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DESCRIPCION

Medio de contraste de resonancia magnética que utiliza polietilenglicol y método de captacion de imagenes de
resonancia magnética.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de obtencién de imagenes por resonancia magnética que utiliza
agentes de contraste con polietilenglicol, es decir, agentes de contraste de resonancia magnética para captar de
manera continua sefiales de resonancia magnética mediante la aplicacién de impulsos de excitacion con un tiempo
de repeticion de 60 segundos o menos (preferentemente 1 segundo o menos, mas preferentemente 250
milisegundos o menos, y todavia méas preferentemente 100 milisegundos o menos). La invencion se refiere ademas
a un método para captar sefiales de resonancia magnética utilizando el agente de contraste de resonancia
magnética.

Antecedentes de la técnica

Recientemente en el diagnéstico por imagen con agentes de contraste en la practica se han utilizado técnicas de
obtencion de imagenes con positrones o agentes de contraste marcados radioactivamente (tales como PET, SPECT
y similares) y la IRM (imagen por resonancia magnética) que utiliza la resonancia magnética nuclear. Aunque resulta
posible obtener informacion cuantitativa sobre una lesién utilizando PET o SPECT, estas técnicas resultan
desventajosas en el aspecto de que los agentes de contraste no pueden almacenarse establemente porque la
radioactividad de los agentes de contraste se deterioran segin su vida media. Ademas, estas técnicas no resultan
deseables para el sujeto debido a que los compuestos radioactivos pueden presentar un efecto perjudicial para el
cuerpo humano. Por otra parte, la IRM, al utilizar mediciones de nulcleos de is6topos estables, es una técnica de
obtencidn de imagenes que resulta segura para el cuerpo humano y que ademas permite evitar ventajosamente la
problematica inestabilidad de los is6topos radioactivos. Por estos motivos se espera que la utilizacion de la IRM se
expanda todavia mas.

La IRM tipicamente ha utilizado 'H como los nicleos diana de la resonancia magnética nuclear y entre los agentes
de contraste conocidos para la misma se incluyen los agentes de contraste de Gd, que son compuestos de
coordinacion del gadolinio (Gd), las preparaciones coloidales de 6xido de hierro superparamagnético (SPIO) que
utiliza part|culas de 6xido de hierro, y similares. Estos agentes de contraste utilizan el principio de que el tiempo de
relajacion del 'H de la molecula de agua presente en un suleto se acorta, visualizando indirectamente de esta
manera la presencia de 'H. Sin embargo, la IRM que utiliza 'H como los nucleos diana de la resonancia magnetlca
nuclear no presenta una linealidad perfecta de las sefiales de resonancia magnética procedentes de 'H y la
concentracion del agente de contraste, dificultando la obtencion de imagenes que permitan el analisis cuantitativo en
la obtencién de imagenes moleculares y similares. Respecto a los nucleidos diferentes del proton, los nucleos O,
gue presentan una sensibilidad practicamente equivalente a la del protén, se estan estudiando para aplicaciones de
obtencion de imagenes moleculares mediante IRM; sin embargo, el F no ha sido utilizado en la practica por
problemas tales como la dificultad para sintetizar compuestos que contienen flGor. Ademas, al utilizar agentes de
contraste que utilizan éxido de hierro o gadolinio, 0 agentes de contraste que utilizan atomos tales como flor, debe
considerarse hasta cierto punto su toxicidad.

La obtencion de imagenes IRM también puede ponerse en practica mediante la introduccion de moléculas que
contienen 13C en el cuerpo del sujeto y después midiendo las sefiales de resonancia magnética procedentes del
13C; por lo tanto, es conocido que las moléculas que contienen 13C son utilizables como agentes de contraste para
IRM. Las sefiales de resonancia magnética de 13C presentan un nivel de fondo bajo en el sujeto en comparacion
con la sefales de 'H y por lo tanto se consideran utilizables en la obtencion de imagenes utilizadas para las
evaluaciones cuantitativas. Sin embargo, la sefial de resonancia magnética del 13C resulta facilmente afectada por
la estructura de la molécula. Por lo tanto, al introducir una pluralidad de nucleos de 13C en una Unica molécula para
incrementar las sefiales de resonancia magnética del 13C, el desplazamiento quimico de cada nucleo de 13C en la
molécula puede dispersarse, reduciendo la precision de las mediciones. Ademas, la unién de una molécula que
contiene 13C a una proteina con un peso molecular relativamente elevado, tal como un anticuerpo, puede causar
una atenuacion de las sefales de resonancia magnética procedentes del 13C.

Ademas, la obtencion de imagenes IRM ha requerido la captacion de las imagenes de resonancia magnética en un
periodo de tiempo corto con el fin de, por ejemplo, reducir la carga para el sujeto; por lo tanto, la utilizaciéon de
moléculas con un tiempo de relajacion T1 convenientemente corto (relajacion longitudinal) como agentes de
contraste IRM se considera eficaz. Sin embargo, al captar sefiales de resonancia magnética utilizando una molécula
gue contiene 13C, el tiempo de relajacion T1 depende en gran medida de la estructura molecular y similares; sin
embargo, no se conocen moléculas de una estructura que presenten un tiempo de relajacion T1 corto y que resulten
eficaces para la obtencion en continuo de imagenes de resonancia magnética en un periodo de tiempo corto.

A partir de la técnica anterior anteriormente descrita, resulta deseable desarrollar una técnica que resulte altamente
segura, utilizable para evaluaciones cuantitativas y capaz de captar en continuo sefiales de resonancia magnética en
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un periodo de tiempo corto.

El documento WO 98/57578 Al se refiere a un método que utiliza un reactivo proteico enriquecido isotépicamente
en 13C, 13C-13C, 13C-"N o 13C-13C-"N dirigido a tejidos como agente de contraste diagndstico en la obtencién
de imagenes por resonancia magnética para la mejora del contraste de un sitio diana en un tejido de mamifero.

El documento WO 96/07670 Al se refiere a carbonatos de polietilenglicol mixtos que se sintetizan mediante la
conversién de polietilenglicol primero en cloroformato y después mediante la reaccion con el grupo hidroxilo de N-
hidroxibenzotriazol o 2-hidroxipirimidina o N-hidroxi-2-pirrolidona. Las formulas estructurales de estos carbonatos
mixtos se indica que permiten que reaccionen sin dificultades con los grupos amino en aminoglicanos y proteinas y
superficies que contienen amino, formando enlaces carbamato estables y resistentes a la hidrdlisis.

J. Am. Chem. Soc. 120:10453-10462, 1998, se refiere a la evolucion de la matriz de densidad bajo el Hamiltoniano
medio establecido bajo la secuencia de impulsos de 2D-MELODRAMA, y expresiones en forma cerrada para la
dependencia de la intensidad de picos cruzados como funcion del tiempo de mezcla dipolar.

Exposicion de la invencién

Problema que debe resolver la invencién

Un objetivo de la invenciéon consiste en proporcionar un método de obtencidon de imagenes por resonancia
magnética que utiliza un agente de contraste que resulta seguro y cuantitativo y que puede captar de manera
continua sefiales de resonancia magnética con un tiempo de repeticion corto y proporcionar un método para captar
sefiales de resonancia magnética.

Medios para resolver el problema

Se ha llevado a cabo una investigacién exhaustiva para resolver el objetivo anteriormente indicado y se ha
descubierto que la utilizacién de un agente de contraste que comprende un polietilenglicol que contiene 13C en una
proporcion superior a la abundancia natural, o un compuesto marcado con el polietilenglicol, permite medir
cuantitativamente de manera continua las sefiales de resonancia magnética del 13C mediante la aplicacion repetida
de impulsos de excitacion, con un tiempo de repeticion de 60 segundos o menos (preferentemente 1 segundo o
menos, y mas preferentemente 100 milisegundos 0 menos) y obtener de esta manera imagenes por resonancia
magnética utilizables para el andlisis cuantitativo en un periodo de tiempo corto. La presente invencion se ha llevado
a cabo basandose en este resultado y mejoras posteriores del mismo.

Un aspecto de la invencion proporciona un método de obtencién de imagenes por resonancia magnética tal como se
define a continuacion.

Punto 1. Método de obtencién de imagenes por resonancia magnética que comprende aplicar, a un sujeto al que se
ha administrado un agente de contraste de resonancia magnética que comprende un polietilenglicol que contiene
13C en una proporcion superior a la abundancia natural, o un compuesto marcado con el polietilenglicol, impulsos de
un campo magnético de excitacién con un tiempo de repeticién de 60 segundos 0 menos, captando de manera
continua asi las sefiales de resonancia magnética con el fin de obtener una imagen.

Punto 2. Método de obtencién de imagenes por resonancia magnética segin el punto 1, en el que la proporcion de
13C en el polietilenglicol es de entre 20% y 100% de los a&tomos de carbono totales.

Punto 3. Método de obtencién de imagenes por resonancia magnética segin el punto 1 o 2, en el que el
polietilenglicol presenta un peso molecular medio en peso de entre 470 y 10.000.000.

Punto 4. Método de obtencidon de imagenes por resonancia magnética segun cualquiera de los puntos 1y 3, en el
gue el compuesto es un anticuerpo marcado con el polietilenglicol que contiene 13C en una proporcién superior a la
abundancia natural.

Todavia otro aspecto de la invencion proporciona un método para captar sefiales de resonancia magnética tal como
se define a continuacion.

Punto 5. Método para captar sefiales de resonancia magnética, que comprende aplicar, en un sujeto en el que se ha
administrado un agente de contraste de resonancia magnética que comprende un polietilenglicol que contiene 13C
en una proporcién superior a la abundancia natural, o0 un compuesto marcado con el polietilenglicol, impulsos de un
campo magnético de excitacion con un tiempo de repeticion de 60 segundos o menos, captando asi de manera
continua sefiales de resonancia magnética.

Punto 6. Método segun el punto 5, en el que la proporcién de 13C en el polietilenglicol es de entre 20% y 100% del
total de atomos de carbono.
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Punto 7. Método segun el punto 5 0 6, en el que el polietilenglicol presenta un peso molecular medio en peso de
entre 470 y 10.000.000.

Punto 8. Método segun cualquiera de los puntos 5 a 7, en el que el compuesto es un anticuerpo marcado con el
polietilenglicol que contiene 13C en una proporcion superior a la abundancia natural.

Todavia otro aspecto de la invencion proporciona la utilizacion de un polietilenglicol que contiene 13C en una
proporcion superior a la abundancia natural, o un compuesto marcado con el polietilenglicol, tal como se define a
continuacion.

Punto 9. Utilizacién de un polietilenglicol que contiene 13C en una proporcion superior a la abundancia natural, o un
compuesto marcado con el polietilenglicol, en un método para captar en continuo sefiales de resonancia magnética
con el fin de obtener una imagen en la que se aplican impulsos de un campo magnético de excitacion con un tiempo
de repeticién de 60 segundos o menos.

Punto 10. Utilizacién segun el punto 9, en la que la proporcidon de 13C en el polietilenglicol es de entre 20% y 100%
del total de atomos de carbono.

Punto 11. Utilizacion segun el punto 9 o 10, en el que el polietilenglicol presenta un peso molecular medio en peso
de entre 470 y 10.000.000.

Punto 12. Utilizacion segun cualquiera de entre los puntos 9y 11, en el que el compuesto es un anticuerpo marcado
con el polietilenglicol que contiene 13C en una proporcion superior a la abundancia natural.

Efectos de la invencién

El agente de contraste utilizado en el método de la presente invencidon permite captar sefiales de resonancia
magnética muy precisas incluso al aplicar impulsos de excitacién con un tiempo de repeticion de 60 segundos o
menos (preferentemente de 1 segundo o menos, mas preferentemente de 250 milisegundos o menos, y
particularmente preferentemente de 100 milisegundos o menos) y por lo tanto resulta Util para obtener imagenes de
resonancia magnética nitidas a alta velocidad.

Aungue el polietilenglicol para la utilizaciéon en el agente de contraste utilizado en el método de la invencién contiene
una pluralidad de ndcleos de 13C, el desplazamiento quimico de cada nucleo de 13C no resulta dispersado y se
concentra en un desplazamiento quimico, permitiendo la captacion de sefiales de resonancia magnética muy
precisas. Ademas, el agente de contraste utilizado en el método de la invencién utiliza sefiales de resonancia
magnética del 13C, que presentan un nivel de fondo bajo en el sujeto, en comparacién con sefiales del 'H,
permitiendo de esta manera la captacion de imagenes que permiten evaluaciones cuantitativas.

Ademas, el polietilenglicol que contiene 13C en una proporcidon superior a la abundancia natural, aunque se
encuentre unido a otros compuestos de alto peso molecular, tales como proteinas y similares, practicamente no
afecta a las sefiales de resonancia magnética. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencién
permite llevar a cabo en un periodo de tiempo corto, por ejemplo, el diagndstico, determinacién y visualizacion tal
como se indica en los puntos (1) a (4) a continuacion.

(1) Se une el polietilenglicol a un anticuerpo que reconoce especificamente una lesién especifica, y el compuesto
resultante se utiliza como agente de contraste para visualizar la lesion con el fin de realizar un diagnéstico.

(2) El polietilenglicol se une a un anticuerpo que reconoce especificamente células especificas, y el compuesto
resultante se utiliza como agente de contraste para visualizar la dindmica de las células in vivo.

(3) El polietilenglicol o un compuesto que presenta polietilenglicol unido al mismo se incorpora en una
preparacién DDS, tal como una preparacion de liposomas, y la preparacion resultante se administra con el fin
de determinar el grado de acumulacion de la preparacion en el sitio diana.

(4) Un polietilenglicol que contiene 13C se administra directamente a un ser humano para permitir la acumulacion
del polietilenglicol en un 6rgano o sitio especifico durante un periodo de tiempo determinado y visualizar de
esta manera el érgano o sitio especifico.

Ademas, debido a que el agente de contraste utilizado en el método de la invencién utiliza 13C, resulta altamente
seguro y estable incluso con el paso del tiempo, en comparacién con agentes de contraste que contienen
compuestos radioactivos tales como los utilizados en PET, SPECT, etc.; por lo tanto, el agente de contraste
ventajosamente permite que transcurra un periodo de tiempo prolongado para después obtener las imagenes de
resonancia magnética.
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Mejor modo de poner en practica la invencion

El agente de contraste utilizado en el método de la invencion comprende un polietilenglicol que contiene 13C en una
proporcion superior a la abundancia natural (en adelante, "13C-PEG"), o un compuesto marcado con 13C-PEG.

13C-PEG para la utilizacién en la invencion puede ser cualquiera que contenga 13C en una proporcion superior a la
abundancia natural (es decir, aproximadamente 1% o mas del total de &tomos de carbono). Con el fin de mejorar la
sensibilidad de deteccion de las sefiales de resonancia magnética, la proporcién de 13C en el total de atomos de
carbono es de entre 20% y 100%, preferentemente de entre 50% y 100%, mas preferentemente de entre 90% y
100%, y particularmente preferentemente de practicamente 100%. El polietilenglicol esta compuesto de la unidad
repetida -CH,CH,O- y presenta el mismo entorno quimico para la totalidad de los atomos de carbono. Por lo tanto, el
polietilenglicol resulta ventajoso en el aspecto de que, aunque exista una pluralidad de ndcleos de 13C en una
molécula, el desplazamiento quimico de cada nicleo de 13C no resulta dispersado y se concentra en un solo
desplazamiento quimico, permitiendo la deteccion de sefiales de resonancia magnética mejoradas.

El peso molecular de 13C-PEG para la utilizacién en la invencion no se encuentra limitado y puede fijarse
convenientemente segun la proporcion de 13C y similar. Por ejemplo, en el caso de que la proporcion de 13C sea
baja, el peso molecular de 13C-PEG preferentemente es elevado, mientras que en el caso de que la proporcion de
13C sea alta, el peso molecular de 13C-PEG puede ser bajo. Un ejemplo de 13C-PEG para la utilizacién en al
invencion es 13C-PEG con un peso molecular medio en peso de entre 470 y 10.000.000, y preferentemente de entre
6.000 y 2.000.000.

Aunque el 13C-PEG anteriormente indicado puede utilizarse por si solo, también puede utilizarse un compuesto
marcado con el 13C-PEG (en adelante, "compuesto modificado con 13C-PEG"). La expresion "compuesto
modificado con 13C-PEG" en la presente memoria se refiere a un compuesto al que se une 13C-PEG directamente
0 mediante un grupo conector. En dichos compuestos modificados con 13C-PEG, entre los ejemplos de compuestos
marcados con 13C-PEG (unido) se incluyen anticuerpos tales como anticuerpos monoclonales y anticuerpos
policlonales; los fragmentos Fab de estos anticuerpos, proteinas séricas tales como albumina y transferrina;
proteinas farmacol6gicamente activas tales como interferén, eritropoyetina, interleuquina, M-CSF, G-CSF, insulina y
adipoquina; compuestos de bajo peso molecular, tales como EP-1873 (Epix Pharma), azul de Evans, rojo de Congo,
tioflavina-S, (E,E)-1-bromo-2,5-bis(3-hidroxicarbonil-4-hidroxi)estirilbenceno (BSB) y (E,E)-1-fluoro-2,5-bis(3-
hidroxicarbonil-4-hidroxi)estirilbbenceno (FSB); compuestos que forman liposomas capaces de encapsular
farmacéuticos, etc. Por ejemplo, un compuesto modificado con 13C-PEG que presenta un anticuerpo capaz de
unirse especificamente a una lesion especifica (tal como, por ejemplo, cancer, arterioesclerosis o inflamacion) unido
a la misma puede permitir visualizar la lesién especifica. Ademas, la utilizacion de un compuesto modificado con
13C-PEG que presenta una proteina farmacolégicamente activa unida al mismo permite tratar el grado de
acumulacion de la proteina farmacol6gicamente activa en el sitio diana.

El compuesto modificado con 13C-PEG se prepar6 mediante la union de 13C-PEG a un compuesto que debe
marcarse, siguiendo un procedimiento conocido. En el caso de que el compuesto que debe marcarse presente un
grupo amino (mas concretamente, en el caso de que el compuesto sea un anticuerpo o0 una proteina
farmacoldgicamente activa), un ejemplo adecuado de un procedimiento incluye convertir el polietilenglicol en un
éster activado utilizando N-hidroxisuccinimida (NHS) para formar un enlace amida con el compuesto que debe
marcarse.

En el compuesto maodificado con 13C-PEG, el nimero de moléculas de 13C-PEG unidas al compuesto que debe
marcarse no se encuentra limitado con la condicion de que la actividad deseada del compuesto que debe marcarse
no resulte afectada negativamente. Por ejemplo, el compuesto modificado con 13C-PEG puede presentar una 0 mas
moléculas de 13C-PEG unidas al compuesto que debe marcarse.

El agente de contraste utilizado en el método de la invencién se prepara mediante la disolucion de 13C-PEG o
compuesto modificado con 13C-PEG en un solvente farmacoldgica o quimicamente aceptable, tal como una
solucién salina, un tampon de fosfato isoténico o similar. La concentracion del polietilenglicol o compuesto
modificado con 13C-PEG en el agente de contraste puede ajustarse convenientemente segun el método de
formacion de imagenes, el método de medicion, el sitio que debe medirse, y similares. Por ejemplo, la concentracion
de 13C-PEG o de compuesto modificado con 13C-PEG puede ser de entre 0,0001% y 100% en peso,
preferentemente de entre 0,001% y 50% en peso, y mas preferentemente de entre 0,01% y 10% en peso, basado en
la cantidad total de agente de contraste.

El agente de contraste utilizado en el método de la invencion puede comprender ademas, ademas de los
componentes anteriormente indicados, aditivos tales como un solubilizador, un emulsionante, un modificador de la
viscosidad, un tampon, y similares.

El agente de contraste se administra en el sujeto por via intravenosa, subcutanea, intramuscular, oral o por otras
vias. La dosis del agente de contraste se ajusta convenientemente segun el contenido de 13C del 13C-PEG o
compuesto modificado con 13C-PEG, el sitio que debe medirse utilizando la técnica de obtencién de imagenes por
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resonancia magnética, y similares. Por ejemplo, la dosis del agente de contraste puede ajustarse de manera que el
numero de atomos de 13C del 13C-PEG o compuesto modificado con 13C-PEG en el sitio que debe medirse sea de
1x10™ moales 0 mas, preferentemente de 1x10® moles o mas, y mas preferentemente de 1x10° moles o mas, por
cadalcm’.

El agente de contraste utilizado en el método de la invencion se utiliza para captar de manera continua sefales de
resonancia magnética mediante la aplicacién de impulsos de un campo magnético de excitacion (ondas de RF) con
un tiempo de repeticién de 60 segundos 0 menos. La expresion "tiempo de repeticion" (TR) en la presente memoria
se refiere al periodo total de tiempo necesario para una Unica secuencia de pulsos. Concretamente, TR se refiere al
intervalo de tiempo desde el inicio de una secuencia de impulsos y el inicio de la siguiente secuencia de impulsos en
la adquisicion repetida de la sefial de resonancia. El 13C-PEG o el compuesto modificado con 13C-PEG utilizado en
el agente de contraste utilizado en el método de la invencién muestra ventajosamente un tiempo de relajacion T1
convenientemente corto, permitiendo de esta manera la capacion de manera continua de imagenes de resonancia
magneética, fijando un tiempo de repeticion tan corto como se ha indicado anteriormente. Con el fin de captar de
manera continua sefales de resonancia magnética a una velocidad todavia mas alta, el agente de contraste utilizado
en el método de la invencion permite fijar el tiempo de repeticion a preferentemente 1 segundo o menos, mas
preferentemente 250 milisegundos o menos, y particularmente preferentemente 60 a 100 milisegundos. De esta
manera, el agente de contraste permite utilizar un tiempo de repeticion corto y la adquisicién continua de sefiales de
resonancia magnética, convirtiéndolo en adecuado para la utilizacién en la obtencién de imagenes a alta velocidad.

Las sefiales de resonancia magnética captadas utilizando el agente de contraste pueden utilizarse directamente
para un diagndstico y similar. Las sefiales de resonancia magnética también pueden convertirse en imagenes de
resonancia magnética, las cuales pueden utilizarse para diversos diagndésticos.

Otras condiciones para captar sefiales de resonancia magnética utilizando el agente de contraste utilizado en el
método de la invencion, tales como el tiempo de duraciéon de impulso de un campo magnético de excitacion o el
método de medicion de la sefial de resonancia magnética, pueden seleccionarse convenientemente de entre las
condiciones utilizadas generalmente para captar sefiales de resonancia magnética. Para la obtencién de imagenes
de sefiales de resonancia magnética, las condiciones pueden seleccionarse convenientemente de entre las
utilizadas generalmente para obtener imagenes de resonancia magnética.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el agente de contraste de la invencién puede aplicarse a métodos de
obtencidon de imagenes conocidos y, mas concretamente, a métodos tales como la obtencién de imagenes por
desplazamiento quimico, la obtencién de imagenes por desplazamiento quimico de 13C con deteccién de protones,
el método de eco de espin rapido, el método de eco de gradiente, y similares.

Ejemplos

A continuacion se describe en detalle la presente invenciéon haciendo referencia a los ejemplos; sin embargo, la
invencidén no se encuentra limitada a los mismos. En los Ejemplos siguientes, la proporcion (%) proporcionada antes
de la notacion "13C-PEG" se refiere a la proporcion de 13C en el 13C-PEG respecto al total de atomos de carbono.
El valor numérico proporcionado después de la notacidn "13C-PEG" se refiere al peso molecular del 13C-PEG.

Ejemplo 1

Se llevaron a cabo los experimentos siguientes con el fin de examinar las caracteristicas espectrales de RMN de los
13C-PEG. En 13C-PEG6000 (en adelante "99% 13C-PEG6000", obtenido de Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
(CIL)), en el que practicamente la totalidad de los atomos de carbono son 13C, se disolvié en agua pesada (D20)
hasta una concentracion de 2,2 mg/ml y se midi6 el espectro de RMN de la muestra resultante. Ademas, se disolvio
13C-PEG6000 que contenia 13C en la abundancia natural (1%) (en adelante "1% 13C-PEG6000") en agua pesada
(D20) hasta una concentracion de 2,2 mg/ml y se midié el espectro de RMN de la muestra resultante.

El espectrometro de RMN y las condiciones de las mediciones eran las siguientes.
Sistema: un espectrometro de RMN de alta resolucion.

Consola: Varian Unity INOVA
Iman: Oxford 300 MHz.

Condiciones de las mediciones: frecuencia observada de 75 Hz, temperatura medida: 23°C, método de impulso
Unico (desacoplamiento de protones), retardo de captacion: 1 s, medido con impulsos a 45°.

Se muestran los resultados en la figura 1. Aunque el 99% 13C-PEG6000 es una macromolécula, muestra una sefial
de RMN muy estrecha (ver la figura 1a). Ademas, el 99% 13C-PEG6000 presenta el mismo ambiente quimico para
todos los atomos de carbono, permitiendo que sus desplazamientos quimicos se concentren en un punto, resultando
en una elevada intensidad de sefial. Por otra parte, el 1% 13C-PEG6000, con una concentracion 10 veces mas alta
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que la de 99% 13C-PEG6000, mostraba una intensidad de sefial de aproximadamente un décimo de la de 99% 13C-
PEG6000. Ello confirm6 que la intensidad de sefial derivada de 13C era proporcional al nimero de nucleos de 13Cy
que era extremadamente cuantitativa.

Ejemplo 2

Se disolvié 99% 13C-PEG6000 en solvente agua pesada (D-0) hasta una concentracion de 2,5 mg/ml y utilizando la
muestra resultante, el efecto de reducir un intervalo del retardo de captacion que sigue a la radiacion de los impulsos
(impulsos de 90°) y la captacion de FID (1,3 s) (el tiempo requerido desde que se completa el tiempo de captacion
del eco hasta la siguiente excitacion; tiempo muerto; retardo de captacién) sobre la intensidad de sefial se examiné
bajo las condiciones de medicion mostradas posteriormente. A titulo comparativo, se disolvid6 13C-acido pirdvico
(piruvato sédico (1-13C, 99%), de CIL) en agua pesada hasta una concentracién de 25 mg/ml y una glucosa en la
que el carbono en la posicion 1 es 13C (D-glucosa (1-13C, 99%), de CIL; en adelante "13C-glucosa") se disolvié en
agua pesada hasta una concentracion de 2,2 mg/ml. Cada una de estas soluciones resultantes se sometié a ensayo
a modo de muestras de la manera indicada anteriormente.

Sistema: un espectrometro de RMN de alta resolucion

Consola: Varian Unity INOVA
Iméan: Oxford 300 MHz

Condiciones de las mediciones: frecuencia observada de 75 MHz, temperatura medida: 23°C, método de impulso
Unico (desacoplamiento de protones), medido con impulsos a 45°.

Se muestran los resultados en las figuras 2 y 3. Tal como se muestra en la figura 2a, con acido 13C-piravico, la
intensidad de sefial se reduce abruptamente al reducir el retardo de captacién a 60 segundos 0 menos. Lo anterior
se debe a que el tiempo de relajacion T1 del acido 13C-pirtvico es muy prolongado (el tiempo de relajacion T1 del
carbono al que no se encuentran unidos directamente protones es prolongado). En contraste, con 99% 13C-
PEG6000, tal como se muestra en las figuras 2b y 3b, aunque el intervalo de retardo de captacién se redujo a
aproximadamente 20 ms, practicamente no se redujo la intensidad de sefal. Se cree que ello se debe a que el
tiempo de relajacion T1 del 99% 13C-PEG6000 es relativamente corto.

Con la 13C-glucosa, se observaron sefiales del carbono de tanto el isémero a como el isémero B de la glucosa.
Debido a que el carbono de ambos isémeros presenta protones unidos covalentemente de manera directa al mismo,
los tiempos T1 de estos isémeros son mas cortos que los del &cido pirdvico. Por lo tanto, aunque el intervalo de
retardo de captacién se habia reducido, no se produjo una reduccion abrupta, tal como se observé en el acido
pirivico con un intervalo de 60 segundos o menos. Sin embargo, las intensidades de sefial para el carbono de la
posicion 1 de tanto el isomero a como el § mostraban reducciones debido a los menores intervalos de retardo de
captacion (ver la figura 3a). La suma de las intensidades de sefial del carbono de tanto el isomero a como B de la
glucosa mostré una reduccion de 21% al reducir el intervalo de retardo de captacion de 200 segundos a 20
milisegundos, mientras que la intensidad de sefial de 99% 13C-PEG6000 mostrd una reduccién de tan sélo 3,9%.
Por lo tanto, el fenébmeno observado en 99% 13C-PEG6000, de que la intensidad de sefial no se reducia por la
reduccion del intervalo de retardo de captacién a 20 milisegundos, se cree que se debe a la caracteristica de tiempo
de relajacion T1 del 13C-PEG.

Ejemplo 3

Se disolvio 99% 13C-PEG6000 en un solvente agua pesada (D.O) hasta una concentracién de 2,5 mg/ml y
utilizando la muestra resultante se examiné el efecto de la aplicaciéon de impulsos con un tiempo de repeticién de 60
a 200 milisegundos utilizando un sistema de RMI con una intensidad de campo de 7 Tesla, bajo las condiciones
indicadas posteriormente. A titulo comparativo, se disolvié 13C-glucosa en agua pesada hasta una concentracion de
2,2 mg/ml y la muestra resultante se sometié a ensayo de manera similar.

Sistema: sistema de RMI (intensidad de campo: 7 Tesla)

Consola: Varian Unity INOVA
Iméan: JASTEC 7T

Condiciones de las mediciones: frecuencia observada de 75 MHz, temperatura medida: 23°C, método de impulso
unico (desacoplamiento de protones), medido con impulsos de 40°.

Se muestran los resultados en la figura 4. Tal como se pone de manifiesto en la figura 4, en las mediciones con
impulsos de 40°, la intensidad de sefial de la glucosa mostré una reduccion de aproximadamente 30% al reducir el
intervalo de impulso de 200 milisegundos a 100 milisegundos, mientras que la intensidad de sefial del 99% 13C-
PEG6000 mostré una reduccion de solo aproximadamente 4% al reducir el intervalo de impulso a 100 milisegundos.
Estos resultados revelaron que también en un sistema de RMI, puede utilizarse la capacidad del 13C-PEG6000 de
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acortar el tiempo de repeticion.
Ejemplo 4

Se marc6 IgG con cada uno de 1% 13C-PEG5000NH; y 1% 13C-PEG20000NHS (ambos de Nippon Oil & Fats Co.,
Ltd.), que se obtuvieron mediante la conversion de un grupo hidroxilo terminal de 1% 13C-PEG a un grupo NHS.
Tras la reaccién de marcaje, el producto resultante se sometié a etapas de purificacion utilizando la filtracion en gel y
una columna de proteina A para eliminar de esta manera 1% 13C-PEG no reaccionado (ver la figura 5a). Tal como
resulta evidente a partir de la imagen de SDS-PAGE mostrada en la figura 5a, se observaron varias bandas en el
intervalo de elevado peso molecular, confirmando que 1% 13C-PEG realmente se habia unido como marcaje a IgG
mediante un enlace covalente.

La IgG marcada con 1% 13C-PEG5000 obtenida de esta manera se disolvi6 en agua pesada hasta una
concentracion de 14,1 mg/ml y se disolvido IgG marcada con 1% 13C-PEG20000 en agua pesada hasta una
concentracion de 5,1 mg/ml. A continuacion se midié el espectro de RMN de cada una de las muestras resultantes.
El espectrometro de RMN y las condiciones de medicién eran las siguientes:

Sistema: un espectrometro de RMN de alta resolucion.

Consola: Varian Unity INOVA
Imén: Oxford 300 MHz

Condiciones de las mediciones: frecuencia observada de 75 MHz, temperatura medida: 23°C, método de impulso
Unico (desacoplamiento de protones), retardo de captacion: 1 s, medido con impulsos de 45°.

Se muestran los resultados en las figuras 5b y 6. Tal como resulta evidente a partir de la figura 5b, se confirmé que
1% 13C-PEG5000 y 1% 13C-PEG20000 unidos a IgG, al igual que los casos no unidos a IgG, mostraban sefiales
muy intensas que se concentraban en un desplazamiento quimico. Ademas, tal como puede observarse a partir de
la figura 6, la anchura a mitad del maximo de la sefial del 1% 13C-PEG5000 practicamente no resulté afectada por la
uniéon de 1% 13C-PEG5000 a IgG. Estos resultados revelaron que la union de PEG a proteinas macromoleculares
tales como IgG no causaba problemas tales como una intensidad reducida de la sefial del PEG, espectros
ensanchados, etc.

Ejemplo 5
El cambio de intensidad y de anchura a mitad del maximo de una sefial de RMN conjuntamente con un incremento
del peso molecular del PEG se examinaron utilizando PEG que contenian 13C en una abundancia natural (1%). Se
utilizaron tres tipos de PEG, con pesos moleculares medios de 35.000, 500.000 y 2.000.000. Se llevaron a cabo
mediciones de espectros de RMN utilizando un espectrometro de resonancia magnética nuclear de alta resolucion.
Las condiciones de las mediciones fueron las siguientes:

Sistema: JEOL JNM-ECA500

Iman: Oxford (11,7 Tesla, 500 MHz)

Condiciones de las mediciones:

Frecuencia observada: 125 MHz

Temperatura: 25°C

Anchura observada: 31 KHz

Puntos de datos: 32 K

Secuencia de impulsos: desacoplamiento de impulsos Unicos
Angulo de giro: 45°

Retardo de captacion: 2 s

Tiempo de captacion de datos: 1 s.

Se muestran los resultados en la figura 7. Todos los PEG con diferentes pesos moleculares presentaban una
concentracion de 0,5 mg/ml (solvente: D20). Se afiadié 13C-alanina 0,5 mM (de CIL, el carbono del acido carboxilico
es 13C) a cada muestra a modo de control interno y después se llevaron a cabo las mediciones. La sefial del
carbono del acido carboxilico de la 13C-alanina se observé en 176,5 ppm, y las sefiales de todos los PEG con
diferentes pesos moleculares se observaron préximos a 69,5 ppm (con una desviacion de aproximadamente 0,1
ppm segun el peso molecular). La sefial de cada PEG era muy estrecha y la medicién de la anchura a mitad del
maximo de la sefial de RMN de cada PEG revel6 que PEG35000, PEG500000 y PEG2000000 mostraban anchuras
a mitad del maximo de 2,99, 3,03 y 3,25 Hz, respectivamente, mostrando que la anchura a mitad del maximo
practicamente no variaba aunque se incrementase el peso molecular. Al evaluar la intensidad de la sefial de RMN de
cada PEG en términos de la altura de la sefial, bajo la premisa de que la sefial del acido carboxilico de la 13C-
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alanina era de 1, cada uno de los PEG mostraba una intensidad de sefial (altura del pico) de entre aproximadamente
8 y aproximadamente 10, y no se observo diferencia significativa de intensidades de sefial (altura de picos) debido a
las diferencias de peso molecular entre las soluciones de PEG de muestra con la misma concentracion (figuras 7a,
7b y 7c). Concretamente, se demostré experimentalmente que, aunque el PEG presenta un peso molecular de hasta
aproximadamente 2.000.000, la intensidad de la sefial de RMN del carbono en la molécula no resulta atenuada en
absoluto. En términos de concentracion molar, las concentraciones de las muestras de PEG35000, PEG500000 y
PEG2000000 eran de 14,2 uM, 1,0 uM y 0,25 uM, respectivamente. Al evaluar la altura de sefial por cada molécula
de cada PEG basandose en estas concentraciones molares, bajo la premisa de que la altura de sefial de la 13C-
alanina era de 1, las alturas de sefial de PEG35000, PEG500000 y PEG2000000 se calculé que eran de 283, 4.000
y 19.400, respectivamente. El resultado muestra que la intensidad de sefial (altura de pico) se incrementaba de
manera sustancialmente proporcional al peso molecular del PEG. Estos resultados revelaron que la intensidad de
sefal (altura de pico) de la sefial de RMN del PEG se incrementaba de manera sustancialmente proporcional al peso
molecular del PEG, con la condicion de que no resulte necesario considerar la viscosidad de la solucién.

Ejemplo 6

Se disolvié 99% 13C-PEG6000 en agua pura (H20) hasta una concentracion de 33 mg/ml y la solucién se utilizé
como muestra. Se inyectaron 0,1 ml de la muestra en el masculo temporal de ratas (ratas SD macho de 14 semanas
de edad, obtenidas de CLEA Japan) y se obtuvieron imagenes de RMI bajo las condiciones siguientes:

Sistema: consola de RM Varian Unity INOVA, iman: JASTEC 7T

Secuencia de impulsos: imagenes de desplazamiento quimico 2D del 13C con desacoplamiento de protones (sin
seleccién de secciones)

Fase de codificacion: 8x8

Campo de fotografia (FOV): 50x50 mm?
Matriz: 32x32

NUmero de acumulacién: ocho

Tiempo total de medicién: 8 min., 32 s.

Se muestran los resultados en la figura 8. Estos resultados confirmaron que 99% 13C-PEG6000 posibilita la
obtencién de imagenes claras en el musculo temporal de ratas y la visualizacién de las mismas incluso con tiempos
de repeticion de tan sélo 1 segundo.

Ejemplo 7

Se disolvio 99% 13C-PEG6000 en una solucién salina hasta 0,05 mg/ml, 0,5 mg/ml 0 5 mg/ml y se afiadié 1 ml de
cada una de estas muestras a cubetas cuadradas de 1 cm. Se obtuvieron imagenes de RMI de las cubetas que
contenian cada solucion de 99% 13C-PEG6000 bajo las condiciones mostradas a continuacion. A titulo comparativo,
las imagenes de RMI se obtuvieron de manera similar utilizando una solucién salina que contenia 13C-glucosa al
10% en peso o una solucion salina sola.

Sistema: consola de RM Varian Unity Inova, iman: JASTEC 7T

Secuencia de impulsos: imagenes de desplazamiento quimico 2D del 13C con desacoplamiento de protones (sin
seleccion de secciones)

Fase de codificacion: 8x8

Campo de fotografia (FOV): 50x50 mm?
Tiempo de repeticion: 1 s.

Matriz: 32x32

Tiempo de repeticion: 250 ms.

NUmero de acumulacion: 128

Tiempo total de medicién: 34 min.

Se muestran los resultados en la figura 9. Tal como puede apreciarse a partir de la figura 9, se visualizaron las
soluciones de 99% 13C-PEG6000 a una concentracion de 5 mg/ml o 0,5 mg/ml en cubetas cuadradas de 1 cm con
un contraste suficiente. Por otra parte, la solucion de 99% 13C-PEG6000 a una concentracion de 0,5 mg/ml mostro
una reduccion considerable de la proporcion SR (proporcion sefial a ruido), aunque de todas maneras se visualizd
en un grado en que las posiciones de las cubetas que contenian 99% 13C-PEG6000 podian observarse
suficientemente.

Ejemplo 8

Mediante la utilizaciéon de soluciones acuosas de 99% 13C-PEG6000, se obtuvieron imagenes de RMI utilizando
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algunos métodos de obtencién de imagenes y se compararon las imagenes resultantes. Mas concretamente, se
disolvié 99% 13C-PEG6000 en agua pura (H20) hasta una concentracion de 30 mg/ml o 5 mg/ml y se cargaron
cubetas de 1 cm® con una de estas soluciones y después se obtuvieron imagenes de las mismas. Se utilizaron
cuatro tipos de métodos de obtencion de imagenes: imagenes por desplazamiento quimico del 13C (13C-CSl),
imagenes por desplazamiento quimico del 13C de deteccién de protones (13C-CSl con deteccion de H), eco de
gradiente de 13C (13C-GRE) y eco de espin rapido de 13C (13C-FSE). La obtencién de imagenes utilizando estos
métodos se llevd a cabo bajo las condiciones siguientes:

13C-CSI. Matriz: 8x8, FOV: 50x50 mm?, tiempo de repeticion: 1 s, tiempo de medicién: 128 s.

13C-CSI con deteccion de 1H. Matriz: 8x8, FOV: 50x50 mmz, tiempo de repeticion: 1 s, tiempo de medicion:
128 s.

13C-GRE. Matriz: 64x64, FOV: 50x50 mmz, tiempo de repeticion: 30 ms, tiempo de medicién: 123 s,
desacoplamiento de protones.

13C-FSE. Matriz: 32x32, FOV: 50x50 mm?, tiempo de repeticion: 1 s, tren de ecos: 8, espacio de eco: 5 ms,
captacioén céntrica, tiempo de medicién: 64 s, desacoplamiento de protones.

Se muestran los resultados en la figura 10. La figura 10a muestra una imagen obtenida utilizando el método de
obtencién de imagenes por desplazamiento quimico del 13C (13C-CSl); la figura 10b muestra una imagen obtenida
utilizando el método de obtencion de imagenes por desplazamiento quimico del 13C con deteccion de protones
(13C-CsI con deteccién de 1H); la figura 10c muestra una imagen obtenida utilizando el método de eco de gradiente
de 13C (13C-GRE), y la figura 10d muestra una imagen obtenida utilizando el método del eco de espin rapido del
13C (13C-FSE). Cada una de las imagenes mostradas en las figuras 10a a 10d incluye una cubeta superior cargada
con la solucién 5 mg/ml de 99% 13C-PEG6000 y una cubeta inferior cargada con la solucién 30 mg/ml de 99% 13C-
PEG6000.

Aunque se visualiz6 cada una de las cubetas cargadas con la solucién 5 mg/ml o 30 mg/ml de 99% 13C-PEG6000,
se confirmé que la solucién 30 mg/ml se visualizaba mas claramente bajo las condiciones de obtencion de imagenes
en periodo corto, tal como en el presente caso. Una comparacion entre 13C-CSl (figura 10a) y 13C-CSI con
deteccién de 1H (figura 10b) no mostré ninguna diferencia significativa en términos de proporcion SR, resolucion y
similares. Por otra parte, las imagenes obtenidas utilizando 13C-GRE y 13C-FSE permitieron reconocer claramente
la forma cuadrada de las cubetas. Estos resultados confirmaron que las mediciones mediante 13C-GRE y 13C-FSE
permiten la captacidon de imagenes de alta resolucién en el mismo tiempo integral o incluso en un tiempo integral
mas corto, en comparacion con 13C-CS| y 13C-CSl con deteccion de 1H. Los resultados anteriormente
proporcionados demuestran que al utilizar 13C-PEG como agente de contraste, pueden captarse imagenes de alta
resolucion en un tiempo mas corto mediante la aplicaciéon conveniente de un método tal como 13C-GRE o 13C-FSE.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 es un diagrama que muestra los espectros de RMN-13C del 99% 13C-PEG6000 (2,2 mg/ml) y del 1%
13C-PEG6000 (22 mg/ml) medidos en el ejemplo 1.

La figura 2 es un diagrama que muestra los resultados de las mediciones realizadas en el ejemplo 2, es decir, la
relacion entre la intensidad de sefial de *™13€ y el retardo de captacion de 13C-acido pirtvico y de 99% 13C-
PEG6000.

La figura 3 es un diagrama que muestra los resultados de las mediciones realizadas en el ejemplo 2, es decir, la
relacion entre la intensidad de sefial de RMN-13C y el retardo de captacion de la 13C-glucosa y el 99% 13C-
PEG6000.

La figura 4 es un diagrama que muestra los resultados de las mediciones realizadas en el ejemplo 3, es decir, las
intensidades de sefial de RMN-13C de la 13C-glucosa y el 99% 13C-PEG6000 al variar el tiempo de repeticion
de 60 a 960 milisegundos utilizando impulsos de 40°.

La figura 5a muestra una fotografia de la electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) de muestras
de 1gG marcadas con 1% 13C-PEG20000 obtenidas en diversas etapas de purificacion, en la que el carril a la
izquierda muestra el marcador de peso molecular, el carril siguiente muestra IgG no marcada ("lgG" en la figura),
el carril siguiente muestra IgG marcada con 1% 13C-PEG20000 filtrada en gel (Sephacryl S-200, Pharmacia) tras
la reaccion de marcaje ("gelfilt" en la figura), y el carril siguiente muestra la IgG marcada con 1% 13C-PEG20000
obtenida mediante purificaciéon por afinidad de la muestra filtrada en gel utilizando una columna de proteina A
("Pro A" en la figura), y la figura 5b muestra los resultados de los espectros de RMN-13C de IgG marcada con
1% 13C-PEG5000 y IgG marcada con 1% 13C-PEG20000 medidos en el Ejemplo 4.

La figura 6 muestra diagramas que comparan las anchuras a mitad del maximo de las sefiales de IgG marcadas
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con 99% 13C-PEG6000 y con 1% 13C-PEG5000.

La figura 7 muestra diagramas que muestran los espectros de RMN obtenidos en el ejemplo 5, en el que la figura
7a muestra el espectro de RMN de 1% 13C-PEG35000, 0,5 mg/ml (14,2 uM); la figura 7b muestra el espectro de
RMN de 1% 13C-PEG500000, 0,5 mg/ml (1,0 pM) y la figura 7c muestra el espectro de RMN de 1% 13C-
PEG2000000, 0,5 mg/ml (0,25 uM).

La figura 8 muestra imagenes de RMI obtenidas en el ejemplo 6, en el que la figura 8a muestra una imagen de
protones; la figura 8b muestra una imagen de desplazamiento quimico del 13C de 99% 13C-PEG6000, sefialada
en azul; la figura 8¢ muestra una imagen de desplazamiento quimico de la grasa endégena del musculo temporal
de la rata, sefialada en rojo; la figura 8d muestra una imagen de desplazamiento quimico del 13C de 99% 13C-
PEG6000 y una imagen de desplazamiento quimico del 13C de la grasa enddgena, superpuestas sobre la
imagen de protones; la figura 8e muestra una imagen de desplazamiento quimico del 13C de 99% 13C-PEG6000
superpuesta sobre la imagen de protones; y la figura 8f muestra una imagen desplazamiento quimico del 13C de
la grasa interna superpuesta sobre la imagen de protones.

La figura 9 muestra imagenes de RMI obtenidas en el ejemplo 7, en el que la figura 9a muestra una imagen de 5
mg/ml de 99% 13C-PEG6000. (La fotografia superior es una imagen de protones; la cubeta superior izquierda
contiene 13C-glucosa al 10% en peso, la cubeta superior derecha contiene 5 mg/ml de 13C-PEG6000 vy la
cubeta inferior contiene una solucién salina. La fotografia inferior es una imagen de CSI de 13C-PEG6000). La
figura 9b muestra una imagen de 0,5 mg/ml de 99% 13C-PEG6000. (La fotografia superior es una imagen de
protones; la cubeta izquierda contiene una solucion salina y la cubeta derecha contiene 0,5 mg/ml de 13C-
PEG6000. La fotografia inferior es una imagen de CSI de 13C-PEG6000). La figura 9c muestra una imagen de
0,05 mg/ml de 99% 13C-PEG6000. (La fotografia superior es una imagen de protones; la cubeta izquierda
contiene una solucién salina y la cubeta derecha contiene 0,05 mg/ml de 99% 13C-PEG6000. La fotografia en la
parte intermedia es una imagen de CSI de 99% 13C-PEG6000. La fotografia inferior es una imagen obtenida
mediante la reduccién del nivel de ruido de la imagen intermedia utilizando procesamiento de imagenes; la
imagen permite identificar claramente la presencia de 0,05 mg/ml de 99% 13C-PEG6000).

La figura 10 muestra imagenes de RMI obtenidas en el ejemplo 8, en el que la figura 10a es una imagen obtenida
utilizando el método de obtencién de imagenes por desplazamiento quimico del 13C (13C-CSl); la figura 10b es
una imagen obtenida utilizando el método de obtencidon de imagenes por desplazamiento quimico del 13C con
deteccién de protones (13C-CSl con deteccion de 1H); la figura 10c muestra una imagen obtenida utilizando el
método de eco de gradiente de 13C (13C-GRE), y la figura 10d muestra una imagen obtenida utilizando el
método del eco de espin rapido de 13C (13C-FSE); en cada una de las imagenes de 10a a 10d, se dispusieron
verticalmente dos cubetas, conteniendo la cubeta superior 5 mg/ml de 99% 13C-PEG6000, y la cubeta inferior,
30 mg/ml de 99% 13C-PEG6000.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2454 968 T3

REIVINDICACIONES

1. Método de obtenciéon de imagenes por resonancia magnética que comprende aplicar, a un sujeto al que se ha
administrado un agente de contraste de resonancia magnética que comprende un polietilenglicol que contiene 13C
en una proporcioén superior a la abundancia natural, o un compuesto marcado con dicho polietilenglicol, impulsos de
un campo magnético de excitacion con un tiempo de repeticion de 60 segundos o0 menos, captando de manera
continua asi unas sefiales de resonancia magnética con el fin de obtener una imagen.

2. Método de obtencién de imagenes por resonancia magnética segun la reivindicacién 1, en el que la proporcién
de 13C en el polietilenglicol es de 20 a 100% del total de atomos de carbono.

3. Método de obtencidon de imagenes por resonancia magnética segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el
polietilenglicol presenta un peso molecular medio en peso de 470 a 10.000.000.

4. Método de obtencion de imagenes por resonancia magnética segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
el que el compuesto es un anticuerpo marcado con el polietilenglicol que contiene 13C en una proporcién superior a
la abundancia natural.

5. Método para la captacién de sefales por resonancia magnética, que comprende aplicar, a un sujeto al que se ha
administrado un agente de contraste de resonancia magnética que comprende un polietilenglicol que contiene 13C
en una proporcioén superior a la abundancia natural, o un compuesto marcado con dicho polietilenglicol, impulsos de
un campo magnético de excitacion con un tiempo de repeticion de 60 segundos o menos, captando de manera
continua asi unas sefiales de resonancia magnética.

6. Método de obtencién de imagenes por resonancia magnética segun la reivindicacién 5, en el que la proporcién
de 13C en el polietilenglicol es de 20 a 100% del total de atomos de carbono.

7. Método de obtencion de imagenes por resonancia magnética segun la reivindicacion 5 o 6, en el que el
polietilenglicol presenta un peso molecular medio en peso de 470 a 10.000.000.

8. Método de obtencidon de imagenes por resonancia magnética segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en
el que el compuesto es un anticuerpo marcado con el polietilenglicol que contiene 13C en una proporcién superior a
la abundancia natural.

9. Utilizacion de un polietilenglicol que contiene 13C en una proporcion superior a la abundancia natural, o un
compuesto marcado con el polietilenglicol, en un método para captar de manera continua sefiales de resonancia
magnética con el fin de obtener una imagen, en la que se aplican impulsos de un campo magnético de excitacion
con un tiempo de repeticién de 60 segundos 0 menos.

10. Utilizacién segun la reivindicacion 9, en la que la proporcion de 13C en el polietilenglicol es de 20 a 100% del
total de atomos de carbono.

11. Utilizacién segun la reivindicacion 9 o 10, en la que el polietilenglicol presenta un peso molecular medio en peso
de 470 a 10.000.000.

12. Utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que el compuesto es un anticuerpo marcado
con el polietilenglicol que contiene 13C en una proporcion superior a la abundancia natural.
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Fig.3
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Fig.5
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Fig. 7
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Fig.8
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