en tampdn fosfato y TRIS.

Método segun las reivindicaciones 1-6, en el que se usa 3C-acido piravico en la etapa a) y, en el que en la
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etapa c) el tampodn y la base se combinan en una disolucion.

Método segun las reivindicaciones 1-6, en el que se usa '“C-acido pirGvico en la etapa a) y la base es
NaOH.

Método segun las reivindicaciones 1-8, en el que la etapa d) es obligatoria.

Método segun la reivindicacion 9 para la produccion de una composicién para su uso como agente de
obtencion de imagenes para la obtencidon de imagenes por RM in vivo de un cuerpo de ser humano o
animal no humano.

Composiciéon que comprende 3C-acido pirvico y/o 13C-piruvato y un radical de férmula ().

Composicién segun la reivindicacion 11, que comprende *C-acido pirtvico y un radical de formula (1) en la
que M representa hidrégeno o sodio y R1 es igual y representa -CH,-CH,-OCHs.

Uso de la composicion segun las reivindicaciones 11 y 12 para la produccion de 13C-piruvato
hiperpolarizado.
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(5)

Fig. 1
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Fig. 2
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