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DESCRIPCION
Procedimiento de producir un agente de contraste hiperpolarizado

La invencion se refiere a un procedimiento de producir una solucion hiperpolarizada de un agente para investigacion
por resonancia magnética de un cuerpo animal humano o no humano.

La resonancia magnética (RM) es una técnica diagnéstica que se ha vuelto particularmente atractiva para los
médicos porque es no invasiva y no implica exponer al paciente en estudio a una radiacién potencialmente dafiina
como los rayos X.

Con el fin de conseguir un contraste eficaz entre las imagenes de RM de los diferentes tipos de tejido en un sujeto,
desde hace tiempo se conoce la administracion al sujeto de agentes de contraste para RM (es decir, especies
metdlicas paramagnéticas) que efectian tiempos de relajacion de los nucleos de imagen de la RM en las zonas en
las que se administran o en las que se agregan. La potenciacion con contraste también se consigue usando el
“efecto Overhauser”, en el cual una transicién esr en una especie paramagnética administrada (en lo sucesivo en el
presente documento un agente de contraste OMRI) se acopla a un sistema de espin nuclear de los nulcleos de la
imagen (véase, por ejemplo, el documento EP-A-0 355 884). El efecto Overhauser (también conocido como
polarizacién nuclear dindmica) puede aumentar significativamente la diferencia en la poblacién entre los estados de
espin nuclear excitado y fundamental de nucleos seleccionados y, de este modo, amplificar la intensidad de la sefial
de RM por un factor de cien o mas, permitiendo generar imagenes de OMRI rapidamente y con campos magnéticos
primarios relativamente bajos. La mayoria de los agentes de contraste OMRI divulgados hasta la fecha son radicales
gue se usan para efectuar la polarizacion de los nicleos de imagen in vivo.

En la actualidad se estan desarrollando técnicas que implican polarizacion ex vivo de agentes que contienen nucleos
de imagen de RM antes de la administracion y la medicion de la sefial de RM. Dichas técnicas pueden implicar el
uso de agentes polarizantes, por ejemplo agentes de contraste OMRI convencionales o gases hiperpolarizados para
alcanzar la polarizacion ex vivo de nucleos de imagen RM administrables. Por agente polarizante se quiere decir
cualquier agente adecuado para realizar polarizacién ex vivo de un agente de imagen para RM.

La polarizacion ex vivo de un agente de imagen MK se divulga en la investigacion, Disclosure, Mason Publications,
Hampshire, 28, vol. 348, n° 33, 1 de abril de 1993.

El procedimiento ex vivo tiene, entre otras, la ventaja de que es posible evitar administrar la totalidad, o
sustancialmente la totalidad, del agente polarizante a la muestra en investigacion al tiempo que se sigue
consiguiendo la polarizacién deseada. Por tanto, el procedimiento estd menos restringido por factores fisioldgicos
tales como las restricciones impuestas por la capacidad de administracion, de biodegradacioén y la toxicidad de los
agentes de contraste OMRI en las técnicas in vivo.

Se ha encontrado ahora que los procedimientos ex vivo de las pruebas de imagen por resonancia magnética pueden
mejorarse usando agentes de imagen para RM polarizados que comprenden ndcleos capaces de emitir sefiales de
resonancia magnética en un campo magnético uniforme (p. €j., nlcleos de imagen de RM tal como nucleos de Bco
15N) y capaces de exhibir un tiempo de relajacion T largo, preferentemente, Adicionalmente, un tiempo de relajacion
T, largo. Dichos agentes se denominardn en lo sucesivo en el presente documento “agentes de T; alto”
Normalmente, las moléculas de un agente de T; alto contendran nucleos de imagen de RM en una cantidad mayor
que la abundancia natural de dichos nucleos en dichas moléculas (es decir, el agente estara enriquecido con dichos
nucleos).

Por tanto, desde el punto de vista de un aspecto, la presente invencidn proporciona un procedimiento de producir
una solucién hiperpolarizada de un agente de Ti alto para investigacion por resonancia magnética de un cuerpo
animal humano o no humano, en el que dicho procedimiento comprende:

- hiperpolarizar una muestra sélida de un agente de T; alto mediante polarizacién nuclear dinamica efectuada por
un agente de contraste OMRI; en el que dicho agente de T; alto es un estado sdlido durante la polarizacién y en
contacto estrecho con dicho agente de contraste OMRI que también esta en estado soélido; estando dicho
agente de contraste OMRI y dicho agente de T; alto presentes como una composicién durante la polarizacion; y
efectuandose dicha polarizacion nuclear dinamica mediante irradiacion de espines de electrones en dicho
agente de contraste OMR a una temperatura baja y en un campo magnético alto;

- separar opcionalmente la totalidad o una porcién de dicho agente de contraste OMRI de dicho agente de T, alto;

y

- disolver la muestra sélida hiperpolarizada de dicho agente de T; alto en un disolvente fisiolégicamente tolerable
para la administracion a dicho cuerpo animal humano o no humano;

- en el que dicho agente de T; alto contiene nicleos adecuados para imagenes de resonancia magnética, con un
valor de T; en dicha solucién con una intensidad de campo en el intervalo de 0,01-5 T y a una temperatura en
un intervalo de 20-40 °C de al menos 5 segundos.
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Por “hiperpolarizado” se quiere decir polarizado hasta un nivel sobre el encontrado a temperatura ambiente y 1T,
preferentemente polarizado a un nivel de polarizacidon en exceso del 0,1 %, mas preferentemente del 1 %, incluso
mas preferentemente del 10 %.

La polarizacién se proporciona con la ecuacion:

Iﬂﬂ +Np

que en equilibrio es igual a

1 - axp(-yhB,IkT)
1+8xp(=Yh8,/KT)

en la que Na es el nimero de espines en un estado de espin nuclear a (p. €j., +%);
N;es el nimero de espines en un estado de espin nuclear B (p. €j., -%);

Y es la proporcién magnetogirica para el nicleo isotdpico en cuestién, por ejemplo C)
hes la constante de Planck dividida por 21;

B, es el campo magnético;

k es la constante de Boltzmann; y

T es la temperatura en grados Kelvin.

Por tanto, P tiene un valor maximo de 1 (100 % de polarizacién) y un valor minimo de 0 (0 % de polarizacion).

Por “disolvente fisiolégicamente tolerable” se quiere decir cualquier disolvente, mezcla o solucién de disolventes que
es tolerada por el cuerpo animal humano o no humano, por ejemplo agua, soluciones acuosas tales como solucién
salina, perfluorocarbonos etc.

So el agente de T; alto conserva su polarizacion cuando se transporta en un campo magnético y a una temperatura
baja, el agente se puede hiperpolarizar en un sitio remoto de su uso final y transportar a su lugar de uso en un
campo magnético y a una temperatura alta y ahi se disuelve y administra.

En la realizacién a la que se ha hecho referencia anteriormente, el campo magnético es, preferentemente, mayor
que 10 mT, mas preferentemente mayor que 0,1T, incluso mas preferentemente mayor que 0,5T, todavia mas
preferentemente mayor que 1T. Por “temperatura baja" se quiere decir, preferentemente, menos de 80K, mas
preferentemente menos que 4,2K, mas preferentemente menos que 1K.

Si la solucién hiperpolarizada formada de este modo conserva su polarizacion cuando se transporta en un campo
magnético, el campo magnético es, preferentemente, mayor que 10 mT, mas preferentemente mayor que 0,1T,
incluso mas preferentemente mayor que 0,5T, todavia mas preferentemente mayor que 1T.

Una realizacion adicional mas de la invencién proporciona un procedimiento como se ha descrito anteriormente en el
que un campo magnético esta presente durante la etapa de disolucién. En esta Ultima realizacion, el campo
magnético es, preferentemente, mayor que 10 mT, mas preferentemente mayor que O0,1T, incluso mas
preferentemente mayor que 0,5T, todavia mas preferentemente mayor que 1T.

Los agentes de T; alto adecuados pueden contener nucleos tales como protones No obstante otros nucleos de
espin nuclear distinto de cero pueden ser utiles (p. €., BE 3L, B¢, N, #°si 0 *'p, ademas de H) preferentemente
nucleos de 'H, °C, N, F, #sj y *P, siendo particularmente preferidos los nicleos *C y °N. En este
acontecimiento, las sefiales de RM a partir de las cuales se genera la imagen procederan sustancialmente del propio
agente de T; alto. No obstante, cuando el agente de T; alto polarizado esta presente a una concentracion alta de
medios admlnlstrables puede haber suficiente transferencia significativa de magnetizacion a los protones para poder
realizar *H-MPT de los protones de los medios. De un modo similar, el agente de T alto polarlzado puede tener un
efecto suficientemente significativo sobre los protones in vivo para que se realice la RM 'H convencional con estos
protones.

Cuando los nucleos de imagen de la RM son distintos a un proton (p. €j., Bc o 15N) no habra esencialmente
interferencias por sefiales de fondo (siendo insignificante la abundancia natural de °C y ) y el contraste de imagen
serd ventajosamente alto. Esto es especialmente cierto cuando el propio agente de Ti alto estd enriquecido por
encima de su abundancia natural. Por tanto, el procedimiento de acuerdo con la invencion tiene el beneficio de ser
capaz de proporcionar a una imagen generada una ponderacion espacial significativa. De hecho, la administracién
de un agente de T; alto polarizado en una region seleccionada de una muestra (p. €j., mediante inyeccion) significa
que el efecto de contraste puede estar localizado en dicha regién. El efecto preciso del curso depende de la
extension de la biodistribucion durante el periodo en el cual el agente de T, alto permanece significativamente
polarizado. En general, volimenes corporales especificos (es decir, regiones de interés tales como el sistema
vascular u érganos especificos tales como el cerebro, el rifién, el corazén o el higado) en los que se administra el
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agente se va a administrar se pueden definir con mejores propiedades de sefial-ruido (particularmente mejorado el
contraste con el ruido) de las imagenes resultantes en estos volimenes.

En una realizacién, se puede generar una “imagen nativa” de la muestra (p. €j., cuerpo) (es decir, una obtenida
antes de la administracion del agente de T; alto o uno obtenido para el agente de T: alto administrado sin
polarizacién previa como en un experimento de RM convencional) para proporcionar informacion estructural (p. €j.,
anatémica) sobre la cual se puede superponer la imagen obtenida en el g)rocedimiento de acuerdo con la invencion.
Generalmente no se dispone de una “imagen nativa” cuando 3¢ 0 ™N es el nacleo de la imagen por la baja
abundancia de *C o N en el cuerpo. En este caso, se puede tomar una imagen de RM de protones para
proporcionar la informacién anatomica sobre la cual se puede superponer la imagen de Bc o ™N.

El agente de T, alto debera ser, por supuesto, fisiolégicamente tolerable o deberia poder proporcionarse en una
forma administrable y fisiologicamente tolerable. Agentes de T, alto preferidos so solubles en medios acuosos (p. €j.,
agua) y son, por supuesto, no téxicos cuando el uso final previsto es in vivo.

De forma conveniente, una vez polarizado, el agente de T; alto permanecera asi durante un periodo suficientemente
largo para permitir que se lleve a cabo el procedimiento de obtencion de imagenes en un periodo de tiempo comodo.
En general, el agente de T; alto retendra suficiente polarizacion en su forma administrable (p. €j., en solucion para
inyeccion) si tiene un valor de T; (en una intensidad de campo de 0,01-5T y a una temperatura en el intervalo de 20-
40 °C) de al menos 5 s, mas preferentemente al menos 10 s, especialmente preferentemente 30s o mas, mas
especialmente preferentemente 70s 0 mas, todavia mas especialmente preferentemente 100s o mas (por ejemplo a
37 °C en agua a 1T y una concentracion de al menos 1 mM). El agente de T; alto puede ser, ventajosamente, un
agente con un tiempo de relajacion T prolongado.

El tiempo de relajacion T1 prolongado de ciertos nicleos de BCes g)articularmente ventajoso y, por tanto, se prefiere
el uso de ciertos agentes de T; alto que contienen ndcleos de BCenel presente procedimiento. El factor y del
carbono es aproximadamente ¥4 del factor y para hidrégeno, que tiene como resultado una frecuencia de Larmor de
aproximadamente 10 MHz a 1T. La absorciéon rf y los reflejos en un paciente son, en consecuencia y
ventajosamente, menos que en las imagenes con agua (protones). Se encuentra que la proporcion sefial-ruido es
independiente de la intensidad de campo de la RM cuando la correspondiente frecuencia es mayor que unos pocos
MHz. Preferentemente, el agente de T; alto polarizado tiene una polarizacion nuclear de 3¢ eficaz correspondiente
a la obtenida en un equilibrio térmico a 300K en un campo de 0,1T o mas, mas preferentemente 25T 0 mas,
particularmente preferentemente 100T o mas, especialmente preferentemente 5.000T o mas (por ejemplo, 50 kT).

Cuando la nube de electrones de una molécula dada interacciona con los atomos en el tejido adyacente, la cubierta
del atomo responsable de la sefial de RM se cambia, dando lugar a un desplazamiento en la frecuencia de la RM
(“el efecto de desplazamiento quimico”). Cuando la molécula se metaboliza, el desplazamiento quimico se cambiara
y los agentes de T; alto en diferentes entornos quimicos se pueden visualizar por separado usando pulsos sensibles
al desplazamiento quimico. Cuando la diferencia de frecuencia entre moléculas de T1 alto en diferentes entornos es
de 10 Hz o mayor, preferentemente 20 Hz o mayor, mas preferentemente 150 Hz o mayor (correspondiente a 3,5
ppm o mayor a 1T), los dos componentes se puede excitar por separado y visualizar en dos imagenes. Después se
pueden usar pulsos de excitacién selectiva del desplazamiento quimico estandar. Cuando la separacion de
frecuencia es menor, los dos componentes pueden no separarse usando pulsos de rf selectivos de frecuencia, La
diferencia de fase creada durante el retraso de tiempo tras el pulso de excitacion y antes de la deteccion de la sefial
de RM puede usarse después para separar los dos componentes. Se pueden usar procedimientos de secuencia del
pulso de imagen sensibles a la fase (Dixon, Radiology, 1984, 153: 189-194 y Sepponen, Mag Res. Imaging, 3, 163 -
167, 1985) para generar imagenes que visualizan entornos quimicos diferentes o metabolitos diferentes. El tiempo
de relajacién T largo que puede ser una caracteristica de un agente de T alto posibilitara, en estas circunstancias,
usar tiempos de eco (TE) largos y seguir obteniendo una proporcion sefial—ruido alta. Por tanto, una ventaja
importante de los agentes de T alto usados en el presente procedimiento es que exhibe un desplazamiento quimico
dependiente de la composicion local del cuerpo en el que se localizan. Los agentes de T; alto preferidos exhibiran a
1T un desplazamiento quimico de mas de 2 ppm, preferentemente de mas de 10 ppm, en funcién de si el agente de
T, alto se localiza dentro o fuera del sistema vascular. Los agentes de T alto preferidos exhibiran un desplazamiento
quimico de mas de 2 ppm, preferentemente de mas de 10 ppm, por 2 unidades de pH o por grado Kelvin o tras ser
metabolizados. Los agentes de T, alto que contienen nudcleos de 3¢ polarizados (o nicleos 15X) exhiben grandes
cambios en el desplazamiento quimico en respuesta a los cambios fisiolégicos (p. €j.,pH, pO2, pCO,, potencial
redox, temperatura o concentraciones iénicas de, por ejemplo, Na*, K", Ca2+) 0 actividad metabdlica y, por tanto, se
pueden usar para monitorizar estos parametros.

Los agentes de T; alto sélidos (p. €j., sélidos enriquecidos en Bco 15N) puede exhibir tiempos de relajacion T1y, por
este motivo, son especialmente preferidos para usar en el presente procedimiento. El tiempo de relajacion T; puede
ser de varias horas en la fase de volumen, aunque se puede reducir mediante la reduccién del tamafio de grano y/o
la adicién de impurezas paramagnéticas, por ejemplo oxigeno molecular. El tiempo de relajaciéon prolongado de los
sélidos permite de forma ventajosa llevar a cabo el procedimiento convencionalmente con menos prisa y es
particularmente ventajoso para permitir almacenar o transportar el agente de T1 alto sélido antes de la formulacion
farmacéutica t la administracién. En una realizacion, el agente de T, alto polarizado se puede almacenar a una
temperatura baja y antes de la administracion, y el agente de T; alto se puede calentar rapidamente hasta
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temperaturas fisiolégicas usando técnicas convencionales, tales como radiacion de infrarrojos o de microondas o,
simplemente, afiadiendo medios administrables estériles calientes, por ejemplo solucién salina.

Para el uso in vivo, un agente de T; alto polarizado se disuelve en medios administrables (p. €j., agua o solucion
salina), se administra a un sujeto y se realiza la obtencién de imagenes RM convencionales. Por tanto, los agentes
de T: alto sdlidos son, preferentemente, de solubilidad rapida (p. €j., hidrosolubles) para ayudar a formular los
medios administrables. Preferentemente, el agente de T; alto deberan disolverse en un vehiculo fisiolégicamente
tolerable (p. €j., agua o solucién de Ringer) a una concentracion de al menos 1 mM a una velocidad de 1mM/3T; o,
mas particularmente preferentemente 1mM/2T; 0 mas, especialmente preferentemente 1mM/T1 0 mas. Cuando el
agente de T; alto sélido se congela, el medio administrable se puede calentar, preferentemente a una medida tal que
la temperatura del medio tras la mezcla esta proxima a 37 °C.

Un agente de T, alto polarizado se puede administrar (solo o con componentes adicionales tales como agentes de
T, alto adicionales) en forma liquida. La retencién de la polarizacion en un medio liquido frente a un medio gaseoso
es S|gn|f|cat|vamente mayor. Por tanto, aunque T1 y T2 son, en general, mas cortos para el liquido, el efecto T>* por
la difusién es 10° veces menos significativo para el liquido. En consecuencia, para los agentes de T, alto, la
secuencia de imagen usada generalmente tiene que ser FLASH o GRASS, mientras que, por el contrario, se pueden
usar secuencias de imagen mas eficientes para los liquidos. Por ejemplo, los liquidos tienen, en general, una
difusion mas lenta, lo que posibilita usar secuencias tales como imagenes de eco planar (EPI). La técnica global sera
mas rapida y una resolucion de mejor rendimiento (tamafio del voxel < 1mm) que las técnicas convencionales
(tamafio del voxel aproximadamente 1-5 mm) a los tiempos de adquisicién actuales. Dara buenas imagenes en
todos los campos, incluido en maquinas de campo bajo (p. €j., 0,01-0,5T).

A menos que el agente hiperpolarizado se almacene (y/o transporte) a una temperatura baja y en un campo aplicado
como se ha descrito anteriormente, ya que el procedimiento de la invencion se puede llevar a cabo en el tiempo en
el que la solucién hiperpolarizada del agente de T alto permanece significativamente polarizado, es deseable que la
administracion del agente de T; alto polarizado se efectie rapidamente y que la medicion de RM siga poco después.
La via de administracion preferida para el agente de T, alto polarizado es parenteral, por ejemplo mediante inyeccion
en bolo, mediante inyeccién intravenosa, intraarterial o perioral. El tiempo de inyeccion debera ser equivalente a 5T,
0 menor, preferentemente a 3T; 0 menor, en particular preferentemente a T1 0 menor, especialmente 0,1T;. Pueden
obtenerse imagenes de los pulmones mediante pulverizacién, por ejemplo mediante pulverizacién en aerosol.

El agente de T, alto debera estar enriquecido, preferentemente, con nicleos (p. €j., nicleos de * N y/o C) que
tlenen un tiempo de relajacién T1 prolongado Son preferldos los agentes de T; alto enriquecidos con 3¢ gue tienen

BC enuna posicion concreta (0 mas de una posicién concreta) en una cantidad superior a la abundancia natural, es
decir por encima del 1 %. Preferentemente, dicha posiciéon del carbono UGnico tendrd un 5 % o mas de 13 C,
particularmente preferentemente un 10 % o0 mas, especialmente preferentemente un 25 % 0 mas, mas
especnalmente preferentemente un 50 % o0 mas, incluso mas preferentemente mas del 99 % (p. €j., 99,9 %). Los
nucleos de **C ascienden a, preferentemente, > 2 % de todos los atomos de carbono en el compuesto. El agente de
T, alto esta, preferentemente enriquecido en 13C en una o més posiciones del carbonilo o carbono cuaternario,
dado que un nucleo de 13¢C en un grupo carbonilo o en ciertos carbonos cuaternarios puede tener un tiempo de
relajacion T, normalmente de mas de 2 s, preferentemente de mas de 5 s, especialmente preferentemente de mas
de 30 s. Preferentemente el compuesto enriquecido en 3C debera estar marcado con deuterio, especialmente
adyacente al nucleo de *3C.

La presente invencién se puede usar para progoruonar una composicion que comprende una solucion
hiperpolarizada de un compuesto enriquecido con *C, *N, *°F, ?°Si, ®'P o H polarizado, junto con uno o mas
vehiculos o excipientes fisiolégicamente aceptables.

Desde la perspectiva de un aspecto adicional, la presente invencién se puede usar para proporcionar un medio de
contraste que comprende una solucién hiperpolarizada de un agente de T, alto polarizado enriquecido con nudcleos
de °C, N, *°F, ?°sj, *'P 0 H que tienen un tiempo de relajacién T; de 2 s 0 mas, preferentemente de 10 segundos o
mas, mas preferentemente de 30 s 0 mas, especialmente preferentemente de 60 s 0 mas en solucién n campos
magnéticos de 0,005 — 10T, preferentemente de 0,01 — 10T, junto con uno o mas vehiculos o excipientes
fisiolégicamente aceptables.

Compuestos enriquecidos en 3¢ preferidos son aquéllos en los que el nucleo de °C esta rodeado por uno 0 mas
nacleos no activos en RM tales como O, S, C o un doble enlace. Agentes enriquecidos en B¢ especificamente
preferidos son Bcos® y H*cOs (sal de sodio para inyectables y sal de calcio o potasio para polarizacion).

También se prefieren los tipos siguientes de compuestos (*indica las posiciones enriquecidas en 13C):

(1) los compuestos carboxilo que comprenden de 1 a 4 grupos carboxilo:
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acido hidroxipirivico " acido glucurénido

«COO"

acido oxalico

e
coo”
[ ]
acetoacetato

(en los que R representa cualquier resto hidrocarburo lineal o ramificado, preferentemente un atomo de carbono
altamente sustituido, especialmente preferentemente un carbono cuaternario) y ésteres, isémeros, especialmente
estereoisbmeros y rotameros, de los mismos;

(2) compuestos de mono y biarilo sustituidos:
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gen los que cada grupo R o R’ es, de forma independiente, un atomo de hidrégeno, un atomo de yodo, un atomo de
P o siendo un resto hidréfilo M cualquiera de los grupos no ionizantes usados de forma convencional para
potenciar la solubilidad en agua dentro del campo de los agentes de contraste para rayos X de triyodofenilo,
Incluidos, por ejemplo, un grupo alquilo Ci.;0 de cadena lineal o ramificado, preferentemente un grupo Ci.s,
opcionalmente con uno o mas restos CH, o CH sustituidos por atomos de oxigeno o nitrdgeno y sustituidos
opcionalmente con uno o mas grupos seleccionados de oxo, hidroxi, amino, derivado de carboxilo y azufre sustituido
con oxo y atomos de fosforo).

Ejemplos concretos del grupo M incluyen polihidroxialquilo, hidroxialcoxialquilo e hidroxipolialcoxialquilo y dichos
grupos unidos al grupo fenilo mediante un enlace amida tal como hidroxialquilaminocarbonilo, N-alquil-
hidroxialquilaminocarbonilo y bis-hidroxialquilaminocarbonilo. Entre dichos grupos M preferidos estan los que
contienen 1, 2, 3, 4, 5 0 6, especialmente 1, 2 o 3 grupos hidroxi, por ejemplo

-CONH-CH,CH>0OH

-CONH-CH,CHOHCH,OH

-CONH-CH(CH,0H)»

-CON(CH2CH,0H),
ademas de otros grupos tales como

-CONH;

-CONHCH3s

-OCOCHs

-N(COCH3)H

-N(COCHzs)alquilo C1-3

-N(COCHz3)-mono, bis o tris-hidroxialquilo Ci.4

-N(COCH,0H)-mono, bis o tris-hidroxialquilo Ci.4

-N (COCH20H),

-CON(CH2CHOHCH,0OH) (CH>CH,0H)

-CONH-C(CH20H)z y

-CONH-CH(CH>OH)(CHOHCH,0H).
En general, los grupos M comprenderan, cada uno, preferentemente, un grupo polihidroxialquilo Ci.4, tal como
grupos alquilo Ci.4 sustituidos con 1, 2 o 4 grupos hidroxi (por ejemplo, hidroximetilo, 2-hidroxietilo, 2,3-
bishidroxipropilo, 1,3-bishidroxipro-2-ilo, 2,3,4-trihidroxibutilo y 1,2,4-trihidroxibut-2-ilo) opcionalmente conectados
con el anillo fenilo mediante un grupo CO, SO o SO; (p. ej., COCH,0OH o SO,CH,0OH).

Compuestos preferidos son aquéllos en los que dos o tres grupos R no adyacentes en o cada resto C¢Rs son yodo y
al menos uno, y preferentemente dos o tres, grupos R, en el o cada resto C¢Rs y los restos M o Mi. cada M es, de
forma independiente, un resto hidréfilo no idnico; y cada M; representa de forma independiente un grupo alquilo Ci.4
sustituido con al menos un grupo hidroxilo y unido opcionalmente al anillo fenilo mediante un grupos carbonilo,
sulfota o sulféxido, al menos un grupo R, preferentemente al menos dos grupos R y, especialmente
preferentemente, al menos un grupo R en el o cada resto CsRs, siendo un resto M;. Especialmente preferidos son
los compuestos divulgados en el documento WO-A-96/09282.

(3) azlcares:
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(4) cetonas:

.0
ﬁ—{! -
]
(en las que R y R’ son como se ha definido con anterioridad)
5 (5) ureas:
'nm;—:{ ! i
. NRR" HN™ " “NH,
urea
(6) amidas:
.0
R—
NAR'R®
10 (7) aminoacidos:
R 0.
I> *{ :
HaN oMW’

y péptidos y proteinas marcados en la posicién carbonilo, particularmente los que en la técnica se sabe que son

Utiles para dirigir a las células tumorales. De las proteinas, la albimina es especialmente preferida. Los polimeros

también son utiles, particularmente aquéllos con una toxicidad baja (p. ej., polilisina) y aquéllos con muchos grupos
15 carboxilo (p. €j., acido poliglutamico). Los siguientes aminoacidos son especialmente preferidos.
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(8) carbonatos:
'RO’:{O
—~_OR

(9) nucledtidos

; ribosa

o z § ) é'cid; L’J;'ico
acido guanilico :
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e
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ribosa
acido xantilico

(10) marcadores:

tiroxina
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HO

roHge”

; Inositol
acido ascorbico
T CHy
i
. HOHO CH
H
; pitidoxina

inositolhexanitotinato
{hexanicil, astra)

cinoxacina

Sulfonamida

derivados de penicilina

Carboplatino
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y (11) compuestos tales como:
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(en los que R indica cualquiera de las cadenas laterales convencionales adecuadas para usar en los agentes de
contraste para rayos X y A indica I, D, OR, RC=0 o *°F)

t 1

{elegir uno de los dos uc ]

L
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En cualquiera de las definiciones anteriores, a menos que se especifique lo contrario, R, R’, R” y R indican
cualquier sustituyente adecuado, preferentemente un sustituyente unido por un nidcleo no magnético.

Los analogos total o parcialmente marcados con deuterio o con ®F de cualquiera de estos compuestos son
particularmente preferidos.

Ciertos de estos compuestos enriquecidos con 3¢ mencionados anteriormente son nuevos per se y forman un
aspecto adicional de la invencion. Los compuestos que son hidrosolubles son particularmente preferidos.

En general, los aminoacidos enriquecidos con B¢ y cualquiera de los agentes de contraste conocidos de los campos
de agentes de contraste para rayos X y de agentes de contraste para RM (el agente quelante sin el contraion
metdlico, por ejemplo agentes quelantes de Gd convencionales sin Gd) son agentes de Ti preferidos. Los
intermedios en los ciclos metabdlicos normales, tales como el ciclo del acido citrico, por ejemplo acido fumarico y
acido piravico, se prefieren para la obtencién de imagenes de la actividad metabdlica.

Los valores T; para compuestos enriquecidos con 3¢ dtiles en la invencién se notifican en la literatura y pueden
determinarse de forma rutinaria. Ejemplos incluyen:

(a) uno no hidrosoluble en agua (es decir, soluble en un disolvente organico):

TN \é

mh\é/ Sés \&

6B ¢

15
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(b) hidrosoluble
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(acido ascorbico) -

{acido formico)

o] (acido piravico)

T
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En general, la hiperpolarizacién se puede llevar a cabo mediante tres procedimientos que se describen a
continuacién en el presente documento. No obstante, cabe destacar que el procedimiento de la invencion esta
limitado al procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende hiperpolarizacion de una muestra sélida de un
agente de T; alto mediante polarizaciéon nuclear dinamica efectuada por un agente de contraste OMRI, estando el
agente de T; alto en estado sdlido durante la polarizacién y en contacto estrecho con el agente de contraste OMRI
gue esta también en estado sélido.

Se prevé que, en el procedimiento de acuerdo con la invencion, el nivel de polarizacién alcanzado deberia ser
suficiente para permitir que la solucién hiperpolarizada del agente de Ti alto para alcanzar una potenciacion de
contraste eficaz para el diagnéstico en la muestra a la que después se administra en cualquier forma. En general, es
deseable alcanzar un nivel de polarizacién que sea al menos un factor de 2 o mas por encima del campo en el que
se realiza la RM, preferentemente un factor de 10 o mas, particularmente preferentemente de 100 o mas y
especialmente preferentemente de 1.000 o mas, por ejemplo 50.000.

En el procedimiento de acuerdo con la invencion, como se define con la reivindicacion 1, el agente de contraste
OMRI y el agente de T; alto estan presentes como composicion durante la polarizacion.

La polarizacién nuclear dindmica se puede conseguir mediante tres posibles mecanismos (1) el efecto Overhauser,
(2) el efecto sélido y (3) el efecto de mezclado térmico (véase A. Abragam y M. Goldman, Nuclear Magnetism: order
and disorder, Oxford University Press, 1982). El efecto Overhauser es un procedimiento dirigido por relajaciéon que
se produce cuando la interaccién electron-nucleo depende del tiempo (debido al movimiento térmico o a los efectos
de relajacion) en la escala de tiempo de la frecuencia Larmor de electrones inversos 0 mas corto. La relajacién
cruzada nuclear de electrones tiene como resultado un intercambio de energia, dando la matriz lugar a una
polarizacién nuclear potenciada. La potenciacion global depende de la intensidad relativa de la interaccion electron-
nuclear escalar y bipolar y la potencia de microondas. Para los sistemas estaticos son operativos tanto el mezclado
térmico como el efecto sélido. En el efecto sélido, el sistema de espin de electrones se irradia a una frecuencia que
corresponde a la suma o la diferencia de las frecuencias de Larmor electrénicas y nucleares. El deposito de Zeeman
nuclear absorbe o emite la diferencia de energia y su temperatura de espin se madifica, lo que tiene como resultado
una polarizacion nuclear potenciada. La eficiencia depende de las probabilidades de transicion de las transiciones de
otro modo prohibidas que se permiten por la mezcla de estados nucleares por términos no seculares de la
interaccion bipolar electron-nlcleo. La mezcla térmica se produce cuando el depdésito bipolar electrén-electron
establece contacto térmico con el deposito nuclear de Zeeman. Esto tiene lugar cuando la anchura caracteristica de
la linea de resonancia electronica es del orden de la frecuencia nuclear de Larmor. La relajacion cruzada electron-
electrén entre espines con diferencia de energia igual a la energia nuclear de Zeeman es absorbida o emitida por el
deposito bipolar electronico, lo que cambia su temperatura de espin y se potencia la polarizaciéon nuclear. Para la
mezcla térmica se pueden usar transiciones tanto prohibidas como permitidas.

Cuando el agente de polarizacion es un agente de contraste OMRI, el procedimiento se puede llevar a cabo de
forma conveniente usando un primer iman para proporcionar el campo magnético polarizante y un segundo iman
para proporcionar el campo magnético primario para la obtenciéon de imagenes por RM. El mismo iman se puede
usar para ambos fines. La Figura 1 de las figuras adjuntas es una representacion esquematica de un aparato
adecuado para llevar a cabo la primera realizacion de la invenciéon. Un iman polarizante autdbnomo (1) opcionalmente
con un filtro rodea un resonador EPR (2) que proporciona la polarizacion nuclear. Se proporciona un contenedor (3)
que comprende una bomba para transportar la composicién de contraste que se libera en un sujeto (4) por medio de
una via de liberacion (5). El sujeto se introduce dentro de un escaner de RM convencional (6).

En el aparato anterior se puede usar un resonador dieléctrico en el procedimiento de polarizacién nuclear dinamica.
En términos generales, la polarizacion nuclear dinamica requiere un volumen con un campo magnético de alta
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frecuencia bastante fuerte y un campo eléctrico adjunto que se hace lo mas pequefio posible. Se puede usar un
resonador dieléctrico para proporcionar una disposicién de campo preferida en la que las lineas del campo
magnético tienen una forma de paja en un fajo de maiz con un campo eléctrico formando circulos como la cuerda
gue ata el fajo. Una disposicion de campo de este tipo se puede formar mediante uno de varios anillos o tubos de un
material con una constante dieléctrica alta y pocas pérdidas. El experto en la técnica apreciara que dicho tubo
exhibira diferentes modos resonantes electromagnéticos. Uno de los modos dominantes tiene la caracteristica
deseada del campo eléctrico circulante alrededor del eje del tubo dentro de la pared y es cero en el eje y en todas
partes perpendiculares al mismo. Por otro lado, el campo magnético se concentra alrededor del eje del tubo y esta
principalmente dirigido a lo largo del mismo. La composicidon que se va a polarizar se coloca de forma conveniente
dentro del resonador que esta colocado dentro de una caja de metal con un aclaramiento habitualmente del orden
del tamafio del resonador y se excita a las resonancias deseadas con un bucle de acoplamiento o similar. La caja de
metal garantiza que la energia electromagnética no se pierde por radiacion. La Figura 2 de las figuras adjuntas
muestra un resonador dieléctrico (1) (con un eje de simetria rotacional (2)) con una caja de metal (3).

Una alternativa al resonador dieléctrico es una cavidad resonante de la cual los expertos en la técnica conocen. Una
cavidad resonante simple y eficiente es una caja de metal, como una caja de metal cilindrica. Un modo adecuado es
uno conocido como TM1,1,0, que produce un campo magnético perpendicular en el eje de la cavidad. Es posible
excitar dos de estos modos en la misma cavidad a la misma frecuencia produciendo campos que son mutuamente
perpendiculares. Disponiéndolos para que tengan una diferencia de fase de 90° se puede producir un campo
rotatorio que sea especialmente eficiente para implementar la polarizacién dinamica con un minimo de disipacién en
la muestra. Modos con distribuciones de campo similares para diferentes formas de cavidades, por ejemplo
cavidades rectangulares, son familiares para los expertos en la técnica.

La composicion también puede estar dispersa en una pluralidad de compartimentos durante la etapa de polarizacion
nuclear dindmica. Por tanto, la composicion podria dividirse normalmente en canales paralelos proporcionados, por
ejemplo, mediante placas, discos o tubos de separacién paralelos, habitualmente tubos de extremos abiertos. Las
pérdidas eléctricas (corrientes de eddy) en la composicion debidas al campo magnético se reducen dividiendo la
composicion en volumenes mas pequefios usando barreras de aislamiento eléctrico, situadas preferentemente
perpendiculares al campo. Si la composicion esta en un vaso cilindrico rodeado por un resonador dieléctrico como
se ha descrito anteriormente en el presente documento, las barreras de aislamiento serian planos que pasan
Radialmente desde el eje del vaso a su pared. Una disposicion mas simple y mas practica es polarizar la
composicion en un contenedor que contiene una pluralidad de tubos de pared fina de un material de aislamiento, tal
como cuarzo, vidrio o plastico. Esto tiene la ventaja de reducir las pérdidas eléctricas en la composicién, que permite
polarizar un mayor volumen de la composicién para la misma potencia electromagnética aplicada. Las paredes,
interna, externa o ambas, de los tubos pueden servir de forma similar como sustrato sobre el cual el agente de
contraste OMRI esta unido, de forma que la presién aplicada en un extremo del contenedor puede forzar el agente
de contraste sustancialmente OMRI polarizado, el agente de T; alto fluido a salir del contenedor, por ejemplo con
una via de liberacion que conduce al sujeto (paciente) que esta siendo sometido a la exploracion con RM.

Se prevé que, en el procedimiento de acuerdo con la invencion, se puede usar cualquier agente de contraste OMRI
conocido capaz de polarizar un agente de T; alto en una medida tal que se alcanza una potenciacion de contraste
eficaz para el diagndstico en la muestra a la que se administra el agente de T; alto. Cuando el agente de contraste
OMRI es un radical libre paramagnético, el radical se puede preparar de forma conveniente in situ desde un
precursor radical estable mediante una etapa de generacién de radicales fisica 0 quimica poco antes de la
polarizacién o, como alternativa, mediante el uso de radiacion ionizante. Esto es particularmente importante cuando
el radical tiene una semivida corta. En estos casos, habitualmente el radical no sera reutilizable y puede descartarse
convenientemente una vez que se ha completado la etapa de separacion del procedimiento de acuerdo con la
invencion.

En sdlidos, se prefiere efectuar una polarizacion nuclear dindmica irradiando un espin de electrones a una
temperatura baja y con un campo alto. Ejemplos especificos de polarizaciéon nuclear dinamica de agentes de T; alto
solidos son:

(1) lisosoma T4 marcado en Ala con 15N vy glicina-13C en soluciones acuosas congeladas de glicerol/agua
60:40 con el radical libre 4-amino TEMPO como fuente de polarizacion de electrones (D.A. Hall, D. Maus, G.
Gerfen and R.G. Griffin, Science, 1997), se obtuvieron potenciaciones de aproximadamente 50 y 100,
respectivamente a 5T y 40K;

(2) Glicina marcada con carboxi->C en solucién acuosa congelada de glicerol/agua 60:40 con TEMPO como
radical libre. Se obtuvo una potenciacion de 185 a 5T y 14K (G.J. Gerfen, L.R. Becerra, D.A. Hall, R.G. Griffin,
R.J. Temkin, D.J. Singel, J. Chem. Phys. 102(24), 9494-9497 (1995);

(3) Polarizaciéon dinamica de protones y deuterones en 1,2-etanodiol dopado con complejos de Cr a 2,5T. El
grado de polarizacién obtenido es 80 % (W. De Boer and T.O Niinikoski, Nucl. Instrum. Meth. 114, 495 (1974).

Por supuesto, preferentemente, un agente de contraste OMRI escogido exhibira una semivida prolongada
(preferentemente de al menos una hora), tiempos de relajacién largos (T1e Y T2g), alta capacidad de relajaciéon y un
numero pequefio de vias de transicién a ESR. Por tanto, los radicales libres organicos paramagnéticos basados en
oxigeno, basados en azufre o basados en carbono o las particulas magnéticas a las que se hace referencia en los

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2393833 T3

documentos WO-A-88/10419, WO-A-90/00904, WO-A-91/12024, WO-A-93/02711 o WO-A-96/39367 serian agentes
de contraste OMRI adecuados.

No obstante, los agentes de contraste OMRI (tiles en el presente procedimiento no se limitan a los radicales libres
organicos paramagnéticos. Las particulas que exhiben las propiedades magnéticas de paramagnetismo,
superparamagnetismo, ferromagnetismo o ferrimagnetismo también pueden ser agentes de contraste OMRI (tiles,
como lo pueden ser otras particulas que tienen electrones libres asociados. Las nanoparticulas
superparamagnéticas (p. €j., nanoparticulas de éxido de hierro o de hierro) pueden ser particularmente utiles. Las
particulas magnéticas tienen las ventajas sobre los radicales libres organicos de una estabilidad alta y un fuerte
acoplamiento de espin electrénico/nuclear (es decir, relatividad alta) que conduce a mayores factores de
potenciacion de overhauser.

Para los fines de administracion, el agente de T; ato debera administrarse, preferentemente, en ausencia de todo, o
de sustancialmente todo, el agente de contraste OMRI. Preferentemente se elimina al menos un 80 % del agente de
contraste OMRI, particularmente preferentemente un 90 % o mas, especialmente preferentemente un 95 % o0 mas,
mas especialmente un 99 % o mas. En general, es deseable eliminar tanto agente de contraste OMRI como sea
posible antes de la administracion para mejorar la tolerabilidad fisiolégica y para incrementar el Ti. Por tanto,
agentes de contraste OMRI preferidos para usar en la primera realizacién del procedimiento de acuerdo con la
invencion son aquéllos que se pueden separar de forma rapida y conveniente del agente de imagen para RM de T1
alto polarizado usando las técnicas conocidas que se tratan mas adelante. No obstante, cuando el agente de
contraste OMRI es no téxico, se puede omitir la etapa de separacién. Una composicion sélida (p. €j., congelada) que
comprende un agente de contraste OMRI y un agente de Ti alto que se ha sometido a polarizacién se pueden
disolver rapidamente en solucién salina (p. €j., solucion salina templada) y la mezcla inyectada poco después.

En la etapa de separacion del procedimiento de la invencion, es deseable eliminar sustancialmente todo el agente
de contraste OMRI de la composicion (o al menos para reducirlo a niveles fisiologicamente tolerables) lo mas rapido
posible. En la técnica se conocen muchas técnicas de extraccidon o separacion fisica o quimica y se pueden usar
para efectuar una separacion rapida y eficiente del agente de contraste OMRI y del agente de T; alto. Claramente,
las técnicas de separacion mas preferidas son aquéllas que se pueden efectuar con rapidez y, particularmente,
aquéllas que permiten la separacién en menos de un segundo. A este respecto, las particulas magnéticas (p. €j.,
particulas superparamagnéticas) se pueden usar de forma ventajosa como agente de contraste OMRI, asi como
serd posible usar las propiedades magnéticas inherentes de las particulas para alcanzar una separacion rapida
mediante técnicas conocidas. De un modo similar, cuando el agente de contraste OMRI o la particula se une a una
esfera soélida, se puede separar de forma conveniente del liquido (es decir, si la esfera sélida es magnética mediante
un campo magnético adecuadamente aplicado).

Para facilitar la separacion del agente de contraste OMRI y el agente de T; alto, es particularmente preferido que la
combinacién de los dos sea un sistema heterogéneo, por ejemplo un liquido de dos fases, un sélido en suspensién
liquida o un sustrato sélido de area de superficie relativamente alta dentro de un liquido, por ejemplo un sdlido en
forma de fibras o laminas de esfera dispuestas en un agente de T; alto en fase liquida. En todos los casos, la
distancia de difusion entre el agente de T; alto y el agente de contraste OMRI debe ser lo bastante pequefio como
para conseguir una potenciacion overhauser eficaz. Ciertos agentes de contraste OMRI son de naturaleza inherente
particulada, por ejemplo las particulas para magnéticas y los agentes superparamagnéticos a los que se ha hecho
referencia anteriormente. Otros se pueden inmovilizar, absorber o acoplar en un sustrato o soporte sélido: (p. €j., un
polimero organico o matriz inorganica, tal como una zeolita o un material de silicio) por medios convencionales. Una
unién covalente fuerte entre el agente de contraste OMRI y un sustrato o soporte sélido limitaran, en general, la
eficacia del agente en la consecucién del efecto overhauser deseado y, de este modo, se prefiere que la union, si
existe, entre el agente de contraste OMRI y el sustrato o soporte sélido es débil de modo que el agente de contraste
OMRI todavia puede rotar libremente. El agente de contraste OMRI puede estar unido a un sustrato/soporte
insoluble en agua antes de la polarizacion o el agente de contraste OMRI puede estar fijado/unido al
sustrato/soporte tras la polarizacién. El agente de contraste OMRI puede separarse después del agente de T; alto,
por ejemplo mediante filtracion antes de la administracion. El agente de contraste OMRI puede también estar unido a
una macromolécula hidrosoluble y el agente de contraste OMRI-macromolécula puede separarse del agente de Ti
alto antes de la administracion.

Cuando la combinacion de un agente de contraste OMRI y el agente de T; alto es un sistema heterogéneo sera
posible usar las diferentes propiedades fisicas de las fases para llevar a cabo la reparacion mediante técnicas
convencionales. Por ejemplo, cuando una fase es acuosa y la otra no acuosa (sélida o liquida), puede ser posible
simplemente decantar una fase de la otra. Como alternativa, cuando el agente de contraste OMRI es un sustrato
sélido o un sdlido (p. €j., una esfera) suspendido en un agente de T; alto liquido, el solido se puede separar del
liguido por medios convencionales, por ejemplo filtracién, medios gravimétricos, cromatograficos o centrifugos.
También se prevé que los agentes de contraste OMRI pueden comprender restos liofilicos y, de este modo, se
separan del agente de T; alto mediante su paso o a través de un medio lip&filo fijado o el agente de contraste OMRI
puede estar unido quimicamente a una esfera sélida lipéfila. De acuerdo con la invencion, el agente de T; alto esta
en un estado sélido (p. ej., congelado) durante la polarizacién y en contacto estrecho con un agente de contraste
OMRI. Tras la polarizacién se puede disolver en agua o solucion salina caliente o fundirse y eliminarse o separarse
del agente de contraste OMRI cuando este Ultimo puede ser tdxico y no se puede administrar.
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Una técnica de separacion hace uso de un polimero de intercambio de cationes y un agente de contraste OMRI
catiénico, por ejemplo un radical de triarilmetilo portador de grupos carboxilato pendientes. Como alternativa, la
acidificacion de la soluciéon a un pH de aproximadamente 4 puede hacer que el agente de contraste OMRI precipite.
A continuacién, la separacion se puede llevar a cabo mediante, por ejemplo, filtraciéon seguida de neutralizaciéon. Una
técnica alternativa implica afiadir iones, lo que produce precipitacion de los agentes OMRI iénicos que, después, se
pueden eliminar mediante filtracién.

Ciertos agentes de contraste OMRI, tales como el radical triarilmetilo, pueden tener afinidad por proteinas. Por tanto,
tras la polarizacién, una composicién que contiene un agente de contraste OMRI con una afinidad proteica se puede
pasar a través o sobre una proteina en una forma que exponga un area de superficie grande al agente, por ejemplo
en forma particulada o unida a la superficie. De este modo, la unién del agente de contraste OMRI a la proteina
permite su eliminacion de la composicion.

Como alternativa, cuando un agente de T; alto hidrofilo estd en forma sélida (p,. €j., congelada), se puede poner en
contacto con un agente de contraste OMRI que se disuelve en un fluido organico con una temperatura de fusién
superior a la del agente de T alto. La mezcla se congela y se realiza la polarizacién. Tras la polarizacion, la mezcla
se caliente y el agente de contraste OMRI so6lido y su disolvente se elimina. El agente de T; alto permanecera
hiperpolarizado durante un tiempo significativo en estado congelado y se puede transportar a distancias largas antes
de su disoluciéon en agua o solucién salina para inyectables.

En general, la hiperpolarizacion de los nuicleos se puede efectuar mediante un gas hiperpolarizado o mediante el uso
de un campo alto. Estos dos ejemplos se describen a continuacién, aunque no representan realizaciones de la
presente invencion.

La hiperpolarizacion de los nicleos se puede efectuar mediante un gas hiperpolarizable. Este ejemplo comprende:

(a) hiperpolarizar un gas hiperpolarizable antes, durante o después de introducir un agente de T1 alto de moso
que se produce polarizacion nuclear de dicho agente de T, alto;
(b) disolver en un disolvente fisiologicamente tolerable dicho agente de T; alto.

Por gas hiperpolarizable se quiere decir un gas con un momento angular de espin distinto de cero capaz de sufrir
una transiciéon de electrones a un estado de electrén excitado y, después, de volver al estado fundamental.
Dependiendo de la transicion que se bombea épticamente y de la felicidad de la luz se puede conseguir una
hiperpolarizacion de espin positiva 0 negativa (hasta un 100 %). Ejemplos de gases adecuados para usar en la
segunda realizacion del procedimiento de la invencion incluyen los gases nobles He (p. ej.,He o 4He) y Xe (p. €j.,
lnge), preferentemente He, particularmente preferentemente ®He. También se pueden usar vapores de metales
alcalinos, por ejemplo vapores de Na, K, Rb, Cs. También se pueden usar mezclas de los gases o el gas
hiperpolarizable se puede usar en forma liquida o sélida. El término gas hiperpolarizable también cubre cual%uier
g%s con espin nuclear distinto de cero que se puede polarizar mediante bombeo 6ptico y es, preferentemente, 129%e
0 “He.

Se apreciara que el gas hiperpolarizado puede transferir polarizacién al sistema de espin nuclear de un agente de T
alto directa o indirectamente. Cuando el agente de T alto se va a polarizar indirectamente mediante vapor de agua,
puede ser ventajosamente hidrosoluble.

Para los fines de polarizacion de acuerdo con la segunda realizacion de la invencion, el agente de T, alto puede
estar, en general, en forma gaseosa, liquida o sélida.

Cuando el agente de T; alto se polariza durante su estado gaseoso, es conveniente (para los fines de separacion del
gas hiperpolarizado y de administracion) poder convertirlo rapidamente en un liquido o soélido. Esto tiene el beneficio
afiadido de incrementar significativamente el T;. Por tanto, la eliminaciéon de la presiéon y temperatura elevadas
impuestas sobre la mezcla de gas conducira a un enfriamiento rapido y a la condensacion. Aunque es posible mas
enfriamiento mediante, por ejemplo, el contacto del agente de T alto polarizado con una superficie fria.

En una realizacién preferida, se pasa un fluido hiperpolarizado, por ejemplo 129%e, a una presion elevada y/o a una
temperatura baja a través de una columna de agente de T; alto sélido enriquecido con Bc ylo enriquecido con =
hasta casi consequir la polarizacion en equilibrio del sélido. En general, se puede usar cualquiera de los agentes
enriquecidos con 3C mencionados anteriormente.

En otro ejemplo, un gas hiperpolarizado se congela/cristaliza sobre la superficie sélida/congelada de un agente de T
alto sélido que se ha preparado con un area de superficie tan grande como sea posible. La mezcla se puede
transportar antes de afadir el medio caliente administrable (p. €j., solucién salina) y alcanzar la temperatura
fisiolégica antes de la inyeccion.

El gas 129%e se puede producir en un estado de espin altamente polarizado en cantidades macroscépicas. Debido a
la limitada solubilidad y a la naturaleza inerte del xenén, existe un interés en transferir la polarizacién a otros
nucleos.
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También se puede producir irradiando un agente polarizante, por ejemplo con una radiacion de estimulacién de la
transicion de resonancia de espin de electrones (p. €j., radiacion por microondas). Esto puede proporcionar un
procedimiento de investigacion por resonancia magnética de una muestra, preferentemente un cuerpo animal
humano o no humano, en el que dicho procedimiento comprende:

i) producir 129%e hiperpolarizado sélido irradiando un agente polarizante de modo que se produce una
polarizacién nuclear dinamica.

En el procedimiento anterior, dicho agente polarizante es, preferentemente, una sustancia que contiene un electron
desapareado, por ejemplo nitréxido, tritilo, (Cr(V) o los agentes OMRI mencionados anteriormente.

Se ha generado considerable interés en la nueva tecnlca de obtencién de imagenes pulmonares mediante RM
usando gases hiperpolarizados tales como *He y *%e como medio de contraste inhalado. No obstante la
produccion de estos gases en su forma hiperpolarizada es laboriosa y requiere tiempo. En la actualidad, el ®*He, en el
gue esta depositado el mayor interés hoy en dia, se puede generar a una velocidad de unos pocos litros a la hora.
No obstante, si la hiperpolarizacién se pudiera realizar en la fase sélida o liquida, serian posibles velocidades de
produccién mucho mas altas. Usando solo “la fuerza bruta”, es Dessié a temperaturas a milikelvin y >10T, los
campos serian un procedimiento extremadamente costos, sin embargo, "la fuerza bruta doble", es decir irradiacién
de Xe congelado en presencia de un radical libre (ion metalico, radical tritilo, nitrxido etc.) a una temperatura
comparativamente moderada (unos pocos K) seria un procedimiento mas practico. El radical se afiadiria en forma
pura o unido a una matriz. Una vez realizada la irradiacion, el calentamiento de la muestra liberaria el gas
hiperpolarizado y se podrian condensar e irradiar un nuevo lote de Xe. Dado que la hiperpolarizacion en este caso
se lleva a cabo en Xe solido, las posibilidades de producir grandes cantidades de gas serian considerables.

El principal mecanismo de relajacion para el **Xe soélido es el intercambio de esg)ln con la relajacion rapida de 1Blxe,
el componente principal en el xenén natural. La proporcién magnetogirica de 199%e y 1Bxe difiere por un factor de
cuatro. Normalmente, las anchuras de la linea de las resonancias de los sélidos son del orden de unos pocos kHz,
Cuando la diferencia en la frecuencia de Larmor es del mismo orden que la anchura de la linea, la polarizacién de
los nucleos se equilibraran rapidamente. Suponiendo que los autores tienen una muestra fria (mas fria que el punto
de congelacion del xenoén, aproximadamente 150 K, dependlendo de la presion), finamente dividida (tamafio de
grano de algunos micrémetros) de una sustancia marcada con BCconun Ty largo en el sélido y permite que el
xenon hiperpolarizado forme escarcha sobre el polvo. Si esta operacion se realiza en un campo magnético de la
intensidad adecuada, el **°Xe y el °C se solaparan y el vuelco del espin de Xe-C sera eficiente, equilibrando la
polarizaciéon entre xenén y carbono. Después, el xendn se puede retirar mediante bombeo y el proceso se puede
repetir hasta alcanzar un nivel de polarizacion adecuado. La intensidad de campo adecuada depende de las formas
exactas de la linea, pero suponiendo anchuras de la linea del orden de 5-10 kHz, que es bastante normal para los
sélidos, el campo éptimo es de aproximadamente 10 mT, normalmente el campo fuera de un RMN-iman o un
pequefio iman de juguete. La base de esto es que la frecuencia del centro de la linea depende del campo, mientras
que la anchura de la linea es esencialmente independiente del campo.

La Figura 3 muestra el comportamiento de dicho sistema a varias intensidads de campo. Un factor importante a
tener en cuenta es qgue todos los nucleos en la muestra se deben tener en cuenta. Este procedlmlento funcionara
para transferir de ““"Xe a B¢ y p05|blemente a Pero no se espera que funcione con e\ que tiene una
frecuencia de resonancia que esta mas cercana a —~Xe que a 129%e. Habra interferencia desde los nucleos
cuadripolares como Na, "Br, ®Br, ?’I y una serie de metales de transicién, teniendo todos frecuencias de
resonancia similares a las del carbono.

Con el fin de generar un gas hiperpolarizado, el gas se somete primero a una descarga u otros medios de excitaciéon
(p. €j., una radiofrecuencia adecuada) que crea un estado de espin de electrones no aireado metaestable v,
después, se bombea opticamente (p. ej., con laser) a una frecuencia adecuada para crear hiperpolarizacién de
electrones. Los diversos procedimientos para alcanzar esto son bien conocidos para los expertos en la técnica o se
describen en, entre otros, el documento US-A-5545396.

Los gases hiperpolarizables preferidos son aquéllos que se pueden separar de forma conveniente y rapida del
agente de T, alto polarizado. Los gases nobles son particularmente Utiles dados sus puntos de ebullicion muy bajos
y su naturaleza de inertes. Preferentemente, el gas elegido exhibira una semivida de hiperpolarizabilidad larga
(preferentemente al menos miles, particularmente al menos cuatromiles y especialmente preferentemente ochomiles
0 Mas).

Un gas hiperpolarizado puede, si se desea, almacenarse durante periodos extendidos de tiempo en un estado
hiperpolarizado. Esto se consigue manteniendo el gas a temperaturas muy bajas, preferentemente en estado
congelado.

Para facilitar la separacion del has hiperpolarizable y el agente de T; alto, la combinacion de los dos puede ser, de
forma ventajosa, un sistema heterogéneo, por ejemplo el agente de T; alto es un sélido a temperaturas ambientales.
En todos los casos, la distancia de difusion entre el agente de T alto y gas, fluido o sélido debe ser lo bastante
pequefio como para conseguir una polarizacion eficaz.
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En la etapa de separacion, es deseable eliminar sustancialmente todo el gas hiperpolarizable de la composicién (o al
menos para reducirlo a niveles fisiol6gicamente tolerables) lo mas rapido posible. Si se desea, el gas se puede
volver a usar, lo que puede ser una consideracion importante dado los gastos de los gases nobles. Se pueden usar
muchas técnicas de extraccion o separacion fisica o quimica conocidas en la materia para efectuar una separacion
rapida y eficiente del agente de contraste OMRI y del agente de T, alto. Claramente, las técnicas de separacion mas
preferidas son aquéllas que se pueden efectuar con rapidez y, particularmente, aquéllas que permiten la separacion
en una fraccién del tiempo de relajacion T, del agente de T; corto.

En un ejemplo adicional, la hiperpolarizacion de los nicleos de imagenes de RM se efectlia mediante el uso de un
campo alto, como se describe en los documentos US-A-5479925 (GEC) y US-A-5617859 (GEC). El documento US-
A-5479925 divulga un procedimiento para generar angiogramas de RM en los que, ex vivo, un agente de contraste
se pasa a través de un iman polarizante pequefio de campo alto, con el fin de generar una magnetizacion
longitudinal alta en el agente antes de su administracion al sujeto. No obstante, no se menciona ni sugiere el uso de
agentes de T; alto para alcanzar un mejor efecto.

En términos generales, la polarizacién de un nicleo de imagen de RM se puede conseguir mediante equilibrado
termodinamico a temperaturas bajas y en un campo magnético alto. Cuando el medio de contraste que se va a
administrar es un material sélido (p. €j., cristalino), se puede introducir en un campo magnético a una temperatura
muy baja. En estas condiciones, T; es muy largo (normalmente muchas horas 0 meses) y, en consecuencia,
requiere un tiempo inaceptablemente largo para que el medio alcance un equilibrio termodinamico. Por tanto, si el
medio de contraste sufre movimientos pequefios en el campo de gradiente mediante, por ejemplo, exposicién a un
gradiente de campo magnético y ultrasonidos o mediante movimiento relativo dentro del campo de gradiente, Ti
disminuira. Cuando se consigue el equilibrio termodinamico, todos los nudcleos en el medio de contraste estaran
altamente polarizados con respecto a la temperatura ambiente y a los campos magnéticos normales usados en la
RM. Este procedimiento tiene la ventaja de permitir retirar el medio de contraste del iman y transportarlo en una
forma "lista para usar” al lugar al que se va a usar. Preferentemente, pero no esencialmente, el transporte puede
tener lugar a una temperatura relativamente baja (p. €j., a una temperatura del nitrégeno liquido). El T; del medio de
contraste sélido de T, alto sera lo bastante largo para permitir el transporte a temperatura ambiente antes de usar.

Uno de los principales obstaculos en el uso de la denominada polarizacion de “intensidad bruta” como procedimiento
para hiperpolarizar muestras son los valores de T; largos a temperaturas bajas y campos altos, normalmente varias
semanas a temperaturas por debajo de 1 K. No obstante, se ha descubierto que es posible usar la dependencia de
campo no lineal de T; para acortar el tiempo necesario para la relajacion mediante un incremento gradual del campo
magnético externo.

Como se ha indicado anteriormente, es de gran interés obtener agentes de contraste inyectables hiperpolarizados.
En teoria, el modo mas sencillo de obtener un material altamente polarizado de espin es enfriarlo hasta una
temperatura muy baja en un campo magnético fuerte y dejar que la muestra alcance el equilibrio térmico. El principal
problema practico en el uso de esta técnica es el tiempo requerido para que se produzca el equilibrio térmico. A
temperaturas por debajo de 1K, la constante de tiempo para el procedimiento, T; podria ser del orden de semanas.

La constante de tiempo de la relajacién longitudinal nuclear, T1, muestra una dependencia cuadratica de la
intensidad de campo en materiales sélidos:

T, = Th,o + cB°

Cuando T1,0 €s la constante de tiempo para la relajaciéon en ninglin campo magnético externo, ¢ es una constante y
B es el campo magnético externo.

La tasa de magnetizacion de la muestra, dM/dt, a una intensidad de campo dada se proporcionara mediante:
i
aM/dt = (Mpax-M) /Ty _

Donde Mmax es la magnetizacion de la muestra tras una relajacion completa en el campo final. Dado que la
dependencia de campo de la constante de tiempo es no lineal, sera posible obtener una magnetizacion mas grande
a un tiempo dado mediante ajuste constante del campo magnético externo de modo que la tasa de magnetizacién
todo el tiempo es lo mas grande posible. El ejemplo mostrado en las figuras 4 y 5 adjuntas se escogi6 para simular
el comportamiento del carbono del carbonilo en acetato sddico sélido. El T; a 7T es 1.700 segundos y el T1 es de
aproximadamente 5 segundos. El tiempo hasta alcanzar el mismo grado de magnetizacion después de 1.700
segundos en un campo constante de 7T se reduce a 1.390 segundos, una reduccién de caso el 20 %, que podria
reducir facilmente el tiempo de equilibrado en una semana a temperaturas de milikelvin. La rampa de campo
optimizada se muestra en la Figura 4, mientras que en la Figura 5 se muestran los valores previstos de una
integracion numérica de la ecuacion para dM/dt dada anteriormente. Este procedimiento sera aplicable para todos
los nicleos con espin, pero serd mas interesante con compuestos con valores de T; largos.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2393833 T3

Como se ha indicado anteriormente, uno de los principales obstaculos en el uso de la denominada polarizacion de
“intensidad bruta” como procedimiento para hiperpolarizar muestras son los valores de Ti largos encontrados a
temperaturas bajas y campos altos, nhormalmente varias semanas a temperaturas por debajo de 1 K. Es posible usar
la técnica del apareamiento de campo bajo para aumentar la tasa de relajacion el grado de polarizacion de los
espines nucleares en sélidos a una temperatura baja. Esto tiene la ventaja adicional de que un polarizador de
intensidad bruta no tiene que poseer ninguna electrénica de radiofrecuencia.

Se conoce hien que diferentes nucleos en la misma molécula relajaran con diferentes constantes de tiempo. Un
modo de acelerar la polarizacién del nucleo de 13C interesante y obtener al mismo tiempo una polarizacion mejor es
usar la polarizacion cruzada del proton de relajacién rapida al carbono de relajacién lenta, un procedimiento de uso
rutinario en la espectroscopia de RMN en estado sélido. Debido a la gran diferencia en la proporcién magnetogirica
entre el protén y 3¢, la diferencia de energia es grande y, por tanto, la transferencia de polarizacion lenta. La
proporcidon magnetogirica del proton es aproximadamente un factor de cuatro mas grande que la del carbono. La
situacion puede mejorar usando el procedimiento de cierre de espin en condiciones de Hartman-Hahn. El cierre de
espin (pulsoy de 90, de longitud) en ambos nucleos con la amplitud (B1) del pulso largo que satisface la condicion de
Hartman-Hahn.

YHByy = YCBye
en la que yH es la proporcion magnetogirica de hidrégeno, yC es la proporcién magnetogirica de carbono, Biy es el

campo de excitacion de los protones y Bic es el campo de excitacion del carbono.

Esto permite los vuelcos mutuamente apareados de los espines. Dado que esto es un proceso de espin-espin,
normalmente se produce a escalas de tiempo de aproximadamente 100 ys a unos pocos ms.

Un problema con esto es que se requiere electronica de radiofrecuencia y, ademas, la homogeneidad del campo
magnético debe ser lo bastante alta como para permitir angulos de pulso precisos. Un modo de sortear este
problema es el siguiente.

Un modo bruto de plantear la condicién de Hartman-Hahn es decir que la difusion del espin es eficiente cuando las
lineas de resonancia de los dos nulcleos se solapan. Se asume que el sustrato es un material sélido con una
anchura de la linea a media altura de 5 kHz. Esta anchura de linea se debe al acoplamiento bipolar y es
independiente del campo externo. La condicion de Hartman-Hahn se vuelve a indicar a hora del siguiente modo. La
difusién de espin eficiente tiene lugar cuando los maximos de las dos resonancias estan separados por menos que
la suma de sus anchuras de linea a media altura. El campo en el que esta condicién se cumple deriva del siguiente
modo.

La frecuencia de resonancia, v, viene dada por:

v = \,'BQ,FZI': (1)

en la que y es la proporcidon magnetogirica y Bo es el campo magnético externo. La separacion requerida, v, era de 5
kHz:

V = ivgve = 5000 87 (2)

La combinacién de las ecuaciones (1) y (2) da:

v = Bolvy-Ye) /20

gue se puede reescribir como:
By = v2m/(yulve) = 156 T

Este campo estan dentro de un factor 2 del campo magnético de la tierra, lo que significa que si la muestra se retira
del iman polarizante durante unos pocos segundos, la polarizacién se equilibrara entre carbono e hidrégeno en una
escala de tiempo similar a T2, de modo que habra mucho tiempo para volver a colocar la muestra en el iman de
nuevo antes de que la relajacion Ti pase a ser significativa, incluso si tiene que tenerse en cuenta que el T1 se
acorta espectacularmente para sélidos en campos bajos. No obstante, nunca sera tan corto como el To.

Este procedimiento se puede repetir después de haber repolarizado los protones de nuevo, generando
sucesivamente la polarizacion del carbono hasta que la temperatura de espin de los dos nicleos se convierta en la
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misma. Los protones en acetato sodico soélido tienen, a temperatura ambiente, un T; de 31 s, mientras que el T1 del
carbono del carbonilo en la misma muestra es de 1.700 s. Si esta diferencia se pudiera usar completamente, habria
un acortamiento del tiempo de polarizacién por un factor de 55. En general, el flior se relaja incluso mas rapido que
los protones y seria posible incluir un atomo de fldor en la molécula del agente de contraste como un agente de
relajacion interna.

También es posible usar ndcleos cuadripolares para este proceso. Los iones de sodio en acetato sédico sélido tiene
un T de 1,7 s a temperatura ambiente. El sodio tiene una proporcién magnetogirica sélo ligeramente superior que
el carbono, lo que significa que el equilibrio se produce en un campo mucho mas alto, en este caso a 8,9 mT, un
campo encontrado aproximadamente 15 cm encima del Dewar de u iman de RMN 7T. Esto es de gran ayuda para la
rapida polarizacion de las muestras a temperatura baja, pero también es un problema en el almacenamiento de
muestras polarizadas. El campo de almacenamiento magnético debe ser lo bastante grande como para evitar el
solapamiento de las resonancias del nucleo deseado y cualquier nacleo cuadripolar de relajacion rapida. Se sabe
que este fenémeno causa la relajacion rapida del ***Xe congelado en un campo bajo, cuando la difusién de espin al
131xe cuadripolar se hace eficiente.

También existe la posibilidad de transferir la polarizacion de los electrones no apareados al carbono. Debido a la
gran diferencia en las proporciones magnetogiricas, esto requiere un campo mucho menor que el campo magnético
de la tierra para ser eficiente. Dicho campo bajo requiere que la muestra se mueva a un area cubierta
magnéticamente. Un modo de conseguir esto es tener un iman pequefio con una polaridad opuesta alguna distancia
a lo largo del eje de la polaridad de la bonina principal. Con un cuidadoso disefio se puede hacer que los campos
cancelen en el centro del iman pequefio.

La intensidad del campo magnético debera ser lo mas alto posible, preferentemente > 1T, mas preferentemente 5T o
mas, especialmente preferentemente 15T o mas. La temperatura debera ser muy baja, por ejemplo 100K o menor,
preferentemente 4,2 K o menor, mas preferentemente 1K o menor, incluso mas preferentemente 0,1K o menor,
especialmente preferentemente 1 mK o menor.

Por tanto, un procedimiento para preparar agentes de T1 alto puede comprender:

(i) someter un agente de T alto a un campo magnético alto (p. ej., 1T o mas) a temperatura baja (p. ej., 100K
0 menor);

(ii) exponer el agente a un efecto de acortamiento de T; con el fin de alcanzar el equilibrio termodinamico a
dicha temperatura baja.

El efecto de acortamiento de T1 se puede proporcionar mediante exposicion a un gradiente de campo magnético
variable, pero también se puede conseguir afiadiendo material magnético (p. ej., materiales paramagnéticos,
superparamagnéticos o ferromagnéticos) al agente durante el periodo en el que el agente esta expuesto a una
temperatura baja, ciclando el campo hasta un campo que permita la polarizacién cruzada, incrementando
gradualmente el campo magnético a una velocidad a una velocidad tal que el incremento de la polarizacion del
agente de T; alto se maximiza, disminuyendo gradualmente la temperatura a una velocidad tal que el incremento de
la polarizacion del agente de T; alto se maximiza o afiadiendo un material con electrones desapareados durante el
periodo en el que el agente de T; alto esta expuesto a dicha temperatura baja. Posibles agentes de acortamiento del
T1 incluyen Gd y NOe, pero agentes de acortamiento del T, preferidos son O, y NO, que pueden separarse de forma
conveniente del agente de T, alto antes del transporte y el posterior uso.

Tanto el agente de T, alto como el disolvente acuoso (p. €j., agua) en el que se disuelve pueden estar polarizados.
Esto puede llevarse a cabo a una temperatura baja convenientemente en el mismo campo magnético y, tras mezcla
la composicién administrable, debera calentarse muy rapidamente antes de la administracion.

Los agentes de T:; alto usados en el procedimiento de acuerdo con la invencién se pueden formular
convenientemente con vehiculos o excipientes farmacéuticos o veterinarios convencionales. Las formulaciones
fabricadas o usadas de acuerdo con la presente invencién pueden contener, ademas del agente de T; alto,
adyuvantes de la formulacion como estas son convencionales para composiciones terapéuticas y diagndsticas en
medicina humana o veterinaria. Por tanto, la formulacién puede incluir, por ejemplo, estabilizantes, antioxidantes,
agentes de ajuste de la osmolalidad, agentes solubilizantes, emulsionantes, potenciadores de la viscosidad,
tampones etc. La formulacion puede estar en formas adecuadas para aplicaciéon parenteral (p. €j., intravenosa o
intraarterial) o enteral (p. €j., oral o rectal), por ejemplo para aplicacién directamente en las cavidades corporales que
tienen conductos de salida al exterior (tales como los pulmones, el tracto gastrointestinal, la vejiga urinaria y el Utero)
0 para inyeccion o infusion en el sistema cardiovascular. No obstante, generalmente se preferirdn soluciones,
suspensiones y dispersiones en vehiculos fisioldgicos tolerables.

Para usar en pruebas de imagen in vivo, la formulacion, que preferentemente sera sustancialmente isoténica, puede
administrarse de forma conveniente a una concentracion suficiente para dar una concentraciéon de 1 micromolar a 10
M del agente de T alto en la zona de imagen; no obstante, la concentracién y dosificacion precisas dependeran, por
supuesto, de una serie de factores tales como la toxicidad, la capacidad para dirigirse al 6rgano del agente de T, alto
y la via de administracién. La concentracién Optima para el agente de obtencion de imagen de RM representa un
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equilibrio entre varios factores. En general, en la mayoria de los casos, las concentraciones 6ptimas estarian en el
intervalo de 0,1 mM a 10 M, preferentemente mas de 10 mM, especialmente mas de 100 mM. La solucién isotonica
puede ser especialmente preferida. En ciertas circunstancias se prefieren concentraciones superiores a 1M. Las
formulaciones para administracion intravenosa o intraarterial contendrian, preferentemente, el agente de T; alto en
concentraciones de 10 mM a 10 M, especialmente mas de 50 mM. Para la inyeccién en bolo, la concentracion puede
ser, convenientemente, de 0,1 mM a 56 M, preferentemente mas de 200 mM, mas preferentemente mas de 500 mM.
En ciertas circunstancias, la concentracion preferida es superior a 1 M, incluso mas preferentemente superior a 5M.

Las formas administrables por via parenteral deberan ser, por supuesto, estériles y estar libres de agentes
fisiolégicamente inaceptables, y deberan tener una osmolalidad baja para minimizar la irritacion u otros efectos
adversos tras la administracion y, por tanto, la formulaciéon debera ser, preferentemente, isoténica o ligeramente
hiperténica. Vehiculos adecuados incluyen vehiculos acuosos usados habitualmente para administrar soluciones
parenterales tales como solucion de cloruro sédico, solucion de Ringer, solucion de dextrosa, soluciéon de dextrosa y
cloruro sddico, solucién de Ringer lactato y otras soluciones como las descritas en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 15th ed., Easton: Mack Publishing Co., pag. 1405-1412 and 1461-1487 (1975) y el The National Formulary
XIV, 14th ed. Washington: American Pharmaceutical Association (1975). Las composiciones pueden contener
conservantes, agentes antimicrobianos, tampones y antioxidantes usados convencionalmente para soluciones
parenterales, excipientes y otros aditivos que son compatibles con los agentes de T alto y que no interferiran con la
fabricacién, almacenamiento o uso de los productos.

Cuando el agente de T, alto se va a inyectar, puede ser conveniente inyectar de forma simultanea en una serie de
sitios de administracién, de forma que se puede visualizar una mayor proporcion del arbol vascular antes de perder
la polarizacion a través de la relajacion.

Las dosis del agente de T; alto usadas de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion variaran de
acuerdo con la naturaleza precisa de los agentes de T; alto usados, del tejido u érgano de interés y del aparato de
medicion. Preferentemente, la dosis se mantendra lo mas baja posible al tiempo que se alcanza un efecto de
contraste dectectable. En general, la dosis maxima dependera de las restricciones por toxicidad.

La Figura 1 es una representacion esquematica de un aparato adecuado para llevar a cabo la invencion;

La Figura 2 muestra un resonador dieléctrico (1) (con un eje de simetria rotacional (2)) con una caja de metal
3).

La Figura 3 muestra el comportamiento de un sistema a varias intensidades de campo;

La Figura 4 muestra una acumulaciéon de magnetizacion frente al tiempo; y

La Figura 5 muestra el campo magnético frente al tiempo.

Ejemplo 1

Un agente de T; alto se coloca en una camara a una temperatura muy baja (aproximadamente 4K). Se afiade O,
fluyente y se cristaliza sobre la superficie del agente de T alto. En una camara aparte, el H,O congelada se somete
al mismo tratamiento que el agente de Ti alto. Ambas camaras se colocan en un campo magnético fuerte (de
aproximadamente 15T) y la temperatura se mantiene baja.

Cuando se alcanza el equilibrio termodinamico, la temperatura aumenta hasta aproximadamente 200 K. El oxigeno
desaparece como un gas. El agente de T, alto y el H,O congelada se mezclan y almacenan hasta que se necesitan.
La temperatura se aumenta y se inyecta la solucion que comprende el agente de T; alto polarizado y agua
hiperpolarizada.

Ejemplo 2

Dentro de una jeringuilla de inyeccién de plastico de 10 ml se introducen 300 mg de Na,**CO3 0 NaH'*CO; estéril. El
gas en el interior de la jeringuilla esta enriquecido con > 20 % de oxigeno. La jeringuilla se introduce en un iman (1-
20T) a una temperatura de aproximadamente 4 °© (0,001-5K) hasta que se alcanza el equilibrio termodinamico.

Se saca la jeringuilla y se transporta al sujeto localizado en el iman para RM. Se aspira 10 ml de solucién de Ringer
estéril (a 37 °C, pH 7,4) y se inyecta a una velocidad de 10 ml/s inmediatamente después de disolver el agente de T,
alto. La RMN de '°C se realiza usando una secuencia de pulsos rapida. El T1 en de la sangre es de
aproximadamente 20 sy la distribucion del agente se sigue con el aparato de obtencion de imagenes de RM.

Ejemplo 3

A una muestra de acetato sodico (1-13C) se afiade el complejo a,y-bisfenil-B-fenilalil benceno (5 % en peso/peso).
Los compuestos se mezclan juntos para dar una mezcla intima, que se transfiere a una ampolla de vidrio de
borosilicato. Después, esto se saca y llena repetidamente con helio. La Ultima vez se deja una presién de 200
mbares de helio en la ampolla, que después se sella con calor.

La muestra se polariza mediante microondas (70 GHz) durante al menos una hora en un campo de 2,5T a una
temperatura de 4,2 K. El progreso del proceso de polarizacién es seguido in situ mediante RMN (paso adiabatico
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rapido). Cuando se ha alcanzado un nivel de polarizaciéon adecuado, la ampolla se retira rapidamente del polarizador
yy, cuando se trata en un campo magnético de no menos de 50 mT, se rompe y se abre y el contenido se sale
rapidamente y disuelve en agua caliente (40 °C).

Experimento 1: Esta solucién se transfiere rapidamente a un espectrometro y se registra el espectro 3¢ con
intensidad potenciada.

Experimento 2: La solucién de la muestra se inserta en una maquina para RM con capacidad de Be y se obtiene
una imagen con intensidad potenciada y contraste mediante una técnica de Unico disparo.

Experimento 3: La solucion se inyecta rapidamente en una rata y se obtiene una imagen de RM de 3¢ con
intensidad potenciada y contraste, también en este caso usando una técnica de Unico disparo.

Ejemplo 4

A una muestra de bicarbonato s()dico-13C) se afiade MnCl; (5 % en peso/peso). Los compuestos se mezclan juntos
para dar una mezcla intima, que se transfiere a una ampolla de vidrio de borosilicato. Después, esto se saca y llena
repetidamente con helio. La Ultima vez se deja una presion de 200 mbares de helio en la ampolla, que después se
sella con calor.

La muestra se polariza mediante microondas (70 GHz) durante al menos una hora en un campo de 2,5T a una
temperatura de 4,2 K. El progreso del proceso de polarizacion es seguido in situ mediante RMN (paso adiabatico
rapido). Cuando se ha alcanzado un nivel de polarizaciéon adecuado, la ampolla se retira rapidamente del polarizador
y, cuando se trata en un campo magnético de no menos de 50 mT, se rompe y se abre y el contenido se sale
rapidamente y disuelve en agua caliente (40 °C).

Experimento 1: Esta solucién se transfiere rapidamente a un espectrometro y se registra el espectro 3¢ con
intensidad potenciada.

Experimento 2: La solucién de la muestra se inserta en una maquina para RM con capacidad de Bc y se obtiene
una imagen con intensidad potenciada y contraste mediante una técnica de Unico disparo.

Experimento 3: La solucion se inyecta rapidamente en una rata y se obtiene una imagen de RM de 3¢ con
intensidad potenciada y contraste, también en este caso usando una técnica de Unico disparo.

Ejemplos 5-7

Bombeo de campo bajo de _*C

Ejemplo 5

Una muestra de 1-13C-2,2’,2’,2",2"-hexadeuterotris(hidroximetil)nitrometano sélido se someti6 a un campo magnético
de 6,56T a una temperatura de 2,5K durante 10 minutos. La muestra se retird del centro del iman y se paso al
campo (7mT) durante 1 sy, después, se devolvié al iman, Tras otros 10 minutos se repitié el proceso una vez mas.
Se registré un espectro de RMN de 3¢ y se encontré que la sefial se adecuaba al equilibrio térmico a 6,56 Ty 2,5K.

Los valores de T; para el a&tomo **C de 1-'3C-2,2,2',2’,2",2"-hexadeuterotris(hidroximetil)nitrometano

H,0, aire saturado, 37C, 7T 95s
H.0, desgasificada, 37C, 7T 102 s
Plasma sanguineo humano, 37C, 7 T 60 s
Sélido, 20°C, 7T 22 min
Sélido, -30°C, 7T 47 min
Sélido, 2,5 K, 7T 55 horas

Ejemplo 6

Una muestra de 1-13C-1/1-bis(hidroxidideuterometil)-2,2,3,3-tetradeuterociclopropano s6lido se sometié a un campo
magnético de 6,56T a una temperatura de 2,5K durante 10 minutos. La muestra se retiré después del centro del
iman y se pasé a la bandeja del campo (7mT) durante 1 s y, después, se devolvié al iman, Tras otros 10 minutos se
repitié el proceso una vez mas. Se registré un espectro de RMN de **C de la muestra sélida y se encontré que la
sefial se adecuaba al equilibrio térmico a 6,56 Ty 2,5K.

Ejemplo 7

Una muestra de 2-13C-2,2-bis(trideuterometi|)-1,1,3,3-tetradeuteropropano-l,l,3-di0| sélido se sometié a un campo
magnético de 6,56T a una temperatura de 2,5K durante 10 minutos. La muestra se retird del centro del iman y se
paso al campo (7mT) durante 1 sy, después, se devolvié al iman, Tras otros 10 minutos se repitié el proceso una
vez mas. Se registrd un espectro de RMN de Bc y se encontro que la sefial se adecuaba al equilibrio térmico a 6,56
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Ty 2,5K.

Valores de T; para el atomo *C de 2-3C-2,2-bis(trideuterometil)-1,1,3,3-tetradeuteropropano-1,3-diol

H,0, aire saturado, 37C, 7T 133 s
H0, desgasificada, 37C, 7T 157 s
Plasma sanguineo humano, 37C, 7 T 96 s
Sélido, 20°C, 7T 237 s
Sélido, 25K, 7T 45 horas

Ejemplos 8-9

Experimentos en soluciéon

Ejemplo 8

Una muestra de 1-13C-2,2,2’,2’,2",2"-hexadeuterotris(hidroximetil)nitrometano sélido (20 mg) se sometié al
procedimiento de bombeo mencionado anteriormente (véanse los Ejemplos 5-7) y, después, en menos de un
segundo se pasa a un campo de retencion de 0,4T, en el que también se tiene una muestra de 6xido de deuterio (3
ml) a una temperatura de 40 °C agitada con burbujas de nitrégeno. El sélido se afadié al liquido y se obtuvo una
solucién transparente en menos de 1 s. Esta solucion se pipeteé e introdujo en un tubo para muestras para RMN
estandar de 5 mm y se llevé a un espectrémetro de RMN cercano, manteniendo en un campo de retencion de 10
mT. La muestra se inserto en el espectrémetro y se registré un espectro de 3¢, La totalidad del proceso de sacar la
muestra del crioiman, disolucién, preparacion de la muestra, transporte y espectroscopia durd 35 s. La intensidad de
la sefial *C se compar6 con la intensidad una vez que la muestra hubo alcanzado el equilibrio térmico a 40 °C y 7T.
Se encontré un factor de potenciacion de 12.

Ejemplo 9

Una muestra de 2-13C-2,2-bis(trideuterometiI)-1,l,3,3-tetradeuteropropano-l,3-dio| sélido (20 mg) se sometid al
procedimiento de bombeo mencionado anteriormente (véanse los Ejemplos 5-7) y, después, en menos de un
segundo se paso6 a un campo de retencion de 0,4T, en el que también se tiene una muestra de éxido de deuterio (3
ml) a una temperatura de 40 °C agitada con burbujas de nitrégeno. El sélido se afiadié al liquido y se obtuvo una
solucion transparente en menos de 1 s. Esta solucién se pipeteé e introdujo en un tubo para muestras para RMN
estandar de 5 mm y se llevé a un espectrémetro de RMN cercano, manteniendo en un campo de retencioén de 10
mT. La muestra se insert6 en el espectrometro y se registré un espectro de 13C. La totalidad del proceso de sacar la
muestra del crioiman, disolucién, preparacién de la muestra, transporte y espectroscopia dur6 35 s. La intensidad de
la sefial °C se compar6 con la intensidad una vez que la muestra hubo alcanzado el equilibrio térmico a 40 °C y 7T.
Se encontré un factor de potenciacion de 21.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir una solucién hiperpolarizada de un agente de T; alto para investigacion por
resonancia magnética de un cuerpo animal humano o no humano, en el que dicho procedimiento comprende:

- hiperpolarizar una muestra sélida de un agente de T; alto mediante polarizacion nuclear dinamica efectuada
por un agente de contraste OMRI; en el que dicho agente de T; alto estd en estado sélido durante la
polarizacién y en contacto estrecho con dicho agente de contraste OMRI que también esta en estado sélido;
estando dicho agente de contraste OMRI y dicho agente de T1 alto presentes como una composiciéon durante
la polarizacién; y efectuandose dicha polarizacién nuclear dinamica mediante irradiacion de espines de
electrones en dicho agente de contraste OMR a una temperatura baja y en un campo magnético alto;

- separar opcionalmente la totalidad o una porcion de dicho agente de contraste OMRI de dicho agente de T
alto; y

- disolver la muestra solida hiperpolarizada de dicho agente de T1 alto en un disolvente fisiol6gicamente
tolerable para la administracion a dicho cuerpo animal humano o no humano;

- en el que dicho agente de T; alto contiene nlcleos adecuados para obtenciéon de imagenes por resonancia
magnética, con un valor de Ty en dicha solucién a una intensidad de campo en el intervalo de 0,01-5 Ty a
una temperatura en el intervalo de 20 — 40 °C de al menos 5 segundos.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha temperatura es de 4,2 °K.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho agente de contraste OMRI es un radical libre
paramagnético; un radical de triarilmetilo; particula que exhibe las propiedades magnéticas de paramagnetismo,
superparamagnetismo, ferromagnetismo o ferrimagnetismo; particulas que tienen electrones libres asociados; o
nanoparticulas superparamagnéticas.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicha polarizacién nuclear dinamica se consigue
mediante el efecto sdlido.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que una composicién sélida que comprende dicho agente
de contraste OMRI y dicho agente de T; alto, que se ha sometido a polarizacién, se disuelve rapidamente en
solucion salina y la mezcla se inyecta poco después.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el agente de T alto esta enriquecido con nucleos de
3¢ en una cantidad superior a la abundancia natural en una posicién concreta o en mas de una posicion concreta.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que un campo magnético esta presente durante la etapa
de disolucién, siendo el campo magnético superior a 10 mT.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho agente de T; alto esta enriquecido con BCen
una o mas posiciones del carbono del carbonilo o del carbono cuaternario.

28



ES 2393833 T3

29



ES 2393833 T3

FIG.2

30



ES 2393833 T3

me g
| A AN
e o 00MHz

~ sin solapamiento

N e

NS

0 sin interferencias ibuen solapamiento 100 KHZ

FIG3

31



ES 2393833 T3

000Z OB OO OOW 00ZL OODL 00 009 00v 002

S/OdIN3IL

7914

ISUOD | ~——

edweluapy ——

OdIN3IL TV 3LN3Hd NOIOVZILINOVIA 3d NOIDVINWNOY

NOIOVZILINOVIA

32



ES 2393833 T3

000z

S/0OdI3IL mo—u
oog. 009 O0W 00Z 00OL 008 003 00Y OOZ O

OdvY ——

|
1]
|
-
|

OdI3IL ¥ 3LNI¥4 ODILINOVIN OdINVD
_

| / OOILINOVIN OdWVD

33



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos


