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DESCRIPCION
Método de obtencién de imagenes cardiacas con el uso de *C-piruvato hiperpolarizado.
La invencion se refiere a la reivindicacion 1.

La obtenciéon de imagenes por resonancia magnética (RM) (IRM) es una técnica de obtencién de imagenes que se
ha vuelto particularmente atractiva para médicos ya que permite obtener imagenes del cuerpo de un paciente o
partes del mismo de un modo no invasivo y sin exponer al paciente y al personal médico a radiacion potenciaimente
dafiina tal como rayos X. Debido a sus imagenes de alta calidad, la IRM es la técnica de obtencién de imagenes
favorable de 6rganos y tejidos blandos, tales como por ejemplo el corazon.

Las enfermedades y lesiones relacionadas con isquemia en el corazén representan la mayoria de las muertes en los
paises occidentales. La isquemia miocardica es un estado grave y sélo una répida identificacion y localizacion
temprana de la isquemia miocardica puede prevenir que el paciente padezca dafios miocardicos irreversibles.

El tejido cardiaco, como otro tejido metabdlicamente activo, es particularmente vulnerable a lesiones isquémicas. La
fase inicial del infarto de miocardio agudo esta asociada en general con una pérdida de la funcién contractil normal,
que se manifiesta por si misma como discinesia regional. Esto puede deberse a una disminucién abrupta en la
presién de perfusion coronaria, lo que induce un estado de hibernacion agudo, y al rapido cese del transporte de
iones transmembrana normal. La reperfusion del miocardio isquémico antes de la aparicién de la lesion ireversible
puede conducir a un retorno rapido o retardado (aturdimiento) a la funcién y el metabolismo cardiaco normales.

La obtencién de imagenes por resonancia magnética se ha establecido como una técnica de obtencién de imagenes
cardiacas util. Aunque las técnicas de RM que usan obtencion de imagenes de eco de espin pueden mostrar la
anatomia del corazén, es necesario el uso de agentes de contraste para la deteccion de infarto e isquemia
miocardicos. Una clase de agentes de contraste de RM son agentes de contraste paramagnéticos, que comprenden
un i6n de metal paramagnético, en forma de una sal o en un complejo con un resto quelante/complejante.

El agente de contraste paramagnético GADTPA (Magnevist™) se ha sometido a pruebas clinicas para su uso en la
obtencion de imagenes del miocardio. Aunque se ha mostrado que este complejo metalico mejora la identificacion
de infartos de miocardio agudos en imagenes de RM en animales y seres humanos, su uso clinico en la obtencién
de imagenes del miocardio es limitado debido a su rapida excrecion y distribucién dentro del espacio del fluido
extracelular.

Se ha usado Mn?, un i6n de metal paramagné{ico como agente de confraste para su uso en la obtencién de
Imagenes por RM del miocardio. Compite con Ca** por la entrada en el miocardio en contraccion a través de canales
de Ca® lentos, dando como resultado un acortamiento significativo del tiempo de relajacion T 1Y por tanto un
aumento de la intensidad de sefal en tejido miocardico normal. El flujo de entrada total de Mn** por unidad de
tiempo se eleva durante el aumento de Ia frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion. Sin embargo, en miocardio
isquémico, se capta mucho menos Mn** debido a la reduccién en el flujo de sangre y la disminucién en la
contractilidad. Por tanto, puede detectarse mlocardlo isquémico y distinguirse del tejido miocardico normal mediante
obtencién de imagenes por RM usando Mn?* paramagnético como agente de contraste.

Sin embargo, el uso de Mn®" tiene determinadas desventajas. El uso de sales de manganeso, por ejemplo MnCly,
esta asociado con un riesgo de seguridad debido a la toxicidad cardiaca de estas sales (véase por ejemplo Hu et al.
Magn. Res. in Medicine 48, (2001), 884-890). Se han hecho intentos para compensar los efectos toxicos de las sales
de manganeso o bien afiadiendo sales de calcio o bien administrando las sales en forma de una infusion lenta. La
desventaja de usar calcio en la formulacién de agente de contraste es que compite con el manganeso por la entrada
en los miocitos a través de los canales de calcio. Esto puede conducir a una reduccion de la eficacia y a una
necesidad posterior de inyectar dosis superiores del agente de contraste para compensar este efecto.

El documento WO-A-89/01162 describe un método de deteccion de isquemia miocardica usando complejos de
manganeso en combinacién con generacion de imagenes rapida. Se dice que el procedimiento de obtencién de
imagenes se lleva a cabo convenientemente en el plazo de un periodo de desde 3 hasta 6 horas tras la inyeccion.
Aungue este método parece no estar asociado con problemas de toxicidad, la obtencién de resultados a partir del
procedimiento de obtencién de imagenes se retrasa por el periodo de tiempo relativamente largo entre la
administracion del agente de contraste y el comienzo del procedimiento de obtencién de imagenes. Esto da como
resultado el retraso del tratamiento posiblemente necesario.

El documento WO 2004/054623 describe un método para identificar areas que padecen isquemia miocardica usando
determinados complejos de manganeso. Un régimen de estrés fisico y/o farmacéutico es parte de este método ya
que aumenta la diferencia de contraste entre miocardio normal e isquémico y permite por tanto el uso de dosis
inferiores de agente de contraste. Sin embargo, un régimen de estrés genera tension fisiolégica adicional en el
paciente.

Por tanto, es necesario un agente que va a usarse en un método de obtencién de imagenes por RM que permita la
distincién entre tejido miocardico isquémico y tejido miocardico normal permitiendo por tanto la evaluacion de la
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viabilidad de dicho tejido a nivel celular. El agente debe tener ademéas un perfil de seguridad favorable, es decir, no
mostrar ningun efecto secundario toxico a dosis clinicas. Ademas, hay una necesidad de un método de obtencion de
imagenes por RM que permita la evaluacién rapida y facil de la viabilidad del tejido miocardico sin generar estrés
adicional para el paciente y sin retrasar el comienzo de las medidas de tratamiento.

PNAS 2 de septiembre de 2003, vol. 100, n.° 18, 10435-10439, da a conocer sustancias endégenas marcadas gon
'3C hiperpolarizadas por DNP que van a usarse en métodos de obtencién de imagenes por RM. Sugiere usar ' C-
acetato como trazador del consumo de oxigeno miocardico regional.

Gould P: “C-13 MR tracers show potential for functional diagnostics”, junio de 2004, XP002363324, se refiere a un
estudio en ratas usando piruvato hiperpolarizado que ha revelado un papel prometedor para la obtencion de
imagenes de C-13 en la evaluacién de la viabilidad tisular. Menciona que el piruvato se metaboliza para dar alanina
y lactato en los misculos del cuerpo y que la tasa metabdlica global y la proporciéon de cada metabolito formado
pueden indicar si el tejido esta sano, enfermo o es canceroso. Sin embargo, la descripcion no menciona que el
piruvato se metabolice para dar bicarbonato y que la cantidad de bicarbonato formada pueda indicar si el tejido
cardiaco esta sano, en riesgo o muerto.

El documento WO-A-99/35508 da a conocer un método de investigacién por RM de un paciente usando una
disolucién hiperpolarizada de un agente de Ty alto como agente de obtencién de iméagenes por RM. El término
“hiperpolarizacién” significa potenciar la polarizacién nuclear de nicleos activos de RMN presemes en el agente de
Ty alto, es decir, nicleos con espin nuclear distinto de cero, preferiblemente nicleos de '°C o "*N. Con la
potenciacién de la polarizacién nuclear de nicleos activos de RMN, la diferencia en la poblacién entre estados de
espin nuclear excitado y fundamental de estos nicleos aumenta significativamente y de ese modo la intensidad de la
sefial de RM se amplifica en un factor de cien y mas. Cuando se usa un agente de T alto enriquecido en °C ylo * N
hipe?olanzado no habré esencialmente interferencias de las sefiales de fondo ya que la abundancia natural de **C
y/o "°N es insignificante y por tanto el contraste de imagenes serd ventajosamente alto. Se dan a conocer una
variedad de posibles agentes de T1 alto adecuados para hiperpolarizaciéon y posterior uso como agentes de
obtencion de imagenes por RM incluyendo pero sin limitarse a compuestos endégenos y no endégenos tales como
acetato, piruvato, oxalato o gluconato, aztcares tales como glucosa o fructosa, urea, amidas, aminoacidos tales
como glutamato, glicina, cisteina o aspartato, nucledtidos, vitaminas tales como é&cido ascorbico, derivados de
penicilina y sulfonamidas. Se establece ademas que productos intermedios en ciclos metabélicos normales tales
como el ciclo del acido citrico como acido fumarico y acido pirivico son agentes de obtencién de imagenes
preferidos para la obtencién de imagenes de la actividad metabdlica.

Tiene que recalcarse que la sefial de un agente de obtencién de imagenes hiperpolarizado decae debido a la
relajacion y (tras la administracién al cuerpo de un paciente) dilucién. Por tanto, el valor de Ty de los agentes de
obtencién de imagenes en fluidos biolégicos (por ejemplo sangre) debe ser lo suficientemente alto como para
permitir que el agente se distribuya al sitio diana en el cuerpo del paciente en un estado altamente hiperpolarizado.

Hemos encontrado ahora sorprendentemente que puede usarse '>C-piruvato hiperpolarizado como agente de
obtencién de imagenes para evaluar la viabilidad de tejido miocardico. Las amplitudes de las sefiales de RM que
surgen de los diferentes metabolitos del piruvato varian dependiendo del estado metabélico del tejido miocérdico.
Por tanto, el patrén de picos metabdlicos Unico formado por estos metabolitos puede usarse como huella para el
estado metabdlico del tejldo cardiaco en examen y por tanto permite la distincién entre tejido miocardico viable y no
viable. Esto hace que el C~prruvato hiperpolarizado sea un agente excelente para la obtencién de imagenes por
RM in vivo para evaluar la viabilidad de tejido miocardico, por ejemplo identificando “tejido en riesgo” tras isquemia
miocardica o ataques al corazén. Esta informacién que va mas alla de la evaluacién de la perfusién o identificacion
de tejido miocardico muerto es importante para que un médico comience un tratamiento adecuado de un paciente
para prevenir dafio adicional del miocardio.

Por tanto, la presente invencién se refiere a |a “reivindicacién 17,

3C-piruvato tiene un perfil de seguridad excelente y, como compuesto endégeno, se tolera bien por el cuerpo
humano. El uso de ' C-piruvato hiperpolarizado en el método de la invencion permite obtener resultados inmediatos
ya que no se requiere retraso entre la administracién y el procedimiento de obtencién de imagenes por RM. Esto
significa que el paciente puede someterse a tratamiento lo antes posible, aumentando por tanto las posibilidades de
supervivencia y recuperacion. No es necesario un régimen de estrés en el método de la invencién, lo que es un
beneficio adicional para los pacientes.

La hiperpolarizacién de nicleos de "°C activos de RMN puede lograrse mediante diferentes métodos (por ejemplo

descritos en el documento WO-A-99/35508), métodos preferidos son transferencia de polarizacién desda un gas

noble, “fuerza bruta”, refrigeracién de es;:ln el método de parahidrégeno y DNP Para obtener ' C-plruvato

hlperpolanzado se preﬁera o bien Polanzar 3C-piruvato directamente o bien polarizar "*C-acido pirGvico y convertir
I *C-acido pinivico polarizado en "*C-piruvato polarizado, por ejemplo mediante neutralizacién con una base.

Un modo preferido para obtener '*C-piruvato hiperpolarizado es la transferencia de polarizacién desde un gas noble
hiperpolarizado. Pueden hiperpolarizarse gases nobles que tienen un espin nuclear distinto de cero, es decir,
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potenciarse su polarizacion con respecto a la polarizacion en equilibrio, por ejel ?IO medianta el uso de luz
polarizada circularmente. Puede usarse un gas noble haperpo!anzado preferiblemente °He o '’Xe, o una mezcla de
tales gases, para realizar la hiperpolarizacion de nlcleos de BC. La hiperpolarizacion tamb:én euede lograrse
usando un gas noble hiperpolarizado enriquecido isotopicamente, preferiblemente *He o '®Xe. El gas
hiperpolarizado puede estar en la fase de gas, puede disolverse en un liquido/disolvente o el propio gas
hiperpolarizado puede servir como disolvente. Alternativamente, el gas puede condensarse sobre una superficie
sblida enfriada y usarse en esta forma, o dejarse que se sublime. Se preﬁefe el mezclado intimo del gas
hiperpolarizado con el compuesto que va a polarnizarse. Por tanto, si se polariza *C-4cido pirtivico, que es un liquido
a temperatura ambiente, el gas hiperpolarizado se disuelve preferiblemente en un liquido/disolvente o sirve como
disolvente. Si se polariza °C- -piruvato, el gas hiperpolarizado se disuelve preferiblemente en un liquido/disolvente,
que también disuelve el piruvato.

Otro modo preferido para obtener 3¢-piruvato hiperpolarizado es que la polarizacién se confiera a nicleos activos
de RMN por equilibrado termodinamico a muy baja temperatura y alto campo. La hiperpolarizacién en comparacién
con el campo de funcionamiento y la temperatura del espectrémetro de RMN se realiza mediante el uso de un
campo muy alto y una temperatura muy baja (fuerza bruta). La fuerza del campo magnético usado debe ser tan alta
como sea posible, adecuadamente superior a 1 T, preferiblemente superior a 5 T, mas preferiblemente 15 Tomas y
de manera especialmente preferible 20 T o méas. La temperatura debe ser muy baja, por ejemplo de 4,2 K o menos,
preferiblemente 1,5 K o menos, méas preferiblemente 1,0 K o menos, de manera especialmente preferible 100 mK o
menos.

Otro modo preferido para obtener 1;"C-pin.n.*ah:: hiperpolarizado es el método de refrigeracion de espin. Este método
cubre la polarizaciéon de espin de un sistema o compuesto sélido mediante polarizacién por refrigeracion de espin. El
sistema se dopa o se mezcla intimamente con materiales paramagnéticos adecuados tales como iones Ni®*,
lantanidos o actinidos en forma de cristal con un eje de simetria de orden tres 0 mas. La instrumentaciéon es mas
sencilla que la requerida para DNP sin necesidad de un campo magnético uniforme puesto que no se aplica un
campo de excitacion de resonancia. El procedimiento se lleva a cabo rotando fisicamente la muestra alrededor de un
eje perpendicular a la direccion del campo magnético. El requisito previo de este método es que la especie
paramagnética tenga un factor g altamente anisotrépico. Como resultado de la rotacién de la muestra, la resonancia
paramagnética electrénica se pondra en contacto con los espines nucleares, conduciendo a una disminucién en la
temperatura del espin nuclear. La rotacién de la muestra se lleva a cabo hasta que la polarizacién del espin nuclear
ha alcanzado un nuevo equilibrio.

En un modo mas preferido, se usa el método de DNP (polarizacion nuclear dinamica) para obtener 3¢-piruvato
hiperpolarizado. La polarizacion se realiza mediante un compuesto paramagneético, el denominado agente
paramagnético o agente de DNP. Durante el procedimiento de DNP, se proporciona energia, normalmente en forma
de radiacién de microondas, que inicialmente excitara al agente paramagnético. Tras el decaimiento hasta el estado
fundamental, hay una transferencia de polarizacién desde el electron desapareado del agente paramagnético hasta
los nucleos activos de RMN de la muestra. Generalmente, se usan un campo magnético moderado o alto y una
temperatura muy baja en el procedimiento de DNP, por ejemplo llevando a cabo el procedimiento de DNP en helio
liquido y un campo magnético de aproximadamente 1 T o superior. Alternativamente, puede emplearse un campo
magnético moderado y cualquier temperatura a la que se logre suficiente potenciacion de la polarizacién. La técnica
de DNP se describe por ejemplo en el documento WO-A-98/58272 y en el documento WO-A-01/96895. Para obtener
BC-piruvato hiperpolarizado mediante el método de DNP, puede usarse o bien "’C-piruvato y/o bien '*C-acido
pirivico como el compuesto que va a polarizarse.

Si se usa '’C-acido pirtvico y/o '>C-piruvato depende principalmente del a ente paramagnético empleado en el
procedimiento de DNP. Si el agente paramagnético es soluble en ¥C-acido pinivico, entonces se usa
preferiblemente ">C-acido mmv:co y se forma una mezcla liquida, preferiblemente una disolucion Iigmda mediante el
agente psramagnéttco y 1G-at.:lclct piruvico Si el agente paramagnético no es soluble en “C-acido pirtivico,
entonces se usan '°C-piruvato y/o '°C-acido pirtvico y al menos un codisolvente para formar una mezcla liquida,
preferiblemente una disolucién liquida. Se ha encontrado que el éxito de la DNP y por tanto el nivel de polarizacion
depende del compuesto que va a polarizarse y del agente paramagnético que estan en contacto intimo entre si. Por
tanto, el codisolvente es preferiblemente un codrsolvente o mezc!a de codisolventes que disuelve tanto el agente
paramagnético como 3C-4cido pirtivico y!o 3C-piruvato. Para '*C-piruvato, se usa preferiblemente agua como
codisolvente.

Ademas, se ha encontrado que se logran niveles de polarizacién superiores mediante el método de DNP cuando la
mezcla de muestra tras enfriamiento/congelacién forma un vidrio en vez de una muestra cristalizada. De nuevo, la
formacién de un vidrio peﬂ'nlle un contacto mas intimo del agente paramagnético y el compuesto que va a
polarizarse. El '°C-acido pirivico es un buen formador de vidrio y por tanto se usa prefenblmnte en el
procedimiento de DNP, siempre que el agente paramagnético sea soluble en "*C-4cido pirtivico. El "°C- -piruvato es
una sal y una mezcla liquida de una disolucién acuosa de s o -piruvato y un agente paramagnético dara como
resultado una muestra cristalizada tras congelar. Para evitar esto, se prefiere afiadir codisolventes adicionales que
sean buenos formadores de vidrio tales como glicerol, propanodiol o glicol.

Por tanto, puede disolverse '°C-piruvato en agua para obtener una disolucién acuosa y se afladen un agente
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paramagnético, glicerol Y, opcionalmente un codisolvente adicional para formar una mezcla liquida. En un modo
preferido, se combinan '°C-acido pirtivico, un agente paramagnétioo y un codisolvente para formar una mezcla
liquida. En el modo mas preferido, se combinan *C-4cido piravico y un agente paramagnético para formar una
mezcla liquida. El mezclado intimo de los compuestos puede lograrse por varios medios conocidos en la técnica,
tales como agitacion, agitacién con vortex o sonificacion.

Entonces se congela la mezcla liquida antes de que se lieve a cabo el procedimiento de DNP. El
enfriamiento/congelacion de la mezcla liquida puede lograrse mediante métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo congelando la mezcla liquida en nitrégeno liquido o simplemente colocandola en el polarizador, en el que
helio liquido congelara la muestra.

Tal como se describid anteriormente, la polarizacion nuclear dinamica (DNP) es un método de polarizacion en el que
la polarizacién del compuesto que va a polarizarse se realiza mediante un agente de DNP, es decir, un
agente/compuesto paramagnético.

Pueden usarse muchos agentes paramagnéticos conocidos como agentes de DNP, por ejemplo metales de
transicion tales como iones cromo (V), radicales libres organicos tales como radicales nitroxido, radicales tritilo o
particulas magnéticas. Tales agentes de DNP se describen por ejemplo en los documentos WO-A-89/35508, WO-A-
88/10419, WO-A-90/00904, WO-A-91/12024, WO-A-93/02711 o WO-A-96/39367.

En un modo preferido, se usa un radical tritilo de formula (1)

R
JrR'lR‘i ~7<R1
S

MOOC
> COOM

R13 S S

R1 _ S%m

R1><S s;%
R1 S s R
COOM o

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

R1 que es igual o diferente representa un grupo alquilo C:-Cs opcionalmente hidoxilado ramificado o de cadena
lineal o un grupo -(CHz)-X-R2, enelque nes 1,2 6 3; X es O 0 S y R2 es un grupo alquilo C+-Cs opcionalmente
hidroxilado, ramificado o de cadena lineal

como agente paramagnético para obtener *C-piruvato mediante el método de DNP.

En un modo preferido, M representa hidrégeno o un equivalente de un cation fisiolégicamente tolerable. El término
“cation fisiologicamente tolerable” indica un catién que se tolera por el cuerpo vivo de ser humano o de animal no
humano. Preferiblemente, M representa hidrégeno o un catién alcalino, un ién amonio o un i6n amina organica, por
ejemplo meglumina. Lo mas preferiblemente, M representa hidrégeno o sodio.

En un modo preferido adicional, R1 es igual o diferente, preferiblemente igual y representa un grupo alquilo C1-C4
opcionalmente hidroxilado ramificado o de cadena lineal, lo mas preferiblemente metilo, etilo, isopropilo,
hidroximetilo o hidroxietilo.

En un modo preferido adicional, R1 es igual o diferente, preferiblemente igual y representa -CH>-O-(alquilo C4-Ca),
-(CHz)2-O-CHs, -(alquilo C4-C3)-O-CHa, -CH,-S-(alquilo C4-Ca), -(CHz)2-S-CHs, -(alquilo C4-Ca)-S-CHa, -CH2-0-CHg,
-CH,-0-C2Hs, -CH2-0-C2H40H, -CH2-CH2-0-CHa, -CH2-S-CHs, -CH2-S-C2Hs, -CH2-S-C2H4OH o -CH,-CH3-S-CH3, lo
mas preferiblemente -CHz-CH,-O-CHa.

En un modo mas preferido, M representa hidrégeno o sodio y R1 es igual y representa -CH;-CH,-O-CHa.

Los radicales tritilo de formula (l) pueden sintetizarse tal como se describe en detalle en los documentos WO-A-
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91/12024, WO-A-96/39367, WO 97/09633 y WO-A-98/39277. En resumen, los radicales pueden sintetizarse
haciendo reaccionar tres equivalentes molares de un compuesto de arilo monomeérico metalado con un equivalente
molar de un derivado de acido carboxilico adecuadamente protegido para formar un producto intermedio trimérico.
Este producto intermedio se metala y posteriormente se hace reaccionar con, por ejemplo, dioxido de carbono para
dar como resultado un carbino! de tritilo tricarboxilico que, en una etapa adicional, se trata con un acido fuerte para
generar un cation de triarilmetilo. Entonces se reduce este cation para formar el radical tritilo estable.

Una mezcla liquida que comprende 3¢-piruvato y/o "C-acido pirivico y opcionalmente un disolvente contiene
preferiblemente radicales tritilo de formula () de 5 a 100 mM, mas preferiblemente de 10 a 20 mM, de manera
especialmente preferible de 12 a 18 mM y lo mas preferiblemente de 13 a 17 mM. Se ha encontrado que el tiempo
de acumulacion para la polarizacién en el procedimiento de DNP es mas corto usando cantidades superiores de
radical, sin embargo, el nivel de polarizacién que puede lograrse es inferior. Por tanto, estos dos efectos tienen que
equilibrarse uno con otro.

La técnica de DNP se describe por ejemplo en el documento WO-A-98/58272 y en el documento WO-A-01/96895.
Generalmente, se usan un campo magnético moderado o alto y una temperatura muy baja en el procedimiento de
DNP, por ejemplo llevando a cabo el procedimiento de DNP en helio liquido y un campo magnético de
aproximadamente 1 T o superior. Alternativamente, puede emplearse un campo magnético moderado y cualquier
temperatura a la que se logre suficiente potenciacion de la polarizacion. En una realizacion preferida del método de
la invencién, el procedimiento de DNP se lleva a cabo en helio liquido y un campo magnético de aproximadamente
1T o superior. Se describen unidades de polarizacion adecuadas por ejemplo en el documento WO-A-02/37132. En
una realizacion preferida, la unidad de polarizacion comprende un criostato y medios de polarizacion, por ejemplo
una camara de microondas conectada mediante una guia de ondas a una fuente de microondas en un orificio central
rodeado por medios que producen un campo magnético tales como un iman superconductor. El orificio se extiende
verticalmente hacia abajo hasta al menos el nivel de una regién P préxima al iman superconductor en la que la
fuerza del campo magnético es suficientemente alta, por ejemplo entre 1 y 25 T, para que tenga lugar la polanzaclén
de los nucleos de "°C. Preferiblemente el orificio de la muestra puede sellarse Yy puede evacuarse a bajas presiones,
por ejemplo presiones del orden de 1 mbar o menos. Puede estar contenido un medio de introduccién de muestras
(es decir, la mezcla que comprende el agente paramagnético y '*C-piruvato y/o 3C-acido piravico) tal como un tubo
de transporte de muestras extraible en el interior del orificio y este tubo puede insertarse desde la parte superior del
orificio hacia abajo hasta una posicidn en el interior de la cAmara de microondas en la region P. La region P se enfria
mediante helio liquido hasta una temperatura suficientemente baja como para que tenga lugar la polarizacion,
preferiblemente temperaturas del orden de 0,1 a 100 K, mas preferiblemente de 0,5 a 10K, lo mas preferiblemente
de 1 a 5 K. Preferiblemente, el medio de introducciéon de muestras puede sellarse en su extremo superior de
cualquier modo adecuado para retener el vacio parcial en el orificio. Un recipiente de retencion de muestras, tal
como una cubeta de retencion de muestras, puede ajustarse de manera extraible en el interior del extremo inferior
del medio de introduccién de muestras. El recipiente de retencion de muestras esta hecho preferiblemente de un
material liviano con una baja capacidad calorifica especifica y buenas propiedades criogénicas tal como, por ejemplo
KelF (policlorotrifluoroetileno) o PEEK (polieteretercetona). El recipiente de muestras puede contener una o mas
muestras que van a polarizarse.

La muestra se inserta en el recipiente de retencion de muestras, se sumerge en el helio liquido y se irradia con
microondas, preferiblemente a una frecuencia de aproximadamente 94 GHz a 200 mW. El nivel de polarizacion
puede monitorizarse adquiriendo las sefiales de "*C-RMN de estado sélido de la muestra durante la irradiacién con
microondas, por tanto se prefiere el uso de un medio que contiene una unidad de polarizacién para adquirir los
espectros de '°C-RMN de estado sdlido en la etapa b). Generalmente, se obtiene una curva de saturacién en un
grafico que muestra la sefal de ">C-RMN frente al tiempo. Por tanto, es posible determinar cuando se alcanza el
nivel de polarizacion éptimo.

Si se lleva a cabo la hiperpolarizacién mediante un método que requiere que la muestra esté en estado sélido, por
ejemplo mediante el método de DNP, la muestra sdlida debe transferirse al estado liquido para emplearia en el
método de la invencién. La mezcla polarizada sélida o bien se disuelve, tal como se describe por ejempio en el
documento WO-A-02/37132 o bien se funde, tal como se describe por ejemplo en el documento WO-A-02/36005. Se
prefiere la disolucion de la muestra hiperpolarizada soélida, se prefiere mas la disolucion en un tampon,
preferiblemente un tampaén fisiolégicamente tolerable, para obtener una composicion liquida. El término “tampon” en
el contexto de esta solicitud indica uno o mas tampones, es decir, también mezclas de tampones.

Tampones preferidos son tampones fisiolégicamente tolerables, mas preferiblemente tampones que tamponan en el
intervalo de aproximadamente pH 7 a 8 como por ejemplo tampén fosfato (KHzPO4/NazHPO4), ACES, PIPES,
imidazol/HCI, BES, MOPS, HEPES, TES, TRIS, HEPPS o TRICIN. Tampones mas preferidos son tampones fosfato
y TRIS, el mas preferido es TRIS. En otra realizacion, se usa mas de uno de los tampones preferidos mencionados
anteriormente, es decir una mezcla de tampones.

Cuando se usa '°C-4cido pirivico como compuesto que va a polarizarse, la disolur;IOn también abarca la conversion
de "*C-4acido piravico en "C-piruvato. Para lograr esto, se hace reaccionar 3¢C-4cido pinivico con una base. Puede
hacerse reaccionar '>C-acido piriivico con una base para convertirlo en *C-piruvato y posteriormente se afiade un
tampén. En otro modo preferido, se combinan el tampén y la base en una disolucién y se afiade esta disolucién a
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3¢C-acido piravico, disolviéndolo y convirtiéndolo en *C-piruvato al mismo tiempo. En un modo preferido, la base es
una disolucibn acuosa de NaOH, Na;COsz o NaHCOj, lo mas preferido la base es NaOH. En un modo
pamwlarmente preferido, se usa una disolucién de tampén TRIS que contiene NaOH para disolver "*C-acido
pirvico y convertirlo en la sal de sodio de "*C-piruvato.

En otro modo preferido, el tampdn o, cuando sea aplicable, la disolucion de tampon/base combinados comprende
ademas uno o mas compuestos que pueden unirse a, 0 complejar, iones paramagnéticos libres, por ejemplo agentes
quelantes tales como DTPA o EDTA. Se ha encontrado que iones paramagnéticos libres pueden provocar el
acortamiento del T1 del compuesto hiperpolarizado, lo que preferiblemente se evita.

La disolucion puede llevarse a cabo preferiblemente usando los métodos y/o dispositivos dados a conocer en el
documento WO-A-02/37132. Si la hiperpolarizacién se llevé a cabo mediante el método de DNP, puede usarse una
unidad de disolucién que o bien esta fisicamente separada del polarizador o bien es una parte de un aparato que
contiene el polarizador y la unidad de disolucién. En un modo preferido, la disolucién se lleva a cabo a un campo
magnético elevado para mejorar la relajacion y retener un maximo de la hiperpolarizacion. Deben evitarse nodos de
campo y un campo bajo puede conducir a una relajacién potenciada a pesar de las medidas anteriores.

Sila hlperpolanzauén se lleva a cabo mediante el método de DNP, el agente paramagnético y/o los productos de
reaccion del mismo se eliminan preferiblemente de la disolucion que contiene b C-piruvato. El agente paramagnético
y/o los productos de reaccion pueden eliminarse parcialmente, de manera sustancial o idealmente de forma
completa, se prefiere la eliminacién completa. Los productos de reaccién por ejemplo de radicales tritilo de férmula
(I) pueden ser ésteres que pueden formarse tras la reaccion de acido pirGvico con radicales de férmula (I) que
comprenden grupos hidroxilo. En la técnica se conocen métodos que pueden usarse para eliminar el agente
paramagnético y/o los productos de reaccién del mismo. Generalmente, los métodos aplicables dependen de la
naturaleza del agente paramagnético y/o sus productos de reaccién. Con la disolucién de la muestra solida tras la
polarizacién, el radical puede precipitar y puede separarse faciimente de la composicién liquida mediante filtracidn.
Si se usan particulas magnéticas como agentes paramagnéticos, estas particulas también se eliminan faciimente
mediante filtracion. Si no se produce precipitacién, el agente paramagnético puede eliminarse mediante técnicas de
separacion cromatograficas, por ejemplo cromatografia de fase liquida tal como cromatografia de intercambio ibnico
o en fase inversa o mediante extraccion.

Ya que los radicales tritilo de formula (1) tienen un espectro de absorcién UVivisible caracteristico, es posible usar la
medicién de la absorcidn UVivisible como método para comprobar su existencia en la composicion liquida tras su
eliminaciéon. Con el fin de obtener resultados cuantitativos, es decir, la concentracion del radical presente en la
muestra hiperpolarizada disuelta, el espectrometro 6ptico puede calibrarse de manera que la absorcién a una
longitud de onda especifica a partir de una muestra proporcione la concentracion de radical correspondiente en la
muestra.

El enriquecimiento isotdpico del 13C -piruvato usado en el método de la invencion, y/o el 3¢c-acido pirdvico que se
usa preferiblemente para obtener "*C-piruvato hiperpolarizado mediante el método de DNP, es preferiblemente de al
menos el 75%, mas preferiblemente de al menos el 80% y de manera especiaimente preferible de al menos el 80%,
siendo lo mas preferido un ennqueclmlento isotopico de mas del 90%. Idealmente, el enriquecimiento es del 100%.
Pueden enriquecerse lsotbpicamente *C-acido piravico y/o "*C-piruvato en la posicion C1 (@ contmuacibn indicado
3¢ -acido piravico y *Cs-piruvato), en la posrc«bn C2(a oommuacibn indicado "*C-4cido pirivico y *C,-piruvato),
en la posicion C3 (a commuauén indicado ' C?-écsdo piravico y "*Ca-piruvato), en la posicion C1 y la posicién C2 (a
continuacién indicado '*C4 z-écldo piravico y oGt 2-piruvato), en la posicion C1 y la posicién C3 (a conhnuac:bn
indicado ™C; 3-éc:do pirivico y 3C a-piruvato), en la posicién C2 y la posicién C3 (a continuacién indicado C;3-
acido piravico y "°Ca3-piruvato) o en la posicién C1, C2 y C3 (a continuacion indicado °C13-acido piravico y ®Ci 23
piruvato), siendo la posicion C1 la preferida.

En la técnica se conocen varios métodos para la sintesis de ">Ci-acido piravico y "Cs-piruvato. En resumen,
Seebach et al., Journal of Organic Chemistry 40(2), 1975, 231-237 describen una ruta sintética que se basa en la
proteccién y activacién de un material de partida que contiene carbonilo tal como un S,S-acetal, por ejemplo 1,3-
dmano o 2-metil-1,3-ditiano. El dmano se metala y se hace reaccionar con un compuesto que contiene metilo y/o

3C0,. Usando el componente de *C lsowplcamente enriquecido apropiado tal como se explica resumidamente en
esta referencia, es posible obtener '°Cs-piruvato, *°Cz-piruvato o '*Cy2-piruvato. Posteriormente se libera la funcion
carbonilo mediante el uso de métodos convencionales descritos en la bibliografia. Una ruta sintética diferente
comienza a partir de acido acético, que se convierte en primer lugar en bromuro de acetilo y entonces se hace
reaccionar con Cu'®CN. Se convierte el nitrilo obtenido en acido pirivico a través de la amida (véase por ejemplo
S.H. Anker er al., J. Biol. Chem. 176 (1 :) 1333 o J. E. Thirkettle, Chem Commun. (1997), 1025). Ademas, puede
obtenerse "C-acido pirivico protonando "C-piruvato de sodio disponible comercialmente, por ejemplo mediante el
método descrito en la patente estadounidense 6.232.497.

Para usarse en el método de la invencién, el '*C-piruvato hiperpolarizado se proporciona como una composicién que
es adecuada para su administraciéon a un cuerpo vivo de ser humano o de animal no humano. La composicién
comprende preferiblemente un tampén o una mezcla de tampones tal como se describié anteriormente. La
composicion puede comprender ademas portadores, excipientes y adyuvantes de formulacién farmacéuticamente
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aceptables convencionales. Por tanto, la composicién puede incluir por ejemplo estabilizadores, agentes de ajuste
de la osmolalidad, agentes solubilizantes y similares.

El piruvato es un compuesto endbgeno que se tolera muy bien por el cuerpo humano, incluso en altas
concentraciones. Como precursor en el ciclo del acido citrico, el piruvato desempefia un papel metabdlico importante
en el cuerpo humano. El piruvato se convierte en diferentes compuestos: su transaminacién da como resultado
alanina, mediante descarboxilacién oxidativa, el piruvato se convierte en acetil-CoA y bicarbonato, la reduccién del
piruvato da como resultado lactato y su carboxilacion oxaloacetato.

Se ha encontrado ahora que la conversién de '*C-piruvato hiperpolarizado en 3C-lactato hiperpolarizado, '*C-
bicarbonato hiperpolanizado (s6lo en el caso de “Ci-piruvato, ~Ciz-piruvato o 'C1za piruvato) y 13C—alamm.n
hiperpolarizada puede usarse para la distincion entre tejido miocardico viable y no viable usando obtencién de
imagenes por RM in vivo. Esto es sorprendente ya que hay que tener en cuenta que el T1 de los compuestos
hiperpolarizados decae debido a relajacién y dilucion. El "C-piruvato tiene una relajacién T en sangre humana
completa a 37°C de aproximadamente 42 s, s:n embargo, se ha encontrado que la conversion de C-ppruvato
hiperpolarizado en "C-lactato hlperpoianzado 3C-bicarbonato hiperpolarizado y C-a!amna hiperpolarizada es lo
suficientemente rapida como para permitir la deteccion de la sefial del compuesto ''C-piruvato original y sus
metabolitos. La cantidad de alanina, bicarbonato % lactato depende del estado metabédlico del tejido mlocérdlco 2n
investigacion. La intensidad de la seflal de RM de 3C-lactato hlperpolanzado 3C-bicarbonato hiperpolarizado y 0.
alanina hiperpolarizada esta relacionada con la cantidad de estos compuestos y el grado de polarizacion q_‘ue queda
en el momento de |a deteccion, por tanto momtonzando la conversién de '*C-piruvato hiperpolarizado en ™C-lactato
hiperpolarizado, '>C-bicarbonato hiperpolarizado y 'C-alanina hiperpolarizada es posible estudiar procesos
metabdlicos in vivo en el tejido cardiace de animal no humano o de ser humano usando obtencion de imagenes por
RM no invasiva.

A continuacién, los términos “*C- -piruvato hipeijpolanzado “YC-piruvato” y “piruvato” se usan de manera

intercambiable. Lo mismo se aplica a los términos * *C-lactato hiperpolarizado”, '”C -lactato” y “lactato”; “'*C-alanina
u polanzada®, “'*C-alanina” y alamna' “13C.bicarbonato hiperpolarizado”, *' C—btcarbonato y “bicarbonato” y
C-metabol:lo(s) hiperpolarizado(s)”, =13 C-metabolito(s)” y “metabolito(s)".

Se ha encontrado que las amplitudes de las sefiales de RM que surgen de los diferentes metabolitos de piruvato
varian dependiendo del estado metabdlico del tejido miocérdico. Por tanto, puede usarse el patron de picos
metabolicos Unico formado por alanina, lactato, bicarbonato y piruvato como huella para el estado metabolico del
tejido cardiaco en examen y por tanto pem'nte la distincion entre tejido miocardico viable, no viable y en riesgo. Esto
hace que una composiabn que comprende '°C-piruvato hiperpolarizado sea un agente excelente para la obtencién
de iméagenes por RM in vivo para evaluar la viabilidad del tejido miocardico. Determinar la viabilidad del tejido
miocardico es por supuesto importante tras isquemia miocardica o ataques cardiacos pero también en pacientes con
por ejemplo diabetes y sindrome metabdlico, ambas enfermedades en las que pueden producirse dafios en el tejido
miocardico.

Ya que la arteriopatia coronaria (CAD) tiene una variedad de presentaciones clinicas, que oscilan entre angina
estable y muerte subita, es de beneficio inmediato un método de diagnéstico que notifique sobre el estado de
viabilidad de las células. Entre los dos estados mas “extremos” (células viables normales y células muertas), existe
una gama de diferentes estados en el tejido miocardico isquémico al nivel celular que a su vez se manifiestan en
dicha variedad de presentaciones clinicas. Es importante identificar estos diferentes estados en tejido miocardico
isquémico, también denominado “tejido miocardico en riesgo”, es decir, tejido que si la isquemia se prolonga
dejandola sin tratar se volvera necrético, para proporcionar al paciente el tratamiento apropiado para prevenir la
necrosis.

Dos estados diferentes pero muy graves de un corazén isquémico son hibemacion y aturdimiento. La hibemacion es
un estado isquémico crénico en el que se reduce el flujo de sangre al miocardio y también se reduce la funcién del
corazén. Normalmente, las células del miocardio oxidan principalmente acidos grasos. En células en hibemacion,
hay un aumento de la captacién de glucosa (conocido de estudios de FDG-PET), lo que sugiere que el piruvato seré
un sustrato preferido para estas células. El miocardio aturdido tiene por otro lado una isquemia aguda (por ejemplo
una oclusion coronaria importante) en la que el flujo de sangre es normal pero la funcién disminuye. Esto debe dar
como resultado una baja concentracién de lactato debido a la actividad metabdlica relativamente baja. Se ha
encontrado que usando el método de la invencién puede identificarse tejido miocardico en riesgo debido a que tiene
una sefial de '*C-bicarbonato baja y/o una sefial de "*C-lactato alta.

La isquemia puede producir diversos grados de disfuncion miocardica, y si es grave y prolongada, conducira a
necrosis de las células. En este ultimo caso, las células estan muertas y no tiene lugar metabolismo en absoluto, por
ejemplo, tras la administracién de '3C-piruvato hiperpolarizado, sélo se espera esta sefial mientras que no estan
presentes sefales de posibles metabolitos en una imagen y/o espectro de °C.

Generalmente, el sujeto en examen, por ejemplo un paciente o un animal, se coloca en el iman de RM. Se colocan
bobinas de RF de "*C-RM especializadas para cubrir el 4rea de interés.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2422 558 T3

Un medio de obtencién de imagenes que comprende 13C-piruvato y uno o mas portadores, excipientes y/o aditivos
farmacéuticos convencionales se administra por via parenteral, preferiblemente por via intravenosa o por via
intraarterial. También es posible la administracién directa al corazén, por ejemplo inyectando el medio de obtencién
de imagenes mediante un catéter colocado en las arterias coronarias. La dosificacién y concentracion del medio de
obtencion de imagenes dependera de una gama de factores tales como la toxicidad y la via de administracion.
Generalmente, el medio de obtencién de imagenes se administra en una concentracion de hasta 1 mmol de piruvato
por kg de peso corporal, preferiblemente de 0,01 a 0,5 mmol/kg, méas preferiblemente de 0,1 a 0,3 mmol/kg. La
velocidad de administracion es preferiblemente inferior a 10 mi/s, mas preferiblemente inferior a 6 ml/min. y lo mas
preferible de desde 5 mlfs hasta 0,1 mi/s. A menos de 400 s tras la administracion, preferiblemente menos de 120 s,
mas preferiblemente menos de 60 s tras la administracién, de manera especialmente preferible de 20 a 50 s tras la
administracion y lo mas preferiblemente de 30 a 40 s tras la administracion, se aplica una secuencia de obtencion de
imagenes por RM que codifica el volumen de mtarés de una manera selecﬁva para espacio y frecuencia combinada.
Esto da como resultado imagenes metabdlicas de "*C-lactato, '*C-alanina, '*C-bicarbonato y ~C-piruvato.

La codificacién del volumen de interés puede lograrse usando las denominadas secuencias de obtencion de
imagenes espectroscopicas tal como se describe por ejemplo en T.R. Brown ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79,
3523-3526 (1982); A. A. Maudsley, et al., J. Magn. Res 51, 147-152 (1983) Los datos de |magenes
especiroscdpicas contienen varios elementos de volumen en los que cada elemento contiene un espectm de *C-RM
completo. El ’ *C+ -piruvato y sus '3C-metabolitos tienen todos su posicién Gnica en un espectro de °C-RM y puede
usarse su frecuencia de resonancia para identificarlos. La mtegral del pico a su frecuencia de resonancia esta
vinculada darectamente ala cant:dad de C-piruvato y sus *C-metabolitos, respectivamente. Cuando se estima la
cantidad de "°C- -piruvato y cada ' *C-metabolito usando rutinas de ajuste del dominio de tiempo tal como se describe
por ejemplo en L Vanhamme ef al., J Magn Reson 129, 35-43 (1997), pueden generarse imagenes para 8
piruvato y cada '*C-metabolito en las que una codificacion de color o codificacion de grises es representativa de la
cantidad de "’C-piruvato y cada "*C-metabolito medida.

Aunque los métodos de obtencidén de imagenes espectroscopicas han demostrado su valor en la produccion de
imagenes metabdlicas usando toda clase de nucleos de RM, por ejemplo 'H, *'P, ®Na, la cantidad de repeticiones
necesarias para codificar completamente la imagen espectroscdpica hace que este enfoque sea menos adecuado
para "°C hiperpolarizado. Debe tenerse cuidado para garantizar que esté disponible la sefial de 3C hiperpolarizado
durante toda la adquisicion de datos de RM. A expensas de una sefial reducida con respecto al ruido, esto puede
lograrse reduciendo el angulo de pulso de RF que se aplica en cada etapa de codificacion de fases. Tamariios de
matriz superiores requieren mas etapas de codificacién de fases y tiempos de exploracién méas largos.

Los métodos de obtencién de imagenes basados en el trabajo pionero de P. C. Lauterbur (Nature, 242, 190-191,

(1973) y P. Mansfield (J. Phys. C. 6, L422-L426 (1973)), que implican aplicar un gradiente de lectura durante la

adquisicién de datos, permitiran imagenes de sefial superior con respecto a ruido o las imagenes equivalentes de

resolucion espacial superior. Sin embargo estos métodos de obtencion de imagenes en su forma basica no podran

?roducar imagenes separadas para ">C-piruvato y sus '*C-metabolitos sino una imagen que contiene las sefiales de
%+ -piruvato y todos sus '°C-metabolitos, es decir, no es posible la identificacion de metabolitos especificos.

En una realizacién preferida, se usan secuencias de obtencién de lmagenes que hacen uso de multiples ecos para
codificar la informacién de frecuencia. Se describen por ejemplo secuencias que pueden producir imagenes de 'H de
agua y grasa separadas en G. Glover, J Magn Reson Imaging 1991;1:521-530 y S. B. Reeder ef al., MRM 51 3545
(2004). Puesto que se conocen los metabolitos que van a detectarse y como tales se conocen sus frecuencias de
RM, puede aplicarse el enfoque comentado en las referencias anteriores para adquirir imagenes directas de 13C-
piruvato, 3C-alanina, *C-lactato y 3C-bicarbonato. Este procedimiento hace un uso mas eficaz de la sefal de °c-
RM hiperpolarizado, dando una mejor calidad de sefial en comparacién con la obtencion de imagenes
espectroscOpicas, una resolucion espacial superior y tiempos de adquisicién mas rapidos.

Tal como se describié anteriormente, el tejido cardiaco viable se caracteriza por una alta actividad metabélica. Tras
la isquemia, es decir, la disminucién del flujo de sangre al tejido, las células tienen un suministro inadecuado de
oxigeno y los procesos metabdlicos a nivel celular disminuyen. Sorprendentemente, es posible hacer que este
cambuo en el metabolismo sea visible dentro de la corta ventana temporal de obtenmén de imag‘ nes por RM usando

C-plruvato hiperpolarizado. Cambios especialmente significativos en la sefial de "°C-lactato y 3C-bicarbonato en el
tejido miocardico, que dependen del estado metabblico de las células individuales, permiten la evaluacion de la
viabilidad de las oéluias del miocardio.

Por tanto, en una realizacion preferida, el método segin la invencién comprende

(@)  adquirir imagenes de ' 3C-RM directas de "*C-piruvato y sus metabolitos que contienen '°C alanina, lactato y
bicarbonato a partir de un sujeto al que se le administra previamente un medio de obtencién de imagenes que
comprende '*C-piruvato hiperpolarizado, y

(b)  opcionalmente correlacionar la sefial de '3C de un metabolito con la sefial de °C de cualquier otro metabolito
detectado para obtener un contraste basado en la diferencia en la intensidad de sefial de dos,
preferiblemente tres, lo mas preferiblemente cuatro '>C-metabolitos;
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en el que el tejido miocardlco en riesgo en dichas imagenes de '°C se indica mediante la sefial de '°C-bicarbonato
més baja y/o la sefial de "°C-lactato més alta.

Por tanto, en una realizacion preferida adicional, el método segun la invencion comprende

(@)  adquirir imagenes de "*C-RM directas de "C-piruvato y sus metabolitos que contienen '°C alanina, lactato y
bicarbonato a partir de un sujeto al que se le administra previamente un medio de obtencion de imagenes que
comprende "*C-piruvato hiperpolarizado, y

(b)  opcionalmente correlacionar la sefial de ' 3C de un metabolito con la sefial de *°C de cualquier otro metabolito
detectado para obtener un contraste basado en la diferencia en la intensidad de sefial de dos,
preferiblemente tres, lo mas preferiblemente cuatro *C-metabolitos: y

() identificar tejido miocardico en riesgo en dichas imagenes identificando la sefial de '*C-bicarbonato mas baja
y/o la sefial de '*C-lactato mas alta.

Para corregir la sefial de piruvato, se normalizan las imagenes tanto de metabolitos (lactato, alanina y bicarbonato)
como de piruvato al valor maximo en cada imagen individual. En segundo lugar, se multiplica la imagen de lactato
normalizada por la imagen de piruvato invertida, por ejemplo la sefial de piruvato maxima en la imagen menos el
nivel de piruvato para cada pixel. Como Ultima etapa, se multiplica el resultado intermedio obtenido en la operacién
anterior por la imagen de lactato original.

Como ejemplo, para corregir la sefial de bicarbonato, se normalizan las imagenes fanto de lactato como de
bicarbonato al valor méaximo en cada imagen individual. En segundo lugar, se multiplica la imagen de lactato
normalizada por la imagen de bicarbonato invertida, por ejemplo la sefial de bicarbonato maxima en la imagen
menos el nivel de bicarbonato para cada pixel. Como ultima etapa, se multiplica el resultado intermedio obtenido en
la operacién anterior por la imagen de lactato original. De una manera similar, también puede incluirse en el analisis
la sefial de alanina y también puede usarse el hallazgo de una sefial de bicarbonato baja junto con una seial de
alanina sin cambios como indicacién de tejido miocardico en riesgo.

Para enfatizar regiones con metabolismo alterado, puede usarse cualquier combinacién de sefial de metabolito
aumentada en relacién con una sefial de metabolito reducida en una operacién similar a como se describié en el
parrafo anterior, mediante lo cual se obtiene una imagen de metabolito ponderada. Sorprendentemente, la
evaluacion de la viabilidad del tejido miocardico, es decir, la distincién entre tejido miocardico viable, dafiado y no
viable también mejora mediante esta correlacion.

Puede incluirse informacion anatémica y/o de perfusion en la evaluacion de la viabilidad del tejido miocardico segun
el metodo de la invencién. Por ejemplo, puede obtenerse informacién anatémica adquiriendo una imagen de proton
o "®C-RM con o sin el empleo de un agente de contraste adecuado. La perfusion relativa en el miocardio puede
determinarse usando un agente de contraste de RM tal como por ejemplo Omniscan™. Asimismo, se conocen en la
técnica técnicas de obtencién de imagenes por RM para la medicién de la perfusion sin la administracién de un
agente de contraste. En una realizacion preferida, se usa un agente de contraste de '°C hiperpolarizado no
metabolizado para determinar la perfusion cuantitativa. Se describen técnicas y agentes de contraste adecuados por
ejemplo en el documento WO-A-02/23209. En una realizacién mas preferida, se usa '*C-piruvato hiperpolarizado
para determinar la perfusion cuantitativa.

En otra realizacion preferida, el medio de obtencion de iméagenes que comprende '°C-piruvato hiperpolarizado se
administra repetidamente, permitiendo asi estudios dinamicos. Esto es una ventaja adicional del método segtn la
invencién en comparacion con otros métodos de obtencién de imagenes cardiacas por RM que usan agentes a base
de manganeso que, en dosis superiores, muestran efectos cardiotoxicos. Debido a la baja toxicidad del piruvato y su
perfil de seguridad favorable, dosis repetidas de este compuesto se toleran bien por el paciente.

Los resultados obtenidos en el método de la invencién permiten al médico elegir el tratamiento apropiado para el
paciente en examen. En una realizacion preferida adicional, el método de la invencion se usa para determinar si el
tratamiento es satisfactorio.

También se notifica que el piruvato tiene efectos inotrépicos. Como tal, el compuesto puede usarse simultaneamente
como agente terapéutico y de diagnostico en el caso del miocardio aturdido en el que se supone que radicales libres
de oxigeno desempefian un papel.

Vista desde un aspecto adicional, la invencion proporciona la reivindicacion 1.

La fabricacion de un medio de obtencién de imagenes que contiene e hiperpolarizado como agente de obtericion
de imagenes se describe en detalle en las paginas 6 a 8.

La fabricacion y las realizaciones preferidas de la fabricacion de '3¢C-piruvato hiperpolarizado a partir de "*C-4cido
pirivico o *C-piruvato se describe en detalle en las paginas 3 a 6.

Ejemplos

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

35

ES 2 422 558 T3

Ejemplo 1: Sintesis de sal de sodio de tris(8-carboxi-2,2,6,6-(tetra(metoxietil)benzo-[1,2-4,5']bis-(1,3)ditiol-4-il)metilo

Se suspendieron 10 g (70 mmol) de sal de sodio de tris(8-carboxi-2,2,6,6-(tetra(hidroxietil)benzo-[1,2-4,5')-bis-(1,3)-
ditiol4-il)metilo que se habia sintetizado segun el ejemplo 7 del documento WO-A1-98/39277 en 280 ml de
dimetilacetamida bajo una atmoésfera de argén. Se afadié hidruro de sodio (2,75 g) seguido por yoduro de metilo
(5,2 ml) y se dejé que avanzara la reaccion que es ligeramente exotérmica durante 1 hora en un bafio de agua a
34°C durante 60 min. Se repitié6 dos veces la adicién de hidruro de sodio y yoduro de metilo con las mismas
cantidades de cada uno de los compuestos y, tras la adicién final, se agité la mezcla a temperatura ambiente
durante 68 horas y entonces se vertié en 500 ml de agua. Se ajust6 el pH a pH > 13 usando 40 ml de NaOH (ac.)
1 My se agit6 la mezcla a temperatura ambiental durante 15 horas para hidrolizar los ésteres metilicos formados. Se
acidificé entonces la mezcla usando 50 ml de HCI (ac.) 2 M hasta un pH de aproximadamente 2 y se extrajo 3 veces
el acetato de etilo (500 ml y 2 x 200 ml). Se secd la fase organica combinada sobre Na;S04 y entonces se evapord
hasta sequedad. Se purificé el producto bruto (24 g) mediante HPLC preparativa usando acetonitrilo/fagua como
eluyentes. Se evaporaron las fracciones recogidas para eliminar el acetonitrilo. Se extrajo la fase acuosa restante
con acetato de etilo y se sec la fase organica sobre NazS0, y entonces se evapord hasta sequedad. Se afadié
agua (200 ml) al residuo y se ajusté cuidadosamente el pH con NaOH (ac.) 0,1 M a 7, disolviéndose lentamente el
residuo durante este procedimiento. Tras la neutralizacion, se liofilizé la disolucion acuosa.

Ejemplo 2: Produccién de una composicion que comprende 130«-;;irm.'att:> hiperpolarizado mediante el método de
DNP usando '*C-acido pirtvico y el radical tritilo del ejemplo 1

Se preparé una disolucién 20 mM disolviendo 5,0 mg del radical del ejemplo 1 en '*Cs-4cido pirtivico (164 pl). Se
mezclé la muestra hasta la homogeneidad y se colocd una alicuota de la disolucién (41 mg) en una cubeta de
muestras y se insert6 en el polarizador de DNP.

Se polarizé la muestra en condiciones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T con irradiacién con
microondas (93,950 GHz). Tras 2 horas, se detuvo la polarizacion y se disolvié la muestra usando un dispositivo de
disolucién segun el documento WO-A-02/37132 en una disolucién acuosa de hidréxido de sodio y tris(hidroximetil)-
aminometano (TRIS) para proporcionar una disolucién neutra de '*Cs-piruvato de sodio hiperpolarizado. Se analizé
rapidamente la muestra disuelta con BC-RMN para evaluar la polarizacion y se obtuvo una polarizacién de 3C del
19,0%.

Ejemplo 3: Produccién de una composicién que comprende 13C-piruwam hiperpolarizado mediante el método de
DNP usando '3C-4cido pirvico y el radical tritilo del ejemplo 1

Se preparé una disoluciéon 15 mM disolviendo el radical del ejemplo 1 (209,1 mg) en una mezcla de 3¢4-4cido
pirdvico (553 mg) y acido piruvico no marcado (10,505 g). Se mezclo la muestra hasta la homogeneidad y se colocod
una alicuota de la disolucién (2,015 g) en una cubeta de muestras y se inserté en el polarizador de DNP.

Se polarizé la muestra en condiciones de DNP a 1,2 K en un campo magnético de 3,35 T con irradiacién con
microondas (93,950 GHz). Tras 4 horas, se detuvo la polarizacién y se disolvié la muestra usando un dispositivo de
disoluciéon segun el documento WO-A-02/37132 en una disolucién acuosa de hidréxido de sodio vy
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) para proporcionar una disolucion neutra de '*Ci-piruvato de sodio
hiperpolarizado con una concentracién de piruvato total de 0,5 M en tampén TRIS 100 mM. Se conecté una columna
cromatografica en serie con el dispositivo de disolucién. La columna consiste en un cartucho (D = 38 mm;
h=10mm) que contiene material de empaquetamiento hidréfobo (Bondesil-C18, 40UM pieza n.%. 12213012)
suministrado por Varian. Se forzé la muestra disuelta a través de la columna que absorbia selectivamente el radical.
Se analizd rapidamente la disolucién filtrada con '>C-RMN para evaluar la polarizacién, se obtuvo una polarizacién
de C del 16,5%. Posteriormente se analizé la concentracién de radical residual con un espectrofotémetro UV a
469 nm y se determiné que estaba por debajo del limite de deteccion de 0,1 puM.

Ejemplo 4: Produccién de *C-piruvato hiperpolarizado mediante el método de DNP usando "*C-acido pirivico y sal
de sodio de tris(8-carboxi-2,2,6,6-tetra(hidroxi-etoxi)metil-benzo[1,2-d:4,5-d"]bis(1,3)ditiol-4-il)metilo

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

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

Ejemplo 5: Procedimiento de obtencion de imagenes cardiacas segun la invencién

5.1 Preparacion del cerdo
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Se anestesid el cerdo (25 kg) usando un céctel que contenia NaCl isotonico (al 26% en vol.), Ketalar (50 mg/ml)
(Pfizer AB) (al 42% en vol.), Norcuron (10 mg + 5 ml de agua estéril) (Organon) (al 21% en vol.) y Midazolam
(5 mg/ml) (Pharma Hameln) (al 11% en vol.) administrado usando una bomba de infusién a una velocidad de
0,6 mi/min.

Tras la primera inyeccion con '*Cs-piruvato, se retir6 el cerdo del escéner de RM. Con orientacién por rayos X, se
inserté un catéter de balén en la arteria coronaria izquierda y se bloqueé la arteria circunfleja durante un periodo de
15 minutos. Durante toda la operacién, se midieron el ECG vy la tensién arterial. 90 rnmutos tras el final del periodo
|squémlco se obtuvieron de nuevo imagenes del cerdo y se adquirieron imagenes de °C de (aproximadamente) la
misma ubicacién en la que se llevd a cabo la medicién control.

5.2 Obtencién de imagenes por RM de protén

Se coloco el cerdo en una bobina de RM para cerdos (Rapid Biomedical, Alemania) y se obtuvieron imagenes
usando una biblioteca de secuencias de obtencién de imagenes por RM de proton cardiacas clinicas convencional
para conseguir informacion anatémica y para conseguir la orientacién de vista de eje corto del miocardio (véase la
imagen de referencia de protén en las figuras para observar un ejemplo de vista de eje corto).

5.3 Obtencién de imagenes de '°C-RM

Basandose en la frecuencia de protén hallada mediante el sistema de RM, se calcul6 la frecuencia de RM para °Cs-
alanina segun la siguiente ecuacion:

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

La frecuencia calculada coloct la sefial de RM que surge de 3C;-alanina en resonancia con °Ci-lactato a la
izquierda y resonando 3C4-piruvato y '3C,-bicarbonato a la derecha de *Cs-alanina. Se ejecutd una secuencia de
espectroscopia de RM no localizada para garantizar que la bobina de *C- RM y la frecuencia de RM del sistema se
habian establecido correctamente. Se coloco la ubicacién de la imagen de ' % para cubrir el miocardio (vista de eje
corto) (grosor de corte de 20 mm, tamafio de pixel en plano de 7,5 x 7,5 mm®). En la fase de reoonstmccaén se
rellenaron con ceros los datos de imagenes dando como resultado una resolucién de 3,75 x 3,75 x 20 mm’. Se
inyectaron 16 ml de "°Cy-piruvato (327 mM) (0,22 mmolkg) durante un periodo de 12 s (1,3 mi/s) por via i.v. en Ia
pata frontal y 30 s tras el inicio de la inyeccion (es decir, 18 s tras acabar la inyeccidn), se inici6 la secuencia de 5.
RM de desplazamiento quimico.

5.4 Analisis de los datos de obtencién de imagenes por RM

La obtencién de imagenes por RM dio como resultado una matriz que contenia 16 x 16 elementos en la que cada
elemento o véxel/pixel contiene un espectro de *C-RM. En la fase de reconstruccién, se rellené con ceros la matriz
hasta 32 x 32, una operacion matematica que ayuda a mejorar la resolucién espacial. Se analizé el conjunto de
datos en el escaner de IRM con, software p J)orcionado por el fabricante. Los resultados son imagenes metabdlicas
para '°C-piruvato, *C-alanina, '*C-lactato y "*C-bicarbonato.

5.5 Resultados

En las figuras adjuntas se muestran y se resumen los resultados del experimento antes y después de la oclusion de
la arteria circunfleja.

La figura 1 muestra imagenes y un espectro obtenidos en el cerdo antes del periodo isquémico

mostrando la figura 1a una imagen de ”C-piruvato

mostrando la figura 1b una imagen de *C-lactato

mostrando la figura 1c una imagen de "*C-alanina

mostrando la figura 1d una imagen anatémica de referencia de protén

mostrando la figura 1e una imagen de 3C-bicarbonato y

mostrando la figura 1f un espectro de 3C-RMN del pixel seleccionado de la imagen presentada en la figura 1e.
La figura 2 muestra imagenes y un espectro obtenidos del cerdo después del periodo isquémico

mostrando la figura 2a una imagen de *C-piruvato

mostrando la figura 2b una imagen de "°C-lactato

mostrando la figura 2c una imagen de "*C-alanina
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mostrando la figura 2d una imagen anatomica de referencia de protén
mostrando la figura 2e una imagen de *3C-bicarbonato y
mostrando la figura 2f un espectro de "*C-RMN del pixel seleccionado de la imagen presentada en la figura 2e.

Las figuras muestran que no hay ninguna diferencia en la imagen de referencia de protén antes y después del
periodo isquémico. Ademas una sefial de bicarbonato fuertemente reducida (en comparacién con el control) y un
contraste positivo para la sefial de lactato indican el tejido miocardico en riesgo. No se observa ninguna diferencia en
las imagenes de alanina y piruvato antes y después de los periodos isquémicos.

5.6 Conclusion

Mediante el uso de 13(?;-pirumlratt'.t hiperpolarizado como agente de obtencién de imagenes en un examen de obtencion
de imagenes por RM, puede identificarse tejido miocardico en riesgo.
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REIVINDICACIONES

Uso de "C-piruvato hiperpolarizado para la fabricacién de un medio de obtencién de imagenes por RM para
su uso en un método para evaluar la viabilidad de tejido miocardico, en el que dicho método comprende:

(a) adquirir imagenes de '*C-RM directas de '*C-piruvato y sus metabolitos que contienen "*C alanina,
lactato y bicarbonato, a partir de un sujeto al que se le administra previamente dicho medio de
obtencion de imagenes; y

(b) opcionalmente, correlacionar la sefial de '°C de un metabolito con la sefial de °C de cualquier otro
metabolito detectado para obtener un contraste basado &n la diferencia en la intensidad de seiial de
dos, preferiblemente tres, lo mas preferiblemente cuatro *C-metabolitos.

Uso segUn la reivindicacion 1, en el que la etapa b) de dicho método es obligatoria.

Uso segun la reivindicacion 1, en el que la etapa b) de dicho método comprende ademas corregir la sefial
de lactato para la cantidad de bicarbonato para obtener una imagen de lactato con respecto a bicarbonato
ponderada.

Uso segun la reivindicacion 3, en el que la sefial de lactato se corrige para la cantidad de bicarbonato:

- normalizando las imagenes tanto de lactato como de bicarbonato al valor méaximo en cada imagen
individual; y

- multiplicando la imagen de lactato normalizada por la imagen de bicarbonato invertida.

Uso segun la rewmdicaqén 1, en el que el *C-piruvato hiperpolarizado se obtiene hiperpolarizando e,
acido pirtvico yfo 3C-piruvato mediante el método de DNP.

Uso segun las reivindicaciones 1, en el que el medio de obtencion de imagenes comprende ademas uno o
mas tampones seleccionados del grupo que consiste en (KHzPO4/NazHPO4), ACES, PIPES, imidazol/HCI,
BES, MOPS, HEPES, TES, TRIS, HEPPS y TRICIN.

Uso segn la reivindicacion 1, en el que se usan secuencias de obtencién de imagenes, que hacen uso de
multiples ecos para codificar la informacién de frecuencia, para adquirir las imagenes de "°C directas en la
etapa a).

Uso segun la reivindicacién 1, en el que las imagenes de '°C directas en la etapa a) se adquieren a menos
de 400 s tras la administracion del medio de obtencién de imagenes.

Uso segun la reivindicacion 1, en el que se adquieren ademas una o0 mas imagenes de proton con o sin un
agente de contraste de IRM de protdn o en el que se adquieren ademas una o mas imagenes de *C conun
agente de contraste de *C-RM hiperpolarizado para obtener informacién anatémica y/o de perfusion.

Uso segUn la reivindicacion 9, en el que se adquieren ademdas imagenes de protén con o sin un agente de
contraste de IRM de protdn para determinar la perfusion relativa en el miocardio.

Uso segun la rewmd:cambn 9, en el que se adquieren ademéas imagenes de '°C usando un agente de
contraste de “C-RM hiperpolarizado no metabolizado para determinar la perfusion cuantitativa en el
miocardio.

Uso segtn la reivindicacién 9, en el que se adquieren ademas imagenes de °C usando "C-piruvato
hiperpolarizado para determinar la perfusion cuantitativa en el miocardio.

Uso segun la reivindicacion 1, en el que el medio de obtencion de imagenes que comprende 13(.‘,-pirumlfato se
administra repetidamente.

Uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho método es para distinguir entre tejido miocardico viable,
dafiado y no viable.
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