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/Abstract: Die metabolische Magnetresonanztomographie (MRT) mit hyperpolarisiertem (HP) Pyruvat wird zu einer
vielversprechenden, nicht-invasiven Technik fiir die Diagnose, die Charakterisierung und die Uberwachung bei Behandlung
von Krebs, sowie bei anderen Erkrankungen. Die klinisch etablierte Methode zur Herstellung HP-Pyruvats, die dynamische
Kernpolarisation, ist jedoch ein komplexes und langwieriges Verfahren. Die Signalverstarkung durch reversiblen Austausch
(SABRE) ist eine ultraschnelle und kostengiinstige Methode, die auf einem schnellen chemischen Austausch beruht. Hier
demonstrieren wir zum ersten Mal eine in vivo-Anwendung, sowie auch metabolische MRT mit SABRE. Wir présentieren
eine neuartige Routine zur Herstellung von wissrigem HP-[1-C]Pyruvat-d, innerhalb von sechs Minuten, zur Anwendung in
lebenden Organismen. Die injizierte Losung war steril, ungiftig, pH-neutral und enthielt ~30mM [1-°C]Pyruvat-d;,
polarisiert auf ~11 % (Riickstinde von 250 mM Methanol und 20 uM Katalysator). Es wurde durch schnelle Losungsmittel-
verdampfung und Metallfiltrierung gewonnen, die wir in diesem Manuskript ausfiihrlich beschreiben. Diese Ergebnisse
machen die HP-Pyruvat-MRT fiir eine breite biomedizinische Gemeinschaft zur schnellen metabolischen Bildgebung von
\lebenden Organismen verfiigbar. )
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Einleitung

Nicht-invasive bildgebende Verfahren wie die Computerto-
mographie (CT) und die Magnetresonanztomographie
(MRT) werden in der Onkologie in grofem Umfang zur
Charakterisierung von Tumoren vor der Behandlung, zur
Therapieplanung, zur Uberwachung des Tumorverlaufs, zur
Bewertung des Ansprechens auf die Behandlung und zur
Nachsorge eingesetzt. Die meisten klinischen Leitlinien stiit-
zen sich auf morphologische Kriterien wie Grofle und Lage
des Tumors, z.B. die RECIST-Kriterien.'! Viele wirksame
Therapien, darunter auch vielversprechende Immuntherapi-
en, zeigen jedoch keine frithen morphologischen Veranderun-
gen wie z.B. eine Verkleinerung des Tumors, selbst wenn der
Patient gut auf die Behandlung anspricht.”) Die aktuellen
Fortschritte in der molekularen Tumorbiologie, Genetik und
Bildgebungstechnologie haben zu einem bedeutenden Para-
digmenwechsel in der Onkologie gefiihrt, bei dem die mole-
kulare Bildgebung zur Ableitung iiberlegener diagnostischer
und prognostischer Marker fiir das Krebsstadium, das An-
sprechen auf die Behandlung und das Uberleben eingesetzt
wird. Die ["*F]Fluordesoxyglucose (FDG)-Positronenemissi-
onstomographie (FDG-PET) ist das am h&ufigsten klinisch
angewandte molekulare Bildgebungsverfahren, das Auf-
schluss tiber einen gestorten Energiestoffwechsel gibt, der ein
Merkmal vieler Krebsarten ist. Trotz einiger Einschrankun-
gen (u.a. lange Untersuchungszeiten von mehr als 1 Stunde
und der Einsatz ionisierender Strahlung) hat dieser radioakti-
ve Tracer die Behandlung und das Management vieler
Krebsarten revolutioniert. Sein Erfolg hingt von der FDG-
Aufnahme ab, die in wuchernden Tumoren erhoht ist. PET
ist jedoch nicht in der Lage, zwischen Stoffwechselprodukten
zu unterscheiden. Es werden nicht-radioaktive molekulare
Kontrastmittel benotigt, die tiefere Einblicke in den abwei-
chenden Stoffwechsel bei schnellerer Scanzeit ermoglichen.
Die hyperpolarisierte (HP) [1-°C]Pyruvat-MRT hat sich als
vielversprechend fiir die nicht-invasive, nicht-ionisierende
molekulare Bildgebung erwiesen, z.B. zur Einstufung von
Tumoren oder zur Beurteilung des Therapieansprechens.”!
Ein solcher molekularer MRT-Scan dauert etwa eine Minute
und verwendet nicht-ionisierende Strahlung. Daher wurde sie
als molekulare Bildgebungsmodalitit der nichsten Generati-
on anerkannt. Ahnlich wie FDG ist Pyruvat ein wichtiger
Metabolit an der Schnittstelle des zelluldren Energiestoff-
wechsels. Die hohe Bildgebungsgeschwindigkeit der HP-
Pyruvat-MRT beruht auf der Féahigkeit, die Umwandlung von
Metaboliten in nachgeschaltete Produkte in vivo sichtbar zu
machen und zu unterscheiden, wodurch die Notwendigkeit
einer Kontrastmittel-Clearance aus dem umgebenden Gewe-
be verringert wird. Seit der ersten Demonstration am Men-
schen 2013 hat die HP-[1-*C]Pyruvat-MRT bemerkenswerte
Fortschritte gemacht, und diese Technik wird laut clinicaltri-
als.gov derzeit in iiber 30 klinischen Studien untersucht.
Dariiber hinaus hat die US-amerikanische Food and Drug
Administration (FDA) kiirzlich HP "¥Xe-Gas fiir die Bildge-
bung der Lunge zugelassen. Nach dieser bahnbrechenden
Entscheidung ist zu erwarten, dass HP-[1-°C]Pyruvat bald
auch fiir den Einsatz in der Onkologie zugelassen werden
konnte.

Angew. Chem. 2023, €202306654 (2 of 10)

Forschungsartikel

Angewandte
Chemie

Der Erfolg der HP-[1-"C]Pyruvat-MRT wurde durch die
dynamische Kernpolarisation (dDNP) ermoglicht, die die
fiihrende Technik zur Herstellung von HP-Pyruvat ist.”) Zwar
entwickelt sich diese Polarisationsmethode sehr schnell und
in den letzten Jahren wurden wesentliche Verbesserungen
vorgestellt.* ") Gleichwohl sind die Instrumentierung und die
HP-Bolusvorbereitung immer noch sehr aufwendig und erfor-
dern supraleitende Magnete (>1T), kryogene Temperaturen
(<2 K) und Mikrowellenbestrahlung fiir die Polarisation des
Wirkstoffs in der festen Phase, gefolgt von schnellem Auftau-
en und Auflosen der Probe, wobei typischerweise iiberhitztes
Wasser verwendet wird, um die HP-Metaboliten in die
fliissige, wassrige Phase zu iibertragen. Auflerdem benotigt
die derzeitige dDNP etwa eine Stunde, um einen Bolus von
HP-[1-2C]Pyruvat zu erzeugen (obwohl z.B. die 'H-"C-
Kreuzpolarisation diese Zeit zu verkiirzen verspricht).
Daher sind schnellere, kostengiinstigere und einfachere Tech-
nologien wiinschenswert, um den Zugang der biomedizini-
schen Gemeinschaft zu diesem vielversprechenden molekula-
ren Kontrastmittel zu verbessern.

Parawasserstoff-induzierte Polarisationstechniken (PHIP)
haben sich als vielversprechende Kandidaten erwiesen, um
diesen Bedarf an effizienten Polarisationsmethoden zu erfiil-
len.["*l PHIP nutzt das Kernspin-Singlet-Isomer des moleku-
laren Wasserstoffs, Parawasserstoff (pH,), der dabei als
kostengiinstige Hyperpolarisationsquelle fungiert. Im Gegen-
satz zu dDNP benotigt PHIP weder kryogene Temperaturen
noch starke Magnetfelder, sondern stiitzt sich stattdessen auf
pH, und chemische Reaktionen. Aufgrund dieser Eigenschaf-
ten ist PHIP von Grund auf weniger komplex und kosten-
giinstiger als dDNP. Eine Moglichkeit, diese Quelle der Spin-
Ordnung zu nutzen, beruht auf dem schnellen, permanenten
anfiigen von pH,, d.h., Hydrierung eines ungesittigten Vor-
laufermolekiils — eine Methode, die oft als hydrierende PHIP
bezeichnet wird, die seit den 1980er Jahren bekannt ist und
kiirzlich von Reineri etal. fiir Pyruvat durch Seitenarmhy-
drierung (PHIP-SAH) eines Pyruvatesters ermdglicht wur-
de.™1 2009 leisteten Duckett und Mitarbeitende Pionierarbeit
mit einem “nichthydrierenden” PHIP-Ansatz, der als Signal-
verstarkung durch reversiblen Austausch (SABRE) bezeich-
net wird." SABRE basiert auf dem reversiblen, gleichzeiti-
gen chemischen Austausch von pH, und dem zu
hyperpolarisierenden Zielmolekiil mit einem Austauschkom-
plex auf Iridiumbasis, so dass die von pH, abgeleitete
Hyperpolarisierung auf einen Substratkern iibertragen
wird.'7??! 2019 demonstrierten Duckett et al. die Herstellung
von HP-[1-C]Pyruvat-h; iiber SABRE, indem sie den Kata-
lysator mit einem Dimethylsulfoxid (DMSO) Ko-Liganden
dotierten, um die Bindungseigenschaften von Pyruvat als
zweizahnigem Liganden zu verbessern (Abbildung 1a).*!
Dieser Durchbruch hat grofles Interesse an der Verwendung
von SABRE-HP-Pyruvat fiir metabolische Bildgebungsstudi-
en geweckt.”?"! Allerdings werden bei der SABRE-Technik
in der Regel organische Losungsmittel wie Methanol fiir den
Hyperpolarisierungsprozess verwendet, wodurch das erzeugte
HP-[1-*C]-Pyruvat fiir die Verabreichung in vivo zu toxisch
ist. Frithere Studien haben gezeigt, dass die direkte SABRE-
Polarisierung in biokompatiblen Losungsmitteln wie wéssri-
gen Medien deutlich geringer ist (um eine GroBenordnung
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Abbildung 1. Prozess der SLIC-SABRE-Hyperpolarisation und Reinigung
von [1-*C]Pyruvat-d;-Proben. a, schematische Darstellung der SABRE-
Hyperpolarisationsreaktion, welche die Bindung von pH, und
[1-"*C]Pyruvat-d; an den SABRE-Katalysator zur Polarisationsiibertra-
gung auf Pyruvat beinhaltet. b, Versuchsaufbau fiir die SLIC-SABRE-
Methode, welcher das statische Magnetfeld B,, das Hochfrequenzfeld
B,, das NMR-Réhrchen mit Gas-Sprudelsystem zur Einfiihrung von
pH, in die Pyruvat in Methanol-d, Lésung und ein Mu-Metall zur
Abschirmung externer Felder umfasst. ¢, wiahrend SLIC-SABRE wurde
B, konstant auf 50 pT und die B,-Amplitude auf 2 pT eingestellt. Nach
dem SLIC-Puls wurde ein adiabatischer Puls appliziert. d, schrittweises
Reinigungs- und Applikationsprotokoll, bestehend aus der Zugabe von
gepuffertem D,0O, der Verdampfung des Lésungsmittels unter Vakuum
in einem heiflen Wasserbad, der Filtration der Lésung und der In vivo-
Verabreichung. Weitere Einzelheiten zum Experiment finden Sie in den
Hintergrundinformationen.

oder mehr) als in Methanol. Dieser Riickgang der Polarisie-
rung ist wahrscheinlich auf die geringere Wasserstoffloslich-
keit und andere Faktoren zuriickzufiihren.™! Da die
SABRE-Hyperpolarisation Katalysatoren auf Iridiumbasis
erfordert, muss fiir biokompatible Formulierungen das ver-
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bleibende Iridium in der injizierbaren Losung entfernt wer-
den (Ir, unter 1 ppm oder weniger). Ansétze zur Entfernung
von Metallen haben gezeigt, dass die Ir-Konzentration redu-
ziert werden kann, aber sie haben weder die Herstellung von
HP [1-°C]Pyruvat ermoglicht noch den Bedarf an Methanol
reduziert.?*

Kiirzlich haben wir eine Methode vorgestellt, die auf der
Pyruvat-Ausfillung und einem Phasentrennungsansatz ba-
siert, der sowohl das toxische Losungsmittel als auch das Ir in
SABRE-HP-Pyruvatlosungen reduziert. Dieser Ansatz fiihrte
jedoch immer noch zu einem zu hohen Methanolgehalt (
~5M), niedrigen Pyruvatkonzentrationen (~6 mM) und
44 uM Ir in den endgiiltigen Losungen.”” Folglich gibt es bis
heute keine Studien, die iiber zufriedenstellend saubere
Losungen mit zufriedenstellend hohen Polarisationsgraden
von SABRE-polarisiertem Pyruvat berichten, geschweige
denn iiber eine In vivo-Anwendung oder metabolische Bild-
gebung.

In der vorliegenden Arbeit befassen wir uns mit diesen
Herausforderungen bei der Umsetzung von SABRE und
zeigen zum ersten Mal metabolische Bildgebung mit SABRE
in gesunden Méusen unter Verwendung von gereinigtem
SABRE-polarisiertem Pyruvat. Diese Ergebnisse wurden
durch die Entwicklung eines schnellen physikalisch-chemi-
schen Prozesses ermoglicht, der die spin-lock induced crossing
(SLIC) SABRE Methode®** bei Mikrotesla-Magnetfeldern
verwendet (Abb. 1b ¢),** und hier bis zu ~16% “C-
Polarisation von [1-°C]Pyruvat-d, liefert. Wir erreichten eine
schnelle Reinigung durch Losungsmittelverdampfung und
Metallfiltration, wodurch Methanol und Katalysator unter
akut toxische Werte reduziert wurden (Abbildung 1d). Die
Verabreichung des Wirkstoffs in die Schwanzvene und die
Bildgebung der Pyruvatfolgeprodukte iiber ihre chemischen
Verschiebungen ermoglichten eine metabolische Kartierung
der nachgeschalteten HP Laktat und Alanin, was die Eignung
und das Potenzial dieser Technik fiir die Praxis zeigt. Alle
Versuchstiere haben die Injektionen gut vertragen.

Ergebnisse und Diskussion
Effiziente SABRE-Hyperpolarisation

Wir erhielten eine mittlere *C-Polarisationen fiir [1-”C]Pyru-
vat-d; von 13+3% (N=5 Proben, jede hyperpolarisiert und
die Polarisation dreimal vor der Reinigung quantifiziert) mit
einem Maximum von 16.3 % zum Zeitpunkt der Detektion
(5-8 s nach der Produktion) in Methanol-d, unter Verwen-
dung des in den Hintergrundinformationen beschriebenen
Aufbaus und Protokolls (Abbildung 2a und Abbildung 2b).
Man beachte, dass die Polarisation im thermischen Gleichge-
wicht bei 1T nur 0.000086 % betragt. Die hohen Polarisations-
werte wurden durch die langen Relaxationszeiten wihrend
des SLIC-SABRE-Polarisationsprozesses von 7;,=113.3%
0.3 s (Abbildung 2c) ermoglicht, die einen effektiven Polarisa-
tionsaufbau iiber einen Zeitraum von 5 Minuten erlaubten
(siehe Hintergrundinformationen Abbildung S5).*)
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Abbildung 2. SABRE-Hyperpolarisation und Reinigung von [1-"*C]Pyru-
vat-d;. a, °C NMR -Spektren von [1-"*C]Pyruvat-d, in Methanol-d, vor
(orange) und in pH-gepuffertem D,0 nach der Reinigung (blau) im
Vergleich zu einer externen "*C-angereicherten Referenzlésung
(schwarz) bei 1 T. b, Reproduzierbarkeit der SLIC-SABRE-Hyperpolari-
sation und Aufreinigung, untersucht an fiinf unabhingigen Proben. c,
longitudinale Relaxationszeiten T; und Ty, in Gegenwart des SLIC-
Pulses bei verschiedenen Feldern in Methanol-d, (orange), phosphat-
gepuffertem D,O (blau) und phosphatgepuffertem H,0O (hellblau).
*diese Messungen wurden mit thermisch polarisierten Proben durch-
gefiihrt (siehe Hintergrundinformationen). d, verbleibende Konzentra-
tionen von Methanol und Pyruvat nach Anlegen eines Vakuums und
eines 98 °C-Wasserbads fiir verschiedene Zeitrdume an eine 600 pL
Probe der SABRE-Lésung (mit 50 mM Natriumpyruvat in 24.75 M
Methanol) gemischt mit 600 pL phosphatgepuffertem D,O (siehe
Hintergrundinformationen Abbildung S7 und S11). Die Fehlerbalken in
b stellen die Standardabweichung dar, die aus drei Messungen der
entsprechenden Probe gewonnen wurde. Die Fehlerbalken in c entspre-
chen dem Fehler der angepassten Exponentialkurven (siehe Hinter-
grundinformationen).
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Schnelle Aufreinigung

Ermutigt durch diese hohen Polarisationswerte und inspiriert
durch eine kiirzlich durchgefiihrte Studie von Ding et al.,*”!
untersuchten wir die Entfernung von Methanol aus den
Proben durch schnelle Losungsmittelverdampfung. Da Me-
thanol und Wasser kein Azeotrop bilden und daher bei
unterschiedlichen Siedepunkten verdampfen, fiigten wir
phosphatgepuffertes D,O zu der in einem NMR-Ro6hrchen
gelagerten HP SABRE-Probe hinzu und legten das Gemisch
in ein heies Wasserbad, wihrend wir ein Vakuum anlegten (
~5 mbar, Abbildung 1d). Das Evakuieren der Probe fiir
15 Sekunden bei 98°C reduzierte das Methanol von 24.75 M
auf 250 mM, wihrend ~30 mM des Pyruvats in der resultie-
renden ~150 pL wissrigen Losung erhalten blieben (Abbil-
dung 2d und Abbildung S7 und S11). Eine ldngere Verdamp-
fungszeit  erhohte zwar die  Pyruvatkonzentration
(Hintergrundinformationen Abbildung S12), gleichzeitig ging
aber auch Wasser verloren, so dass das Volumen fiir die
Injektion zu gering war.

Zur Verringerung der Polarisationsverluste wihrend der
Reinigungsprozedur, die aus 15 Sekunden Vakuum und etwa
40 Sekunden Probenhandhabung (einschlieBlich der Filtrati-
on der Losung durch einen mikropordsen 1.2 pym Spritzenfil-
ter) bestand, wurde die Prozedur groBtenteils bei einem
erhohten Magnetfeld von ~450 mT durchgefiihrt. Auflerdem
mischten wir das Pyruvat in phosphatgepuffertem D,O
anstelle von phosphatgepuffertem H,O, welches in den unter-
suchten Feldern kiirzere Lebenszeiten aufweist (Abbil-
dung 2c). Mit diesem Ansatz erzielten wir reproduzierbar
einen Faktor von 0.6040.07 der anfiinglichen *C-Polarisation
der ungereinigten Probe (Mittelwert und Standardabwei-
chung von N=5 unabhingigen Proben), und die endgiiltigen
~30mM Pyruvat in den extrahierten Proben wiesen eine
Polarisierung von bis zu ~11 % auf (Abbildung 2b). Mit
diesem hochgradig optimierten, beschleunigten und die Spin-
Ordnung erhaltenden Reaktionsschema konnten wir eine
Dosis hochpolarisierten, frisch gereinigten, injektionsfertigen
Pyruvats in nur sechs Minuten herstellen.

Analyse der wdssrigen Probe

Nachdem der Methanolgehalt auf ~250 mM reduziert wor-
den war, fiel der Katalysator sichtbar aus der Losung aus. Als
zusétzliche MaBnahme wurde die Losung durch einen
1.2 um-Filter geleitet, wodurch der ausgefillte Katalysator
effektiv entfernt wurde und eine klare Losung entstand
(Hintergrundinformationen Abbildung S9). Wihrend der In
vivo-Experimente fanden wir diese beiden visuellen Inspek-
tionen der Probe, eine vor und eine nach der Filtration,
hilfreich, um festzustellen, ob Methanol und Katalysator
erfolgreich reduziert wurden.

Wir verwendeten die optische Emissionsspektroskopie
mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES), um den ver-
bleibenden Iridiumgehalt in den Proben zu quantifizieren,
was eine erfolgreiche Reduktion von 6 mM auf 20 uM, d.h.
auf <0.5 ppm nach der Reinigung, zeigte. Die Temperatur
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der Losungen wurde zum Zeitpunkt unmittelbar vor der
Verabreichung auf 3542 °C gemessen.

Wir haben die gereinigten Losungen untersucht um
festzustellen, ob sie fiir In vivo-Anwendungen geeignet sind.
Unsere Analyse ergab, dass die resultierenden waéssrigen
Losungen steril waren (siche Hintergrundinformationen Ab-
bildung S13) und einen neutralen pH-Wert und eine neutrale
Osmolaritidt aufwiesen (siche Hintergrundinformationen Ab-
bildung S10). Zytotoxizititstests zeigten keine nachteiligen
Auswirkungen auf die Lebensfahigkeit von Zellen, wenn sie
den gereinigten SABRE-Pyruvatlosungen vergleichbaren
oder doppelten Konzentrationen ausgesetzt waren, die nach
der Injektion in vivo im Blutkreislauf erreicht wurden. Eine
Toxizitdt wurde allerdings bei einer 10-fach hoheren Konzen-
tration beobachtet und war wahrscheinlich auf den restlichen
Katalysator und die hohe Pyruvatkonzentration zuriickzufiih-
ren (siche Hintergrundinformationen Abbildung S14).

In vivo-Stoffwechselbildgebung

Um zu zeigen, dass unser gereinigtes SLIC-SABRE-
[1-"C]Pyruvat-d, fiir die In vivo-Stoffwechsel-Bildgebung
geeignet ist, filhrten wir erste Experimente an gesunden
Maiusen mit einem speziellen Maus-Quadraturresonator und
einem praklinischen 7-T-MRT-System durch. Um ein hohes
BC-Signal in vivo zu erhalten, entschieden wir uns, eine HP-
Probe nur dann zu verwenden, wenn die Polarisation vor der
Reinigung >15% war und das gereinigte Probenvolumen
~150 uL betrug (Produktionszeit ~6 min pro Dosis). Alle
BC-Bilder wurden nach Injektion eines einzelnen Bolus von
bis zu 5 pL/g einer HP-Pyruvatlosung durch die Schwanzvene
gewonnen. 15s nach Beginn der Verabreichung wurde eine
zentriert-phasencodierte *C-CSI-Sequenz (Chemical Shift
Imaging) mit einem Flip-Winkel von 12° aus einer 3-mm-
Axialschicht aufgenommen, welche die Nieren sowie Teile
der Leber und des Darms abdeckte (Abbildung 3). Es wurde
ein starkes HP-"C-Signal von Pyruvat und seinen Metaboli-
ten beobachtet, und es wurden C-Spektren und metaboli-
sche Karten rekonstruiert. Das *C-Signal von Pyruvat wurde
hauptsichlich in der Aorta und der Vena cava gemessen.
Wihrend in der Niere hauptsichlich Laktat beobachtet
wurde, enthielten Leber und Darm betrichtliche Mengen an
Alanin.

In einem zweiten Experiment testeten wir die metaboli-
sche Bildgebung mit hoherer rdumlicher und zeitlicher Auflo-
sung unter Verwendung einer schnellen, metabolitenselekti-
ven 3D-"C balanced Steady-State Free Precession (bSSFP)-
Sequenz.® Hier konzentrierten wir uns auf die Umwandlung
von Pyruvat in Laktat und starteten eine Messserie von
abwechselnden "*C-Pyruvat- und Laktat-MRT-Akquisitionen
etwa 15 s vor Beginn der Injektion von HP-[1-*C]Pyruvat-d,,
was eine zeitliche Auflosung von etwa 0.87 Hz ergab (Abbil-
dung 4). Diese Einstellung ermoglichte es uns, die Umwand-
lungskinetik zu beobachten, wobei das Eintreffen des HP-
Pyruvat-Bolus und die anschlieBende Bildung von Laktat
deutlich zu erkennen waren. Aus den zeitaufgelosten 3D-
Daten rekonstruierten wir Bilder, die zeigen, dass Pyruvat
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Abbildung 3. In vivo-Bildgebung des Stoffwechsels mit SABRE-hyperpo-
larisiertem [1-">C|Pyruvat-d;, aufgenommen 15 s nach Beginn der HP-
Bolusinjektion. a, anatomische 'H-MRT mit den fiir die Berechnung der
3C-Spektren verwendeten Regionen (weif): Aorta und Vena cava
(oben), Darm und Leber (Mitte) und Nieren (unten). b, entsprechende
summierte >C NMR -Spektren aus diesen Regionen mit den C-
Signalen der Metaboliten Pyruvat (blau), Alanin (griin) und Laktat
(rot). ¢, 2D-Metaboliten-Karten von Laktat, Alanin und Pyruvat (diesel-
ben Farben wie in b), tiberlagert mit einer anatomischen 'H-MRT
desselben axialen Schnitts (C CSI Sequenzparameter: 3-mm Schicht-
dicke, 20x 14 Matrix, 1.5x 1.5 mm? Auflésung in der Ebene). Die
unbearbeiteten *C-MRT-Daten sind im Anhang aufgefiihrt.

hauptséchlich im Herzen, in der Aorta und in der Hohlvene
und Laktat hauptséchlich in den Nieren gebildet wurde.
Insgesamt fithrten wir bei vier Méusen eine metabolische
MRT durch und beobachteten fiir den Rest der MRT-
Untersuchung (=20-30 min) keine nachteiligen Auswirkun-
gen der Injektion. Wihrend des Bildgebungsexperiments
beobachteten wir nur einen voriibergehenden Anstieg der
Atemfrequenz nach der Injektion (siehe Hintergrundinfor-
mationen Abbildung S19). Nach etwa 1-2 Minuten kehrte die
Atemfrequenz zu den Werten vor der Injektion zuriick und
blieb wihrend des gesamten Experiments stabil. Dieser
Bolus-induzierte voriibergehende Anstieg der Atemfrequenz
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Abbildung 4. Dynamische 3D-In vivo-"*C-Stoffwechsel-Bildgebung der
Umwandlung von Pyruvat in Laktat. a, koronale (oben) und axiale
Ansicht (unten) der anatomischen 'H-MRT (links), tiberlagert mit dem
zeitlich aufsummierten ">C-Pyruvat- (Mitte) und "’C-Laktat-Signal
(rechts). b, Kinetik der Metabolitenumwandlung von Pyruvat und Laktat
in Aorta und Vena cava (links) und in den Nieren (rechts). C-MRT:
21x11x8 Matrix, 2.5x2.5x2.5 mm® Auflésung, zeitliche Auflésung
von~0.87 Hz. Die Messung wurde vor Beginn der Injektion gestartet.
Die unbearbeiteten Daten sind im Anhang abgebildet.

ist eine hiufig beobachtete Nebenwirkung des erhohten
Volumens, das in den rechten Ventrikel und den Lungen-
kreislauf gelangt. Die Méduse wurden am Ende des Bildge-
bungsexperiments geopfert.

Insgesamt bestétigten unsere in vivo-Experimente, dass
sich SABRE-polarisiertes Pyruvat gut fiir die metabolische
Bildgebung eignet und eine leistungsfihige Methode zur
Uberwachung von Stoffwechselprozessen in vivo ist.

Diskussion

Wir stellen hier eine Methode zur Gewinnung von SABRE-
hyperpolarisiertem Pyruvat in sterilen wéssrigen Medien vor
und demonstrieren ihre Anwendbarkeit fiir die metabolische
MRT in vivo. Nach unserem Kenntnisstand ist dies das erste
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Mal, dass eine hyperpolarisierte, injizierbare Dosis Pyruvat
innerhalb von Minuten und ohne konforme Verdnderungen
des Molekiils hergestellt werden konnte.

Unser neuer SABRE-Ansatz wurde von den fritheren
PHIP-SAH-Fortschritten zur Gewinnung wéssriger HP-
[1-°C]Pyruvat-Losungen inspiriert. Beide Methoden nutzen
die pH,-Spinordnung und eine chemische Reaktion in organi-
schen Losungsmitteln (hiufig Aceton oder Chloroform fiir
PHIP-SAH und Methanol fiir SABRE) in Gegenwart eines
Katalysators auf Metallbasis (typischerweise Rhodium fiir
PHIP-SAH und der Ir-IMes-Austauschkatalysator fiir SAB-
RE). AnschlieBend wird die Polarisation auf den [1-°C]-Kern
iibertragen und die toxische Losung wird gereinigt, um den
Gehalt an organischen Losungsmitteln und Katalysatoren zu
reduzieren. Trotz erheblicher Unterschiede in der Chemie
der Hyperpolarisation zeichnen sich beide Methoden durch
einen schnellen Polarisationsaufbau aus, der eine kontinuier-
liche oder quasi-kontinuierliche Abgabe von HP-Molekiilen
ermoglicht.®* Ein Vorteil von SABRE ist, dass keine
konforme Verinderung des Molekiils (Pyruvat) erforderlich
ist — ein wichtiger Aspekt, wenn es um regulatorische
Uberlegungen geht (keine Wirkstoffsynthese wihrend des
Polarisationsprozesses)."”

Unser SABRE-Ansatz ermoglicht es uns derzeit, eine
Dosis HP-Pyruvat in etwa sechs Minuten oder mehrere
Dosen wihrend einer Bildgebungssitzung (d.h. in der Dauer
einer Anisthesie) zu polarisieren. Der grundlegende Unter-
schied zwischen den beiden Methoden liegt in der Ubertra-
gung der pH,-Spinordnung: SABRE nutzt die reversible
temporire Bindung von pH, und Pyruvat an den Katalysator,
wihrend PHIP-SAH die permanente paarweise Addition
durch Hydrierung mit pH, nutzt. Um den “hydrierenden”
PHIP-Ansatz zu ermoglichen, wird die Seitenarm-Hydrierung
verwendet, da Pyruvat keinen direkten ungesittigten Vorlédu-
fer hat. Daher erfordert diese Methode die Synthese geeigne-
ter veresterter Edukte fiir die permanente Addition von
pH,.12 Infolgedessen umfasst die Aufreinigung fiir PHIP-
SAH in der Regel eine schnelle Abspaltung des Ester-
Seitenarms, um das HP-Pyruvat zu erhalten.™™ Hier haben
wir isotopenangereichertes [1-°C]Pyruvat-d; verwendet, das
im Handel erhéltlich ist und fiir die SABRE-Hyperpolarisati-
on keine weiteren chemischen Modifikationen erfordert. Die
kommerzielle Verfiigbarkeit des Substrats und der Wegfall
der Seitenarmspaltung bei der Aufreinigung sind vielverspre-
chende Vorteile.

Wir haben uns fiir unsere Studien fiir das deuterierte
Pyruvat-Isotopolog entschieden, da unsere jiingsten Untersu-
chungen eine etwa doppelt so starke Polarisierung im Ver-
gleich zur protonierten Form ergeben haben. Dariiber hinaus
beobachteten wir in unserer friiheren Studie lingere *C T;-
Relaxationszeiten fiir Pyruvat-d; im Vergleich zu Pyruvat-h;
(ca. 220 s gegeniiber ca. 140's bei 1.9 T),®! was wir hier als
vorteilhaft erachteten, um die *C-Polarisationswerte nach
dem ca. 1-miniitigen Reinigungsprozess zu maximieren. Es ist
bemerkenswert, dass die metabolische Umwandlungskinetik
von Pyruvat durch das Vorhandensein von Deuteriumisoto-
pen nicht beeintrichtigt wird, wie frithere Studien gezeigt
haben.*!! Daher kann Pyruvat-d, fiir metabolische HP-MRT
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erfolgreich anstelle von nicht deuteriertem Pyruvat verwen-
det werden.

Hier beobachteten wir eine Verringerung der Polarisation
wihrend des Reinigungsprozesses um einen Faktor von
0.60£0.07. Der grofite Teil dieses Verlusts kann der longitu-
dinalen Relaxation zugeschrieben werden: Angesichts der
gemessenen 7T;-Werte bei 450 mT wiirden wir einen Redukti-
onsfaktor von ~0.75 erwarten. Zusétzliche Verluste konnen
durch Faktoren wie T;-Anderungen bei hoheren Temperatu-
ren, kiirzere T,-Werte wihrend des Transfers und der Hand-
habung bei niedrigeren Magnetfeldern, sowie potenziell
durch zusétzliche, durch den ausgefillten Ir-Katalysator ent-
stehende Relaxationseffekte wiahrend und nach der Entfer-
nung des Losungsmittels verursacht worden sein. Diese
Aspekte miissen im Rahmen unserer laufenden systemati-
schen Studien weiter untersucht werden. Wihrend eine
schnellere Probenhandhabung und -reinigung die Polarisati-
onsverluste minimieren wiirde, konnten wir bereits ein aus-
reichend hohes Signal-Rausch-Verhiltnis fiir die In vivo-
Uberwachung des Pyruvat-Stoffwechsels bei Mausen mit *C-
MRT erreichen.

Obwohl wir diesen bedeutenden Durchbruch erzielt ha-
ben, gibt es immer noch Einschrinkungen bei unserer derzei-
tigen Methode. Dazu gehort die beobachtete grofle Polarisa-
tionsvariabilitdt zwischen den einzelnen Proben, mit einer
mittleren "*C-Polarisation von 1343 %. Diese Abweichung
ist dhnlich wie in fritheren Studien, wie z.B. 8+2%?" und
10+1 %P4 fiir 30mM [1-*C]Pyruvat-h; in Methanol mit
SABRE SHEATH. Fiir das préklinische DNP-Gerét der
neuesten Generation wurde ein Variationskoeffizient von
15 % fiir ®C-Pyruvat berichtet.”” Der Ursprung dieser Varia-
bilitat ist derzeit spekulativ, aber wir glauben, dass experi-
mentelle Variationen wie unterschiedliche Probenpositionen
im SLIC-SABRE-Setup, Verunreinigungen aus fritheren Ex-
perimenten und die Positionierung des Sprudelkatheters, die
zu unterschiedlichen pH,-Gas-Losungsmittel-Oberflichen
fihrt, zu den Faktoren beitragen konnen. Diese Effekte
sollten weiter untersucht werden, um die Konsistenz und
Reproduzierbarkeit unserer Methode zu verbessern. Weitere
Einschrankungen unserer derzeitigen Methode sind (a) das
extrahierte Volumen und (b) die Pyruvatkonzentration, die
~150 pL bzw. ~30 mM betragen. Diese Mengen sind ausrei-
chend fiir in vivo-Studien an Méiusen, fiir Messungen an
Ratten oder GroStieren sind jedoch groBere Mengen erfor-
derlich. Derzeit ist die GroBe unseres Versuchsaufbaus der
begrenzende Faktor fiir die Herstellung groerer Dosen, fiir
die wir keine grundlegenden Hindernisse sehen. Durch die
Vergroflerung der Reaktionsgefid3e, der Anschliisse, der By-
und B;-Spulen und des p-Metallschilds diirften grofere Volu-
mina moglich sein. Sobald grolere Volumina hergestellt sind,
kann die Pyruvatkonzentration weiter erhoht werden, indem
die Verdampfungszeit verldngert wird, wie wir bereits gezeigt
haben (Abbildung S12). Ein anderer Ansatz wire die Erho-
hung der Anfangskonzentration von Pyruvat, obwohl fiir eine
effiziente SABRE-Polarisierung auch die pH,-Konzentration
in Methanol erhoht werden miisste, z.B. durch Anwendung
eines hoheren Drucks.”**! Daher miissten in Zukunft speziel-
le Hochdruckreaktoren entwickelt werden, um das gewiinsch-
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te Injektionsvolumen zu ermoglichen und die Losungsverlus-
te zu minimieren."*!

Das hier vorgeschlagene Reinigungsverfahren ist schnell
und einfach zu installieren und reduziert sowohl Methanol als
auch Katalysator unter akut toxische Werte. Wir gehen daher
davon aus, dass diese Technik vielen Forschenden zur Verfii-
gung stehen wird. In Zukunft konnte eine schnellere und
vollstdndigere Verdampfung des Methanols durch die Opti-
mierung von Vakuum und Temperatur, die Verwendung
groBerer Verdampfungskammern und die VergroBerung der
Oberfliche zwischen der Fliissig- und der Gasphase erreicht
werden. Es ist zu beachten, dass eine Verringerung des
Methanolgehalts auch zu einer weiteren Verringerung des
derzeitigen Iridiumgehalts fithren kann. Dabei ist es wichtig
zu bedenken, dass unser spezifischer Ansatz die geringe
Loslichkeit des verwendeten Katalysators in Wasser ausnutzt,
die dazu fiihrt, dass er sich beim Verdampfen des Methanols
abscheidet. Daher ist die von uns vorgeschlagene Reinigungs-
methode moglicherweise nicht geeignet, um den Katalysator
fiir SABRE-Ansitze zu reduzieren, die darauf abzielen, die
Polarisierung direkt in wassrigen Medien mit wasserloslichen
Katalysatoren zu erzeugen.”*"

SchlieBlich wollen wir noch die aktuellen Mengen an
Restmethanol und Katalysator in den gereinigten Proben
diskutieren. Unser derzeitiges Reinigungsverfahren fiihrt zu
einer Methanolkonzentration von etwa 12.5mM oder
400 mg/L im Blutkreislauf der injizierten Miuse, was 40 mg/
kg Methanol pro Mausgewicht entspricht. Diese Konzentrati-
on liegt bereits jetzt deutlich unter den fiir Nagetiere berich-
teten Werten fiir die orale LD50 (5.628 g/lkg) und LDOO
(143 mg/kg)*! und nahe an der Schwelle, ab der Menschen
nach einer Methanolvergiftung behandelt werden (300 mg/L
Blut)."”! In Bezug auf den SABRE-Katalysator konnten wir
in der Literatur keine Toxizitédtsstudien finden. Unsere Tests
haben jedoch nur bei Konzentrationen, die hoher sind als die
Endkonzentration im Blut, eine Toxizitét fiir Zellen ergeben.
Fiir praklinische und moglicherweise irgendwann in der
Zukunft auch fiir klinische Anwendungen miissen mehrere
Faktoren beriicksichtigt werden. In Bezug auf Methanol und
Iridium empfehlen die Richtlinien des international council
for harmonization (ICH) akzeptable Mengen von 3.000 ppm
Methanol und 10 ug Ir.***! Im Vergleich zu den hier, bei
dieser ersten Demonstration, erreichten Werten, miisste der
Methanolgehalt um mindestens das Dreifache und der Iridi-
umgehalt um mindestens das Zwanzigfache reduziert werden
(siehe Hintergrundinformationen). Mit den derzeitigen Kon-
zentrationen konnen zwar erste préklinische Studien durchge-
fithrt werden, aber es sind weitere MaBBnahmen erforderlich,
um Konzentrationen zu erreichen, die fiir eine Anwendung
beim Menschen akzeptabel sind. Daher werden wir auch in
Zukunft auf eine Verringerung dieser Werte hinarbeiten.

Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigt unsere Studie, dass eine nicht-invasi-
ve In vivo-Stoffwechselbildgebung mit SABRE-hyperpolari-
siertem Pyruvat, das in wéssriger Losung hergestellt wird,
moglich ist. Die damit verbundene biologische Belastung
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scheint gering zu sein, wéhrend der Produktionsprozess im
Vergleich zu einem dDNP-Experiment viel schneller (<
10 min) und relativ einfach zu installieren ist.

Die effiziente Hyperpolarisierung von Pyruvat und ihre
Tranlation in die préiklinische Bildgebung sind seit der
Entdeckung der SABRE-Methode im Jahr 2009 ein Schwer-
punkt Forschung gewesen. In dieser Studie haben wir
[1-°C]Pyruvat-d; mit SLIC-SABRE bei einem Mikrotesla-
Magnetfeld erfolgreich hyperpolarisiert,*® und die langlebige
Polarisierung ermoglichte es uns, hoch-hyperpolarisiertes
[1-"°C]Pyruvat-d, in gereinigten wissrigen Losungen zu ge-
winnen. Dieser Ansatz ermoglichte es uns, die erste metabo-
lische in vivo-MRT mit hyperpolarisiertem SABRE-Pyruvat
durchzufiihren. Wir weisen auch darauf hin, dass eine Gruppe
der North Carolina State University zur gleichen Zeit erste
In-vivo-Daten mit SABRE-polarisiertem Pyruvat liefern
konnte, was unsere Schlussfolgerungen und die methodische
Eignung von SABRE weiter belegt.”” Dies ist ein vielver-
sprechendes Ergebnis, da Pyruvat die am haufigsten verwen-
dete HP-MRI-Substanz ist.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass SABRE jetzt eine prakti-
kable Option fiir die praklinische metabolische Pyruvat-MRT
ist, mit einem ausreichend hohen Signal-Rausch-Verhiltnis,
um den Pyruvat-Stoffwechsel in Miusen genau zu iiberwa-
chen. Wir gehen davon aus, dass diese Technik von Forschen-
den in groBem Umfang eingesetzt wird und den Weg fiir eine
verbesserte metabolische Bildgebung und ein besseres Ver-
standnis der metabolischen Verdnderungen bei Krebs und
anderen Krankheiten ebnet.

Hintergrundinformationen
Weitere experimentelle Details sowie Daten zur Probencha-

rakterisierung, MRT und Relaxation finden Sie in den
Hintergrundinformationen. Die Autoren haben zusitzliche

Referenzen in den Hintergrundinformationen angege-
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Schnelle und kostengtinstige Parawas-
serstoff-Hyperpolarisation mittels Si-
gnalverstarkung durch reversiblen Aus-
tausch (SABRE) erméglicht In vivo-
Magnetresonanz-Stoffwechselbildge-
bung. Wir demonstrieren die erste In
vivo-Anwendung von SABRE-hyperpolari-
siertem [1-"C]Pyruvat-d; in einer gerei-
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nigten, wassrigen Losung mit =30 mM
[1-*CJPyruvat-d;, polarisiert auf =11 %,
erhalten durch schnelle Lésungsmittel-
verdampfung und Metallfilterung. Diese
Errungenschaft ebnet den Weg fiir er-
schwingliche und weit verbreitete An-
wendungen der metabolischen Bildge-
bung.
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