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DESCRIPCION
Nueva composicion de etiquetado de lesién cancerosa

La presente invencion se refiere a una nueva composicion de etiquetado de una lesién cancerosa. Mas
particularmente, la presente invencion se refiere a una composicién de etiquetado, para una lesién cancerosa, que
incluye un complejo en el que la albiumina macroagregada (MAA) esta unida a un pigmento para tefiir tejidos vivos,
is6topos radioactivos, o una combinacién de los mismos, en la que el complejo esta encapsulado dentro de gelatina
0 esponja de gelatina; un método para proporcionar informacién sobre un sitio de lesién cancerosa usando la
composicién de etiquetado de una lesién cancerosa (no reivindicada); un kit que incluye la composicion de
etiquetado de una lesidon cancerosa para etiquetar una lesién cancerosa; y un complejo en el que un pigmento para
tefiir tejidos vivos se une al MAA incluido en la composicion de etiquetado de una lesion cancerosa, en la que el
complejo esta encapsulado dentro de gelatina o esponja de gelatina.

Para la terapia anticancerosa, se ha desarrollado un método que usa diversos agentes anticancerosos, sin embargo,
un método de operacion quirdrgica para eliminar células cancerosas es el método usado con mas frecuencia.
Cuando se usa el método de la operacién quirlrgica, la técnica para minimizar la extensién quirtrgica durante la
cirugia es necesaria para la salud postoperatoria y el bienestar de los pacientes. En particular, para el cancer de
mama, una lesién extirpada durante la cirugia debe ser mas pequena para las mujeres coreanas que en otros paises
cuyo tamafo de las mamas sea pequefio, a fin de lograr el objetivo de la terapia de preservacion mamaria. La
extensién quirtrgica se determina como una lesién y las regiones del margen del borde alrededor de la lesion. En el
caso de que un cirujano que realiza la operacion no conozca con precision la extensién y la region de una lesion, se
debe requerir un gran tamafo de las regiones del margen del limite alrededor de la lesién. La razon es que, cuando
la extension de la cirugia se reduce ciegamente, un tumor puede permanecer en el lado inciso. Sin embargo, en la
cirugia clinica real, hay pocos métodos para permitir que un cirujano operador identifique con precision la lesién en
tiempo real durante la cirugia. Aunque se ha desarrollado un método de diagnéstico muy preciso, el método de
diagnédstico no se puede usar durante la cirugia. De este modo, durante la cirugia real, se usan principalmente la
sensacion tactil y la vision de un cirujano que realiza la operacién. Sin embargo, en tal caso, es raro distinguir
claramente la lesion. En particular, en el caso de que una lesion sea pequefia, es mas dificil de distinguir. Para lograr
un objetivo de la cirugia microinvasiva y la cirugia de preservacion, se necesita una técnica para informar a un
cirujano que realiza la operacion sobre una lesion en tiempo real durante la cirugia.

En una cirugia tipica para extirpar un tumor, en particular, la cirugia de cancer de mama, el sitio de microlesién de un
paciente se identifica antes de la cirugia por medio de ondas ultras6nicas, mamografia o imagenes de resonancia
magnética. Luego, se marca el sitio identificado de una lesién y, posteriormente, se retira el tejido de la region
etiguetada. Como método para etiquetar el sitio identificado de una lesion, se usan los siguientes métodos: un
método para dibujar una imagen en la superficie de la piel, un método para usar un alambre y un método para
inyectar un pigmento negro como el carb6n. Aunque el método para dibujar una imagen en la piel usando un
boligrafo para etiquetar el sitio de una lesiéon se puede usar facilmente, el método tiene un inconveniente de baja
precision, ya que, debido a una caracteristica muy flexible del tejido mamario, una forma de mama durante la cirugia
se modifica en gran medida de una forma en el punto del diagnédstico y, en el caso de una lesion en la mama
profunda, una marca en la superficie de la piel es insuficiente. También, un inconveniente del método de insertar un
alambre en una lesién de mama es una precision menor que la esperada porque esencialmente se debe insertar un
alambre verticalmente en la superficie de la piel, pero la insercion vertical del alambre puede afectar a una sonda
ultrasonica, de modo que el alambre se inserta inevitablemente oblicuamente; y porque la ubicacién del alambre se
puede mover segun el movimiento de la mama. Ademas, otro inconveniente del método es que el alambre insertado
interfiere con la cirugia; y ademas se debe realizar un procedimiento para extirpar un sitio para insertar el alambre.
Finalmente, el método de inyectar un pigmento tal como carbdn vegetal es ventajoso porque el pigmento inyectado
se une a una lesién, de manera que un sitio de la lesion puede ser etiquetado con precisién. Sin embargo, en el caso
de una lesion en la mama profunda, existen inconvenientes porque un pigmento negro puede no identificarse en el
exterior y una regién quirirgica puede estar contaminada por el pigmento. Estos inconvenientes también se
convierten en una limitacién en una operacién quirdrgica para extirpar tejido canceroso al lado del cancer de mama.

Para superar este problema, se han desarrollado técnicas para etiquetar una lesion cancerosa. Martino et al. (J.
Endocrinol. Invest. 33: 339-342, 2010) usan albumina humana macroagregada unida a tecnecio radioactivo para
etiquetar el cancer papilar de tiroides. El documento US 3,845,202 describe una composicion de macroagregado
apropiado como agente de exploracién de pulmon. El complejo de marcaje comprende is6topo radioactivo (estafio
113, indio 113m) reticulado por glutaraldehido a gelatina o albimina fisiolégicamente aceptable para lograr la
biocompatibilidad. Debido a la difusién in vivo del complejo de etiquetado, el tiempo de retencion de la etiqueta en el
sitio de la lesién cancerosa esta restringido. Esto es problematico ya que el etiquetado ya puede difundirse y
volverse inexacto durante la extirpacion quirtrgica, por lo que no se puede identificar con precisién el rango de la
lesion.

De este modo, a través de la técnica desarrollada hasta el momento, es dificil determinar con precisién la extension
de la cirugia para extirpar quirdrgicamente una lesion cancerosa. En consecuencia, cuando una lesién cancerosa se
extirpa quirdrgicamente, una region escindida debe ser mas grande de lo necesario, y también la inspeccion para
identificar si la lesion se remueve normalmente o no debe ir acompafnada después de la cirugia.
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Por lo tanto, los presentes inventores han completado la presente invencion demostrando que, cuando se quita
quirdrgicamente una lesion cancerosa, un agente de etiquetado que incluye albumina macroagregada, a la que se
une un pigmento para tefir tejidos vivos, se adsorbe de manera eficaz a la lesion cancerosa. para que un sitio de la
lesion pueda ser etiquetado con precisién; y que el pigmento se puede rastrear en tiempo real, de modo que se
pueda identificar con precision un intervalo de la lesiéon que se va a eliminar.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar una composicion de etiquetado de una lesién cancerosa, que
incluye un complejo en el que la albumina macroagregada (MAA) esta unida a un pigmento para tefir tejidos vivos,
is6topos radiactivos, o una combinacion de los mismos, en la que el complejo esta encapsulado dentro de gelatina o
esponja de gelatina.

Otro objeto de la presente divulgacién es proporcionar un método para proporcionar informacién sobre un sitio de
una lesion cancerosa usando la composicion de etiquetado de una lesién cancerosa.

Otro objeto mas de la presente invencion es proporcionar un kit para etiquetar una lesién cancerosa, incluyendo el
kit la composicién de etiquetado de una lesién cancerosa.

Incluso otro objeto de la presente invencién es proporcionar un complejo en el que un pigmento para tefiir tejidos
vivos se una a MAA incluido en la composicion de etiquetado de una lesién cancerosa, en el que el complejo esta
encapsulado dentro de gelatina o esponja de gelatina.

Solucién técnica

Para lograr el objetivo, la presente invencion proporciona una composicién de etiquetado de una lesiéon cancerosa,
que incluye un complejo en el que la albumina macroagregada (MAA) esta unida a un pigmento para tefir tejidos
vivos, isétopos radiactivos, o una combinacién de los mismos, en la que el complejo es encapsulado dentro de
gelatina o esponja de gelatina. Un cancer que se va a etiquetar con la composicion puede ser cualquier cancer que
incluya tejido en el que la MAA pueda penetrar y ser inmovilizado sobre él sin limitacion. Sin embargo, el cancer es
preferiblemente un cancer sélido que tiene tejido donde la MAA puede penetrar y ser inmovilizado sobre él. Los
ejemplos pueden incluir cancer de préstata, cancer de mama, cancer de Utero, cancer de piel, cancer de cuello
uterino, cancer de pulmoén, tumor cerebral, tumor gastrointestinal, cancer de higado, sarcoma de tejidos blandos y
linfoma, etc.

La expresion "albumina macroagregada (MAA)" usada en este documento significa particulas proteicas que tienen
un diametro de 10 a 50 um y se preparan calentando y coagulando albumina de suero humano. Una estructura y
propiedad fisica de MAA difiere de la albimina de suero humano que tiene un diametro inferior a 10 nm. Cuando se
inyecta la MAA por via intravenosa, la MAA puede permanecer en el capilar pulmonar, que es de 8 pm, causando
asi microémbolos. Mediante el uso de dicha propiedad, la MAA etiquetada con un is6topo radioactivo se ha usado
para el escintigrama pulmonar (para el diagnéstico de trastornos en el flujo sanguineo pulmonar, la derivacion de
derecha a izquierda o la presién venosa aumentada en el pulmén, tal como embolia pulmonar, coagulo de sangre
pulmonar, enfermedad sin pulso, neumonia, y cancer de pulmén), exploracion venosa (para el diagndstico in situ de
la sangre venosa de los nervios centrales) o exploracion venosa (para el diagnéstico de trastornos de la circulacion
sanguinea periférica tal como la enfermedad de Faza). La MAA de la presente invencion se inyecta en un tejido de
lesion cancerosa y se usa como mediador para unir un material de etiquetado al tejido de lesion cancerosa. La MAA
de la presente invenciéon se puede sintetizar usando HSA recombinante o HSA no autéloga. También, la MAA
disponible en el mercado se puede comprar y usar. La MAA de la presente invencion se inyecta en un tejido de
lesion cancerosa y se usa como mediador para unir un material de etiquetado al tejido de lesion cancerosa, en el
que el mediador adsorbe el material de etiquetado para evitar la difusién del material de etiquetado al tejido de lesidn
cancerosa.

La expresién "pigmento para tefiir tejidos vivos" usada en este documento significa un material que se une a los
tejidos vivos, etiquetando asi el sitio de unién para permitir que el sitio etiquetado se identifique a simple vista o
usando una herramienta de deteccién. Para los fines de la presente invencién, como el pigmento para tefir tejidos
vivos, un material de etiquetado que se puede unir al tejido canceroso y usarse para etiquetar un sitio donde se
genera cancer. Preferiblemente, un pigmento visible, o pigmento fluorescente, que genera fluorescencia en el sitio
de unién y es detectable mediante el uso de un dispositivo tal como una camara de fluorescencia, se puede usar
solo o en combinacién, pero no se limita al mismo.

La expresién "pigmento visible" usado en este documento significa un tipo de pigmento en el que un material de
etiqguetado que se une a tejidos vivos exhibe color de longitud de onda de luz visible, de manera que la regién
etiquetada se puede identificar a simple vista. El pigmento visible se puede inyectar en un sitio donde se genera un
cancer, de manera que, cuando el cancer se extirpa quirirgicamente, se puede identificar con precisién una lesién
cancerosa a extirpar, y de este modo se puede aumentar la tasa de éxito de la cirugia del cancer. Preferiblemente,
como el material de etiquetado visible, rojo natural, azul nilo, marrén bismark, carmin de litio, azul tripano, verde
janus, violeta de metilo, o-lamina, verde malaquita, safranina, eosina, rojo congo, eritrocina, nigrosina, hematoxilina
azul de Alcian, azul de anilina y el verde claro se pueden usar solos o0 en combinacién, pero no se limitan a estos,
siempre y cuando se pueda lograr el proposito de identificar el tejido de la lesién cancerosa.
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La expresién "pigmento fluorescente" usada en este documento significa un compuesto organico que emite
fluorescencia para permitir que la longitud de penetracion de la luz sea maxima y para permitir que una sefial de
error debida a la humedad sea minima después de que se forme un estado de excitacion absorbiendo la luz que
tiene una cierta longitud de onda. El pigmento fluorescente puede ser un pigmento fluorescente en el infrarrojo
cercano que es un compuesto organico que emite fluorescencia preferiblemente a una longitud de onda del infrarrojo
cercano de 700 nm a 3000 nm, y preferiblemente de 750 nm a 900 nm. La fluorescencia en la longitud de onda del
infrarrojo cercano generada a partir del pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano se puede capturar en forma de
imagen o controlarse en tiempo real usando un dispositivo como una camara fluorescente y una sonda de deteccion
de fluorescencia (PCT/KR2011/009271). La absorcién in vivo de la fluorescencia en la longitud de onda del infrarrojo
cercano de la presente invencion es relativamente mas baja que la de la fluorescencia en otras longitudes de onda,
de manera que el infrarrojo cercano generado en una porcién relativamente profunda de un cuerpo puede detectarse
ex vivo. El pigmento fluorescente en la longitud de onda del infrarrojo cercano se puede inyectar en un sitio donde se
genera un cancer para hacer que el sitio de la lesién cancerosa se identifique con precision antes de la extirpacién
cuando el cancer se extirpa quirirgicamente, y de este modo puede aumentar la tasa de éxito de la cirugia de
cancer. En particular, a diferencia del pigmento visible, un sitio de una lesién se puede detectar ex vivo antes de
identificar directamente la lesion a través de la escisién, de modo que se pueda lograr una cirugia rapida y precisa
del cancer. Como pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano, se usa preferiblemente el verde de indocianina. Sin
embargo, siempre que sea aplicable al cuerpo humano, cualquier pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano se
puede incluir en el alcance de la presente invencién.

Un complejo, en el que el pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano se une a MAA, es ventajoso porque la
seguridad y la precision de la sefial fluorescente detectada son mejores que las de un complejo en el que el
pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano se une a otros materiales que se sabe que se acumulan en un tumor.
De este modo, una tasa de capacidad para detectar una microlesién es alta, y la precision de la escisién de una
lesion se puede mejorar.

La expresion "verde de indocianina (ICG)" usada en este documento significa un tinte de imagen fluorescente de una
region del infrarrojo cercano que se usa ampliamente en los campos biol6égico y médico. Dado que el ICG se
degrada y luego se elimina o excreta en la orina y las heces aproximadamente una hora después de ser inyectado
en un cuerpo humano, el ICG es ventajoso en la aplicacion clinica como un tinte fluorescente aplicable al cuerpo
humano. De hecho, los casos de aplicacién de ICG al cuerpo humano han sido reportados en muchas revistas.
Como ejemplo, se ha informado que, en clinica, ICG se usa de manera segura para 18 pacientes con cancer de
mama (véase, T. Kitai, et al., Breast Cancer, 12:211-215, 2005). También, la adsorcién y la uniéon del pigmento
fluorescente en el infrarrojo cercano se pueden lograr mezclando el pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano
con la MAA de la presente invencion.

Durante la preparacion de un complejo en el que MAA esta unida a ICG (ICG-MAA), se ha encontrado que una
proporcion de mezcla apropiado para preparar un complejo que muestra un alto nivel de una sefal fluorescente en el
infrarrojo cercano es 3.9 uM de ICG para 0.23 mg/m{ de MAA, 6.5 uM de ICG a 2.3 mg/m{ de MAA, y 6.5 pM de ICG
a 11.5 mg/mf de MAA (Tabla 1 y Figura 4). Cuando se inyecta en un cuerpo, ya que las concentraciones varian
debido a la difusién in vivo, la concentraciéon exacta no se puede determinar en el punto de inyeccién. Sin embargo,
se ha encontrado experimentalmente que el valor fluorescente méas alto se muestra a 65 pM, que es una
concentracién 10 veces mayor. Ademas, como resultado de investigar si el complejo construido muestra estabilidad
tanto en condiciones in vitro como in vivo, se puede encontrar que un nivel relativamente alto de intensidad de sefial
fluorescente y estabilidad se muestran tanto en condiciones in vivo como in vitro (Figuras 5y 6).

La expresion "isétopo radioactivo” usada en este documento significa un elemento que tiene el mismo ndmero
atémico pero diferente peso atémico, por esa razon capaz de emitir radioactividad, en la que el is6topo radioactivo
también se usa generalmente como un importante agente de etiquetado para diagnosticar enfermedades usando
una propiedad de la emisién de rayos gamma y otras particulas subatémicas para la desintegracién radiactiva. El
is6topo radioactivo se puede inyectar en un sitio generador de cancer en un tejido profundo donde no se detecta la
fluorescencia generada por el pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano, para que una lesién cancerosa se
identifique con precisién antes de la escision, cuando el cancer se extirpa quirdrgicamente. y, de este modo, puede
aumentar la tasa de éxito de la cirugia del cancer. El isétopo radioactivo puede ser cualquier isétopo radioactivo que
tenga la capacidad de marcar MAA capaz de unirse a una lesién cancerosa, pero no especificamente limitado a
este. Preferiblemente, el is6topo radioactivo puede ser H-3, C-14, P-32, S-35, CI-36, Cr-51, Co-57, Co-58, Cu-64,
Fe-59, Y-90, 1-124, 1-125, Re-186, 1-131, Tc- 99m, Mo-99, P-32, CR-51, Ca-45, y Ca-68, etc. Mas preferiblemente,
el is6topo radioactivo se puede usar médicamente 11-124, 1-125, 1-131, Cu-64, Tc-99m, Mo-99, CR- 51, Ca-45, y
Ca-68, etc. Mas preferiblemente, se puede usar Tc-99m. El cancer puede ser cualquier cancer que se pueda extirpar
a través de la reseccién quirdrgica sin limitacion. El cancer puede ser la mayoria de los canceres sélidos, tal como el
cancer de prostata, cancer de mama, cancer de Utero, cancer de piel, cancer cervical, cancer de pulmén, tumor
cerebral, tumor gastrointestinal, cancer de higado, sarcoma de tejidos blandos y linfoma, pero no se limita a estos.

La expresion "Tc-99m" usada en este documento es un is6topo radioactivo de tecnecio (Tc) que tiene una vida
media corta de 6 horas, emite rayos gamma, por lo que se usa para obtener imagenes, muestra una dosis de
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exposicion muy pequefia y una velocidad de penetracion de tejido excelente, y no causa una respuesta alérgica que
se muestra en algunos pigmentos. De este modo, Tc-99 m es ampliamente usado en una investigacion médica.

Cuando se hace reaccionar MAA a [Tc-99m]TcO4, que es un isétopo radioactivo, se puede construir un complejo en
el que el isétopo radioactivo se une a MAA con un rendimiento del 99% o mas. Cuando el complejo se inyecta en un
cuerpo, se puede identificar un sitio inyectado hasta 20 horas después de la inyeccion (Figura 3). Cuando la MAA
reacciona secuencialmente con [Tc-99m]TCOa4, que es un isétopo radioactivo, e ICG, que es un pigmento del
infrarrojo cercano, un complejo, al cual se unen el is6topo radioactivo y el pigmento fluorescente en el infrarrojo
cercano ([Tc-99m] Tc-ICG-MAA), se puede construir (Figura 10). Un sitio inyectado del complejo construido se
puede identificar después de 20 horas de inyeccién en un cuerpo (Figura 11).

Para maximizar la aplicabilidad de un complejo en el que un pigmento para tefiir un tejido vivo se une a MAA como
un agente de etiquetado in vivo, se puede mejorar una propiedad fisica del complejo usando fibrina, que no esta
segun la invencién. A saber, el complejo se inyecta en una regién de la lesién en un cuerpo para desempefar un
papel de etiquetado de la lesién para permitir que la region de la lesién se reconozca claramente durante la cirugia.
Para que el complejo logre facilmente el objetivo como agente de etiquetado descrito anteriormente, la difusion se
debe evitar al maximo en el sitio de la lesién inyectado. Como una herramienta para lograr el objetivo, se puede usar
fibrina, que no esta segun la invencion (Figura 1, comparativa). La figura 1 es un diagrama esquematico que muestra
que, cuando la fibrina se afade a un complejo que incluye MAA e ICG, la retencion del complejo en el tejido
aumenta la retencioén in vivo. Como se muestra en la figura 1, la fibrina desempefa un papel en la unién de los
complejos inyectados a la vez en un cuerpo y, de este modo, se puede evitar que los complejos inyectados en un
cuerpo se difundan al maximo. Un complejo de ICG-MAA-fibrina, al que se une la fibrina de coagulacién sanguinea,
se construye mezclando y haciendo reaccionar la mezcla 1 y la mezcla 2 con el complejo construido (ICG-MAA) en
el que la MAA esta unida a ICG, en el que la mezcla 1 incluye trombina y aprotinina, y la mezcla 2 incluye
fibrinbgeno y CaCl.. Se ha investigado si el complejo de fibrina ICG-MAA construido de este modo muestra
estabilidad en condiciones tanto in vitro como in vivo y, como resultado, se ha encontrado que se muestran un nivel
relativamente alto de intensidad y estabilidad de la sefal fluorescente en el infrarrojo cercano tanto en condiciones in
vitro como in vivo (Figuras 5 y 6, comparativas). También, dado que el grado de difusion con el transcurso del tiempo
del complejo de ICG-MAA-fibrina es menor que el del complejo en el que MAA esta unida a ICG (ICG-MAA) en
condiciones in vitro e in vivo, se ha encontrado que el complejo de ICG-MAA-fibrina muestra una propiedad
ventajosa como agente de etiquetado para una lesién cancerosa (Figuras 7, 8 y 9, comparativas).

Ademads, como se describi6 anteriormente, como otra herramienta para lograr un propoésito de prevenir la difusion in
vivo del complejo, se puede usar una esponja de gelatina, que esta segun la presente invencién. Cuando se usa
gelatina que tiene una excelente compatibilidad in vivo y puede formar facilimente un gel a temperatura ambiente, se
puede formar una construccion en la que el complejo esta encapsulado en una forma agregada dentro de la gelatina.
Al inyectar la construccion formada de este modo en un cuerpo, la difusion del complejo en el sitio de inyeccion
puede ser inhibida al maximo por la gelatina. Sin embargo, la gelatina tiene una limitacién, en la cual la gelatina se
disuelve facilmente en el ambiente vivo, y de este modo la construccion puede ser destruida. Para superar la
limitacion, se usa esponja de gelatina en lugar de gelatina, para que la limitacién se pueda superar.

La esponja de gelatina es una construccion en la que se produce un enlace isopeptidico entre un grupo amina de
una cadena lateral de lisina y un grupo carboxilico de una cadena lateral de glutamato o aspartato presente en la
gelatina calentando una solucion de gelatina a alta temperatura. La esponja de gelatina muestra una compatibilidad
in vivo igual a la de la gelatina, mientras que tiene una solubilidad en agua relativamente baja y, de este modo, la
esponja de gelatina no se disuelve facilmente en un cuerpo. De este modo, cuando se forma una construccion en la
que el complejo de la presente invencion se encapsula en una forma agregada usando la esponja de gelatina e
inyectando la construccién al cuerpo, ya que la esponja de gelatina no se disuelve en un cuerpo, la construccion
inyectada no se destruye. De este modo, la difusion del complejo en el sitio inyectado se puede inhibir mas
eficazmente.

Segun un ejemplo de la presente invencion, la esponja de gelatina que incluye una estructura cruzada se prepara
calentando la solucion de gelatina durante 3 horas a 160 °C, y cada una de gelatina y esponja de gelatina se
sumerge en agua destilada y se deja durante 24 horas. Como resultado, se ha encontrado que la gelatina se
disuelve completamente en agua destilada, mientras que la esponja de gelatina no se disuelve en agua, lo que
indica una mayor estabilidad (Figura 12).

Cuando se usa la esponja de gelatina descrita anteriormente, se puede preparar una construccion para incluir un
pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano e is6topo radioactivo juntos. A saber, una construccién se puede
construir para incluir un complejo en el que MAA esté unida a un pigmento ICG fluorescente en el infrarrojo cercano
(ICG-MAA), o un complejo en el que MAA esta unida a un is6topo radioactivo [Tc-99m]Tc y un pigmento ICG
fluorescente en el infrarrojo cercano ([Tc-99m] Tc-ICG-MAA) en la esponja de gelatina. Ademas, se puede construir
una construccion para incluir por separado un isétopo radioactivo y un complejo en el que MAA se une a un
pigmento ICG fluorescente en el infrarrojo cercano (ICG-MAA) en la esponja de gelatina. Como tal, en el caso en el
que el complejo y el is6topo radioactivo se incluyen por separado, se puede incluir una herramienta para inmovilizar
efectivamente el is6topo radioactivo en la esponja de gelatina. Como herramienta de inmovilizacion, se puede usar
una bobina de lamina de oro unida por is6topo radioactivo, pero no se limita especificamente a esta, siempre que la
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herramienta de inmovilizacién logre el propdsito de inmovilizar el isétopo radioactivo (Figura 2). La figura 2 es un
diagrama esquematico que muestra una estructura y un método de inyeccién de un agente de etiquetado de tipo
solido construido mediante la adicion de una bobina de ldamina de oro unida por isétopo radioactivo, y gelatina al
complejo, que incluye MAA e ICG. Como se muestra en la figura 2, el agente de etiquetado se puede construir
usando un complejo al que un is6topo radioactivo no esta unido (ICG-MAA) y afadiendo el isétopo radioactivo seguin
sea necesario. Por lo tanto, al utilizar la esponja de gelatina, se puede mejorar la aplicabilidad del agente de
etiquetado basado en MAA.

Segun un ejemplo de la presente invencion, se construye un agente de etiquetado de tipo sélido que incluye una
bobina de lamina de oro unida a isétopo radioactivo, ICG, MAA y esponja de gelatina, y se compara su estabilidad
en condiciones in vitro e in vivo con la de un agente de etiquetado de tipo sdlido de control que solo incluye ICG y
esponja de gelatina. Como resultado, se ha encontrado que, en condiciones in vitro, el ICG en el agente de
etiquetado de tipo sélido de control se difunde y, de este modo, se detecta una sefal fluorescente en el infrarrojo
cercano en el agua destilada per se después de 8 y 24 horas, mientras que una velocidad de difusién de ICG del
agente de etiquetado de tipo sdlido de la presente invencion se encuentra en un nivel relativamente bajo (Figura 13).
También, se ha encontrado que, en condiciones in vivo, no se detecta mas sefal fluorescente en el infrarrojo
cercano para el agente de etiquetado de tipo sélido de control después de tres semanas, mientras que una sefal
fluorescente en el infrarrojo cercano aun se detecta para el agente de etiquetado de tipo sélido de la presente
invencion (Figura 14).

Segun otro aspecto que no estd segun la presente invencion, se proporciona un método para proporcionar
informacién sobre un sitio de una lesion cancerosa que incluye: (a) administrar la composicion de etiquetado de una
lesion cancerosa a una lesién cancerosa generada en un sujeto; y (b) identificar un sitio que genere una sefal
seleccionada del grupo que consiste en color, fluorescencia del infrarrojo cercano, radioactividad y combinacién de
los mismos del sujeto.

La expresion "sujeto" usado en este documento significa un organismo vivo en el que se puede generar un cancer
para presentar asi una lesién, y al que se le puede administrar el complejo o la composicién de etiquetado de una
lesion cancerosa de la presente invencion.

Cuando la composicion de etiquetado de una lesion cancerosa proporcionada en la presente invencion se administra
al tejido de una lesion cancerosa de un cuerpo, la composicién administrada se une a la lesién cancerosa y, de este
modo, se puede etiquetar un sitio de la lesién a través del color, fluorescencia infrarroja, radiactividad o combinacion
de los mismos. Al detectar la etiqueta, es posible detectar el sitio y el tamafio de la lesiéon cancerosa en tiempo real
durante la cirugia. Por lo tanto, se puede mejorar la precision y evitar la pérdida excesiva de tejido normal durante la
extirpacién quirdrgica de una lesion cancerosa.

Ademas, el complejo incluido en la composicién de la presente invencion puede permanecer en una lesion
cancerosa en un cuerpo durante un largo periodo de tiempo en relaciéon con un complejo en el que un pigmento para
tefiir un tejido vivo se une a otros materiales, y de este modo, la precision de la escision de la lesién cancerosa se
puede verificar facilmente durante un procedimiento quirlrgico, asi como la escision quirlrgica de la lesién
cancerosa. Por ejemplo, a través de ultrasonido, se identifica un sitio de microlesion antes de la cirugia. Luego, el
complejo de la presente invencion se inyecta en la region de la lesién para hacer que la regién de la lesion se
identifique de manera estable y precisa durante la cirugia, que se realiza pocas horas después.

Como otro aspecto mas de la presente invencién, la presente invencién proporciona un kit que incluye la
composicion para etiquetar una lesion cancerosa y un complejo en el que un pigmento para tefir tejido vivo se une a
MAA incluido en la composicién, en el que el complejo esta encapsulado dentro de gelatina o esponja de gelatina. El
kit o complejo se puede usar para identificar un sitio y el tamafio del tejido de la lesién cancerosa en tiempo real
durante la cirugia de extirpacién del cancer.

La figura 1 es un diagrama esquematico que muestra que, cuando la fibrina se afiade a un complejo que incluye
MAA e ICG, la retencion in vivo del complejo en el tejido se ve aumentada por la fibrina afiadida (comparativo).

La figura 2 es un diagrama esquematico que muestra una estructura y un método de inyeccion de un agente de
etiquetado de tipo sélido construido mediante la adicion de una bobina de lamina de oro unida por is6topo
radioactivo, y gelatina al complejo, que incluye MAA y ICG.

La figura 3 es una imagen gamma que muestra si [Tc-99m] Tc-MAA se cambia o no con el transcurso del tiempo en
un ratén desnudo inyectado con [Tc-99m] Tc-MAA (comparativo).

La figura 4 es un grafico que muestra los cambios en la intensidad de la sefal de la fluorescencia del infrarrojo
cercano de los complejos ICG-MAA dependiendo de los cambios de concentracién de ICG y MAA (comparativo).

La figura 5 es un grafico que muestra los cambios en la intensidad de las sefales fluorescentes en el infrarrojo
cercano de complejos de ICG-HSA, ICG-MAA, ICG-MAA-fibrina y ICG-glicol-quitosano con el transcurso del tiempo
en condiciones in vitro (comparativo).
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La figura 6 es un grafico que muestra los cambios con el transcurso del tiempo en la intensidad de las sefales
fluorescentes en el infrarrojo cercano de los complejos ICG-HSA, ICG-MAA, ICG-MAA-fibrina y ICG-glicol-quitosan,
que se inyectan en ratones desnudos (comparativo).

La figura 7 son imagenes que muestran una forma de cada complejo observado en la barriga de cerdo o pechuga de
pollo inyectada con el complejo de ICG-MAA-fibrina o el complejo de ICG-MAA (comparativo).

La figura 8 es una imagen fluorescente que muestra los niveles de difusién del complejo de ICG-MAA-fibrina y el
complejo de ICG-MAA inyectados en el tejido muscular con el transcurso del tiempo (comparativo).

La figura 9 es una imagen fluorescente que muestra los niveles de difusion del complejo de ICG-MAA-fibrina y el
complejo de ICG-MAA inyectados en ratones desnudos con el transcurso del tiempo (comparativo).

La figura 10 es un gréafico que muestra una tasa de etiquetado de un complejo en el que MAA esta unida a Tc-99m
(comparativo).

La figura 11 es una imagen que muestra cambios en una sefal fluorescente de cada agente de etiquetado en
ratones con el transcurso del tiempo, en la que los ratones se administran respectivamente con [Tc-99m] Tc-ICG-
MAA y [Tc-99m] Tc-ICG-HAS, que son agentes de etiquetado para una lesién cancerosa (comparativo).

La figura 12 es una imagen que muestra el resultado de comparar los niveles de difusién de gelatina y esponja de
gelatina con el transcurso del tiempo (segun la invencion).

La figura 13 es una imagen que muestra los cambios en la intensidad de las sefales fluorescentes en el infrarrojo
cercano de un agente de etiquetado de tipo sélido y un ICG-Spongostan de control con el transcurso del tiempo, en
el que el agente de etiquetado de tipo sdélido incluye una bobina de lamina de oro unida por isétopo radioactivo ICG,
MAA y esponja de gelatina (segun la invencion).

La figura 14 es una imagen que muestra la intensidad de las sefales fluorescentes en el infrarrojo cercano del
agente de etiquetado de tipo solido, ICG-Spongostan y gelatina ICG, que se inyectan en ratones desnudos, con el
transcurso del tiempo (segun la invencion).

En lo que sigue, la presente invencion se describird con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1: construccion de albumina macroagregada (MAA)

Se mezclaron 10 mf de albdmina de suero humano al 2% diluida en solucién reguladora de acetato 0.1 M (pH 5.4)
con 50 mg de cloruro de estafo y se agité vigorosamente durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de
agitacion adicional durante 20 minutos a 70 °C para la reaccién. Después de que la reaccion se detuvo, el reactivo
se enfrié. Luego, se afiadieron 0.35 m{ de 20% de albumina de suero humano y el resultado se agit6 nuevamente
durante 10 minutos. El reactivo fue alicuota en un vial de vidrio (2 mg para cada uno, basado en MAA) y se liofilizé
para preparar tiol MAA.

Ejemplo 2: complejo de maa unida a is6topo radioactivo e investigacion de la disponibilidad del mismo
(comparativo)

Se afiadieron 2 m{ de [Tc-99m] TcO4-(10 mCi/ mi), que es un is6topo radioactivo, al tiol MAA construido en el
ejemplo 1. La mezcla resultante se hizo reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente. para construir un
complejo de MAA unida a isétopos radiactivos ([Tc-99m] Tc-MAA). Para investigar si el isétopo radioactivo
normalmente se une a MAA, el complejo se aplica en cromatografia instantanea de capa fina (ITLC) y se desarrolla
usando acetona como solvente y, como un resultado, se ha encontrado que al menos el 99% de tiol MAA se une al
is6topo radioactivo, formando asi un complejo.

Ademas, para investigar si el complejo construido se puede usar como un agente de etiquetado in vivo, se realiz6 un
experimento de la siguiente manera: el [Tc-99m]Tc-MAA 1 mCi/50 pf construido se inyecté en una nalga izquierda
de un ratén desnudo. Se tomé una imagen gamma del ratén desnudo usando un dispositivo SPECT animal (Nano-
SPECT, Bioscan) inmediatamente después de la inyeccién (0 h) y 20 horas después de la inyeccion (20 h) (Figura
3). La figura 3 es una imagen gamma que muestra si [Tc-99m] Tc-MAA se cambia o no con el transcurso del tiempo
en el ratéon desnudo inyectado con [Tc-99m] Tc-MAA. Como se muestra en la figura 3, se ha encontrado que,
inmediatamente después de (0 h) y 20 horas después de (20 h) la inyeccion, [Tc-99m]Tc-MAA continud
permaneciendo persistentemente en la lesién inyectada.

Ejemplo 3: preparacion de agente de etiquetado basado en maa unida a indocianina verde (ICG) e
investigacion de la disponibilidad del mismo

Como se esperaba que un complejo, en el que MAA se une al verde de indocianina (ICG) capaz de generar una
sefal fluorescente en el infrarrojo cercano, se pueda usar como agente de etiquetado que actie de forma estable in
vivo, el complejo se construy0 y la disponibilidad del mismo se investig6 como un agente de etiquetado in vivo.
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Ejemplo 3-1: determinacion de la proporcion de mezcla de ICG y MAA

Para preparar un agente de etiquetado basado en MAA que presenta fluorescencia del infrarrojo cercano, el verde
de indocianina que presenta fluorescencia del infrarrojo cercano se uni6 al MAA construido para construir un
complejo (ICG-MAA).

Para determinar una proporcion de mezcla de MAA e ICG que hace posible presentar la fluorescencia del infrarrojo
cercano mas fuerte, ICG de 1.3 a 1032 pM y MAA de 0 a 11.5 mg/m{ se hicieron reaccionar en diversas
proporciones para construir el complejo de ICG-MAA respectivo. Luego, se midi6 la intensidad de la sefal de
fluorescencia del infrarrojo cercano generada por cada uno de los complejos ICG-MAA construidos (Tabla 1 y Figura
4). La figura 4 es un grafico que muestra los cambios en la intensidad de la sefal de la fluorescencia del infrarrojo
cercano del complejo de ICG-MAA dependiendo de los cambios de concentracion de ICG y MAA.

[Tabla 1]

Intensidad de la sefal de fluorescencia en el infrarrojo cercano del complejo de ICG-MAA segun el cambio de
concentracion de ICG y MAA
ICG (UM) MAA(mg/m¢)

0 0.23 23 11.5
1.3 18 42 238 530
3.9 120 52 424 931
6.5 212 38 456 979
9.0 289 32 444 942
12.9 363 27 342 915
25.8 466 12 255 563
38.7 425 8 162 366
51.6 399 7 101 280
64.5 374 13 75 244
77.4 332 16 55 182
103 289 23 39 94
258 139 30 16 60
516 71 13 2 20
774 39 6 2 9
1032 30 6 1 4

Como se muestra en la tabla 1 y la figura 4, cuando no se traté MAA, 25.8 uM de ICG mostr6 el valor mas alto de
intensidad de sefal de fluorescencia del infrarrojo cercano. Cuando se trataron 0.23 mg/m{ de MAA, 3.9 uM de ICG
mostraron el valor mas alto de intensidad de sefal de la fluorescencia del infrarrojo cercano. Cuando se trataron 2.3
mg/ mf de MAA, 6.5 pM de ICG mostraron el valor mas alto de intensidad de sefal de fluorescencia del infrarrojo
cercano. Cuando se trataron 11.5 mg/mt de MAA, 6.5 uM de ICG también mostraron el valor mas alto de intensidad
de senal de la fluorescencia del infrarrojo cercano.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2725352713

Para la inyeccion in vivo, la concentracién se cambi6 debido a la difusion in vivo, etc., de modo que la concentracion
exacta no se puede determinar en el punto de inyeccion. Sin embargo, se ha encontrado experimentalmente que 65
pM, que es 10 veces la concentracion, mostré el mayor valor de fluorescencia.

Ejemplo 3-2: construccion del complejo unido a ICG (comparativo)
Usando el resultado obtenido de los ejemplos, se construyeron diversos complejos unidos a ICG.

En primer lugar, se anadieron 65 uM de ICG y se hicieron reaccionar con albimina de suero humano (HSA), glicol
quitosan o MAA para construir los complejos respectivos (ICG-HSA, ICG-MAA y ICG-glicol quitosan).

El ICG-MAA construido de este modo se mezcld y reacciond con la mezcla 1 y la mezcla 2 para construir un
complejo de ICG-MAA-fibrina al que se unia la fibrina de coagulaciéon sanguinea, en la que la mezcla 1 incluye
trobina y aprotinina y la mezcla 2 incluye fibrinégeno y CaClz. Las velocidades de mezcla del fibrindgeno, la
aprotinina, la trobina y el CaClz fueron de 25 mg/m¢, 500 KIU/m¢, 250 Ul/mfy 4 mg/m¢, respectivamente.

Ejemplo 3-3: investigacion de la estabilidad de la fluorescencia del infrarrojo cercano del complejo unido a
ICG (comparativo)

Debido a la caracteristica de uso, ya que una composicién de etiquetado de tejido que tiene un periodo de tiempo
mas largo de emision de fluorescencia es ventajosa en uso en una sala de operaciones cuando la composicion se
inyecta en un tejido vivo y etiqueta el sitio inyectado, se investigé la estabilidad in vitro o in vivo de la fluorescencia
del infrarrojo cercano de 4 complejos construidos anteriormente.

Ejemplo 3-3-1: investigacion de estabilidad in vitro (comparativo)

La intensidad de las sefales fluorescentes en el infrarrojo cercano emitidas por cuatro complejos construidos en el
ejemplo 3-2 en condiciones in vitro se midié durante 800 horas (Figura 5). La figura 5 es un grafico que muestra los
cambios en la intensidad de las sefnales fluorescentes en el infrarrojo cercano de los complejos de ICG-HSA, ICG-
MAA, ICG-MAA-fibrina y ICG-glicol-quitosano con el transcurso del tiempo en condiciones in vitro. Como se muestra
en la figura 5, se ha encontrado que los complejos que incluyen ICG-MAA mostraron un nivel relativamente alto de
intensidad y estabilidad de las sefales fluorescentes en el infrarrojo cercano. También, se puede encontrar que ICG-
MAA-fibrina mostré un nivel relativamente alto de intensidad y estabilidad de una sefal fluorescente en el infrarrojo
cercano que ICG-MAA.

Ejemplo 3-3-2: investigacion de estabilidad in vivo (comparativo)

Se inyectaron 50 pf de cuatro complejos construidos en el ejemplo 3-2, respectivamente, en el muslo de ratones
desnudos. Luego, los cambios en las sefnales fluorescentes en el infrarrojo cercano generadas en cada ratdn
desnudo se midieron usando el dispositivo Xenogen Lumina durante 3 semanas (Figura 6). La figura 6 es una
imagen que muestra cambios con el transcurso del tiempo en la intensidad de las sefales fluorescentes en el
infrarrojo cercano de los complejos de ICG-HSA, ICG-MAA, ICG-MAA-fibrina y ICG-glicol quitosano inyectados en
ratones desnudos. Como se muestra en la figura 6, los niveles altos de sefales fluorescentes en el infrarrojo cercano
se presentaron en los cuatro complejos inmediatamente después de la inyeccidén. Sin embargo, después de una
semana, las sefales fluorescentes en el infrarrojo cercano exhibidas en complejos de quitosan ICG-HSA e ICG-glicol
se redujeron rapidamente. Después de tres semanas, casi no se detecté senal fluorescente en el infrarrojo cercano
en los complejos de quitosan ICG-HSA e ICG-glicol. En contraste, se ha encontrado que las sefales fluorescentes
en el infrarrojo cercano exhibidas en los complejos ICG-MAA e ICG-MAA-fibrina se mantuvieron en cierto nivel
después de tres semanas.

A través del resultado de los ejemplos, se puede encontrar que los complejos que incluyen ICG-MAA mostraron un
nivel relativamente alto de intensidad de sefal y estabilidad in vitro e in vivo en el infrarrojo cercano. Se esperaba
que, aunque se usaba el mismo pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano, se derivaban los diferentes
resultados, ya que los complejos, que no incluyen ICG-MAA, se degradarian y absorberian en un cuerpo en un
tiempo relativamente corto. En particular, se puede encontrar que ICG-MAA-fibrina mostré una propiedad muy
ventajosa como agente de etiquetado para una lesion cancerosa al mostrar una alta estabilidad al mantener una
forma debido a la fibrina de coagulacién sanguinea afadida junto con MAA.

Ejemplo 3-4: comparacion de la disponibilidad del complejo ICG-MAA-FIBRINA y el complejo icg-maa
(comparativo)

Como se ha encontrado que el complejo de ICG-MAA-fibrina y el complejo de ICG-MAA, que incluyen ICG-MAA,
mostraron una propiedad muy ventajosa como agente de etiquetado para una lesién cancerosa a través de los
resultados del ejemplo 3-3, se compararon los efectos de cada complejo como agente de etiquetado para una lesion
cancerosa.

Ejemplo 3-4-1: comparacion de formas inyectadas en tejido (comparativo)
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Cada complejo se inyecté en la pechuga de pollo, que es un tipo de tejido muscular, o barriga de cerdo, que es un
tipo de tejido adiposo. Luego, el tejido inyectado se diseccion6 en un espesor de 1 a 2 mm. Posteriormente, se
compararon las formas de cada complejo observado en cada tejido diseccionado (Figura 7). La figura 7 son
imagenes que muestran una forma de cada complejo observado en la barriga de cerdo o pechuga de pollo inyectada
con el complejo de ICG-MAA-fibrina o el complejo de ICG-MAA. Como se muestra en la figura 7, se ha encontrado
que surge un fenémeno en el que, cuando se inyectd el complejo de fibrina ICG-MAA, el complejo se coaguld
inmediatamente en el tejido y mantuvo una forma ovalada, sin embargo, cuando se inyecté el complejo de ICG-MAA,
el complejo fue difundido al tejido muscular junto con un grano de musculo, y el complejo se difundié en el tejido
adiposo junto con una marca de aguja.

De este modo, se puede encontrar que, cuando ICG-MAA-fibrina, que se coagula con la fibrina de coagulacion de la
sangre, se inyecta en el tejido vivo, el complejo estaba menos difundido que el ICG-MAA incluso en tejido conectivo
denso, y de este modo es posible etiquetar mas delicadamente una lesion.

Ejemplo 3-4-2: comparacion del nivel de difusion en el tejido con el transcurso del tiempo (comparativo)

Se esperaba que, cuando cada complejo inyectado en tejido vivo se difundiera en el tejido, una regién que
presentaba una sefal fluorescente en el infrarrojo cercano se ensanchaba, de modo que se podria restringir el papel
de etiquetar delicadamente una regién de lesién.

Para investigar esto, se inyectaron el complejo de ICG-MAA-fibrina y el complejo de ICG-MAA en la pechuga de
pollo, y se compararon los niveles de difusiéon de las sefnales fluorescentes en el infrarrojo cercano exhibidas por
cada complejo en el punto de inyeccion y dos dias después de la inyeccion (Figura 8). La figura 8 es una imagen
fluorescente que muestra los niveles de difusién del complejo de ICG-MAA-fibrina y el complejo de ICG-MAA
inyectados en el tejido muscular con el transcurso del tiempo. Como se muestra en la figura 8, se puede encontrar
que la coagulaciéon se produjo después de la inyeccion del complejo de ICG-MAA-fibrina, de manera que ICG-MAA
se bloqueo en la fibrina y, de este modo, incluso después de que el tiempo haya pasado, el aumento en un tamano
de una region que presenta una sefal fluorescente en el infrarrojo cercano causada por difusién no se produjo, sin
embargo, una regién de presentar una sefnal fluorescente en el infrarrojo cercano para el complejo de ICG-MAA se
aumenté con el transcurso del tiempo.

Ejemplo 3-4-3: comparacion del nivel de difusion en raton con el transcurso de tiempo (comparativo)

Para investigar si los resultados de los ejemplos se pueden aplicar in vivo, se inyecté subcutaneamente a un ratdn
desnudo con el complejo de ICG-MAA-fibrina o el complejo de ICG-MAA. Luego, los niveles de difusion de las
sefnales fluorescentes en el infrarrojo cercano exhibidas por cada complejo se midieron usando el dispositivo
Xenogen Lumina en el punto de inyeccion y dos dias después de la inyeccion (Figura 9). La figura 9 es una imagen
que muestra los niveles de difusion del complejo de ICG-MAA-fibrina y el complejo de ICG-MAA inyectados en los
ratones desnudos con el transcurso del tiempo. Como se muestra en la figura 9, similar al resultado de la figura 8, se
puede encontrar que la coagulacion se produjo después de la inyeccién del complejo de ICG-MAA-fibrina, de
manera que el ICG-MAA se bloque6 en la fibrina y, de este modo, incluso después de que el tiempo haya pasado, el
aumento en un tamafio de una regidén que presenta una sefal fluorescente en el infrarrojo cercano causada por la
difusion no se produjo, sin embargo, una region de exhibir una sefal fluorescente en el infrarrojo cercano cercana
para el complejo de ICG-MAA se incrementé con el transcurso del tiempo.

De este modo, se ha encontrado que el complejo de ICG-MAA-fibrina mostré un bajo nivel de difusién a lo largo del
tiempo y también mostrd la fluorescencia y la estabilidad in vivo mas destacadas, exhibiendo asi una propiedad
ventajosa como un agente de etiquetado para una lesidén cancerosa.

Ejemplo 4: preparacion de [Tc-99m] Tc-ICG-MAA e investigacion de efectos
Ejemplo 4-1: preparacion de [Tc-99m] Tc-ICG-MAA

A la MAA construida en el ejemplo 1, se IE anadié [Tc-99m]TcO4- 20 mCi/2mi. Luego, la mezcla resultante se hizo
reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de detener la reaccion, se afnadieron 42 ug/\f de
verde de indocianina (ICG), seguido de una reaccién adicional durante 10 minutos a temperatura ambiente para
preparar un complejo en el que MAA se etiquet6é con un pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano, esto es, ICG
y un isétopo radioactivo, esto es, Tc-99m.

Para investigar si el complejo construido estaba normalmente etiquetado con Tc-99m, el complejo se aplicé en
cromatografia instantanea de capa fina (ITLC) y se desarroll6 usando acetona como solvente (Figura 10). La figura
10 es un gréafico que muestra una tasa de etiquetado del complejo en el que MAA se unié a Tc-99m. Como se
muestra en la figura 10, se puede encontrar que la tasa de etiquetado fue de al menos el 99%. Ademas, se midi6
una senal fluorescente en el infrarrojo cercano de ICG usando el dispositivo fluorescente Safire Il (RFU 7,612).

De este modo, se ha encontrado que el complejo [Tc-99m] Tc-ICG-MAA se puede preparar usando MAA.

Ejemplo 4-2: investigacion de efectos de [Tc- 99m] Tc-ICG-MAA (comparativo)
10
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En términos de un nivel de dilucién en tejidos vivos con el transcurso del tiempo, el complejo [Tc-99m] Tc-ICG-MAA
se compar6 con un agente de etiquetado tipico para una lesién cancerosa para investigar si el complejo [Tc-99m]Tc-
ICG-MAA se puede aplicar como agente de etiquetado para una lesién cancerosa.

Especificamente, se prepard un complejo ([Tc-99m] Tc-ICG-HSA), en el que la albimina de suero humano se
etiqueté con un pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano, esto es, ICG, y un isétopo radioactivo, esto es, Tc-
99m, como un agente de etiquetado tipico para una lesién cancerosa.

Se inyecté 1 mCi/50t del complejo construido ([Tc-99m] Tc-ICG-HSA) en una nalga derecha de un ratén desnudo, y
1 mCi/50d del complejo construido en el ejemplo 4-1 ([Tc-99m] Tc-ICG-MAA) se inyectd en una nalga izquierda del
raton desnudo. Luego, se tomd una imagen gamma del ratén desnudo usando un dispositivo SPECT animal
(NanoSPECT, Bioscan) inmediatamente después de la inyeccion (0 h) y 20 horas después de la inyeccion (20 h)
(Figura 11). La figura 11 es una imagen que muestra cambios en las sefales fluorescentes con el transcurso del
tiempo para cada agente de etiquetado en los ratones administrados respectivamente con [Tc-99m]Tc-ICG-MAA y
[Tc-99m]Tc-ICG-HSA que son agentes de etiquetado para una lesién cancerosa. Como se muestra en la figura 11,
se ha encontrado que, inmediatamente después de la inyeccion (0 h), ambos complejos permanecieron solo en la
lesion inyectada, sin embargo, a las 20 horas después de la inyeccién (20 h), [Tc-99m]Tc-ICG-HSA se difundié en
los tejidos adyacentes, de manera que la sefal fluorescente se debilitd, mientras que [Tc-99m] Tc-ICG-MAA
continué permaneciendo persistentemente en la lesion inyectada.

Ejemplo 5: preparacion del agente de etiquetado basado en MAA usando gelatina y la investigacion de la
disponibilidad del mismo

Dado que se ha esperado que un agente de etiquetado, que actia in vivo de una manera mas estable, se pueda
construir usando una esponja de gelatina que muestre una alta compatibilidad in vivo durante la preparacién de un
complejo en el que MAA se une al verde de indocianina (ICG ) capaz de generar una sefal fluorescente en el
infrarrojo cercano; y simultdneamente muestra estabilidad (lo que significa que el complejo no se degrada facilmente
in vivo), se construyé un complejo con la esponja de gelatina y se investigd su disponibilidad como agente de
etiquetado in vivo.

Ejemplo 5-1: preparacion de la bobina de la hoja de oro isotopica radiactiva

A una bobina con un material metélico (en un ensayo clinico) que puede verse facilmente en imagenes de TC (rayos
X) (por ejemplo, UltraClip), se afiadieron 1.8 mf de HAuCls 0.44 M, 3 g de CTAB, 2.5 g de butanol y 1.0 g de octano
para dorar una superficie con el fin de obtener una bobina de lamina de oro. Se afnadi6 [I-125]Nal 100 uCi a la
bobina de lamina de oro, y la resultante se hizo reaccionar durante 5 minutos a temperatura ambiente con agitacién
para construir una bobina de lamina de oro a la que se unia un is6topo radioactivo.

Ejemplo 5-2: preparacion de la esponja de gelatina

Se afnadieron 10 m{ de agua destilada a 0.6 g de escamas de gelatina secas, y el resultante se calenté a 60 °C hasta
que la gelatina se disolvio completamente para obtener una solucién de gelatina. La solucién de gelatina se dej6 a 4
°C, durante una hora para preparar la gelatina. La gelatina preparada se calent6 a 160 °C, durante 3 horas para
preparar una esponja de gelatina que incluye una estructura cruzada. La estructura cruzada se formé6 produciendo
un enlace isopeptidico haciendo reaccionar un grupo amina de una cadena lateral de lisina y un grupo carboxilico de
una cadena lateral de glutamato o aspartato presente en la gelatina a alta temperatura.

Para investigar qué material entre la gelatina preparada y la esponja de gelatina muestra estabilidad in vivo, la
gelatina y la esponja de gelatina se sumergieron en agua destilada y se dejaron durante 24 horas, como se midio la
disolubilidad de la misma (Figura 12). La figura 12 es una imagen que muestra el resultado de comparar los niveles
de disolucién de la gelatina y la esponja de gelatina con el transcurso del tiempo. Como se muestra en la figura 12,
se ha encontrado que la gelatina que no tiene reticulacién formada en esta se disolvi6 completamente en agua
dentro de un dia, mientras que la esponja de gelatina que tiene una reticulacion formada en esta no se disolvié en
agua después de un dia.

De este modo, se puede encontrar que la esponja de gelatina, en lugar de la gelatina, mostr6 estabilidad in vivo.

Ejemplo 5-3: preparacion del agente de etiquetado de sélidos basado en MAA usando la esponja de gelatina
y evaluacion de la disponibilidad del mismo

Se construyé un agente de etiquetado de tipo sélido usando la MAA construida en el ejemplo 1, la bobina de lamina
de oro unida al isétopo radioactivo construida en el ejemplo 5-1, la esponja de gelatina construida en el ejemplo 5-2,
y el ICG, y sus caracteristicas de una sefal fluorescente en el infrarrojo cercano generada de este modo se midio.

Ejemplo 5-3-1: construccion de agente de etiquetado de tipo sélido

La MAA construido en el ejemplo 1 se mezcl6 con 6.5, 65 0 650 uM de ICG. Luego, se ahadioé a la mezcla la bobina
de lamina de oro unida al is6topo radioactivo construida en el ejemplo 5-1 para obtener una mezcla. Se anadié
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gelatina a la mezcla y la mezcla resultante se calenté a 160 °C, durante 3 horas para preparar un agente de
etiquetado de tipo sélido que incluye la bobina ICG de la hoja de oro unida al isétopo radioactivo, MAA y esponja de
gelatina (Bobina de radio oro/EBICG- MAA-esponja de gelatina).

Cada uno de los agentes de etiquetado de tipo sdélido construido se sumergié en agua destilada y se dejé durante un
dia, ya que la intensidad de la fluorescencia del infrarrojo cercano se midié inmediatamente después de la inmersién
(0 horas) y 8 horas y 24 horas después de la inmersion, y en comparacion con los del control (Figura 13). Como
control, se prepar6 ICG-Spongostan y se usé mezclando Spongostan, que es una de las esponjas de gelatina
disponibles convencionalmente, con 6.5, 65 o 650 uM de solucién de ICG. La figura 13 es una imagen que muestra
los cambios en la intensidad de las senales fluorescentes en el infrarrojo cercano del control ICG-Spongostan y el
agente de etiquetado de tipo sélido que incluye la bobina de lamina de oro unida al isétopo radioactivo, ICG, MAA y
esponja de gelatina con el transcurso del tiempo. Como se muestra en la figura 13, bajo la misma concentracion de
ICG, el agente de etiquetado de tipo solido mostré un nivel relativamente alto de intensidad de una senal
fluorescente en el infrarrojo cercano que el control. Después de 8 y 24 horas, se difundié ICG en el control, de modo
que se detectd una sefial fluorescente en el infrarrojo cercano en el agua destilada per se, mientras que la tasa de
difusién de ICG del agente de etiquetado de tipo sélido se encontraba en un nivel bajo.

Ademas, los agentes de etiquetado de tipo sélido, que incluyen respectivamente diferentes concentraciones de ICG,
se puede encontrar que el agente de etiquetado de tipo solido que incluye 650 pM de ICG mostré el nivel mas alto
de intensidad de una sefial fluorescente en el infrarrojo cercano.

Ejemplo 5-3-2: comparacion del nivel de difusion del ICG y la intensidad de la senal fluorescente del
infrarrojo cercano en raton con el transcurso del tiempo

Se inyectaron subcutaneamente ICG-gelatina, ICG-Spongostan, y cada agente de etiquetado de tipo sdlido
construido por el método en los ejemplos usando ICG que tienen diferentes concentraciones entre si (6.5, 65 o 650
pM) en ratones desnudos. Cada ratdn desnudo se aplicé en el dispositivo Xenogen Lumina inmediatamente después
de la inyeccion (0 h), o un dia (1 dia), una semana (1 semana) o tres semanas (3 semanas) después de la inyeccién
para medir la intensidad de las sefales de fluorescencia del infrarrojo cercano exhibidas en cada sitio de inyeccién
(Figura 14). La figura 14 es una imagen que muestra la intensidad de las sefiales fluorescentes en el infrarrojo
cercano del agente de etiquetado de tipo sélido, ICG-Spongostan y ICG-gelatina inyectados en los ratones desnudos
con el transcurso del tiempo. Como se muestra en la figura 14, para el agente de etiquetado de tipo sélido de la
presente invencion, se detectd una senal fluorescente en el infrarrojo cercano después de 3 semanas, sin embargo,
para ICG-Spongostan e ICG-gelatina, casi no se detectd sefal fluorescente en el infrarrojo cercano después de 3
semanas. También, cuando se inyect6 el agente de etiquetado de tipo sélido de la presente invencion, se puede
encontrar que se detecté un alto nivel de una sefial fluorescente en el infrarrojo cercano en el caso donde se usé un
alto nivel de concentracion de ICG durante la preparacion del agente de etiquetado de tipo sélido.

En resumen, se puede encontrar que el complejo de la presente invencién tiene una propiedad ventajosa como
agente de etiquetado, porque el complejo permanece en la lesion inyectada durante un largo periodo de tiempo, de
modo que la tasa de deteccion de micro lesiones es alta; y también la precision de la escisién de la lesion es
excelente debido a la fuerte senal.

Aplicabilidad industrial

La composicion de etiquetado de una lesién cancerosa de la presente invencion se une a una lesién cancerosa para
hacer que el tamario y el sitio de la lesion cancerosa se detecten en tiempo real durante la cirugia, de modo que la
tasa de éxito de una operacion quirdrgica de una lesién cancerosa aumenta y se puede prevenir la pérdida excesiva
de tejidos normales. Por lo tanto, la composicién se puede aplicar ampliamente para una terapia eficaz contra el
cancer.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de etiquetado de una lesiéon cancerosa, que comprende un complejo en la que la albumina
macroagregada (MAA) esta unida a un pigmento para tefiir tejidos vivos, isoétopos radiactivos, o una combinacién de
los mismos, en la que el complejo esta encapsulado dentro de gelatina o esponja de gelatina.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el pigmento para tefiir tejidos vivos es un pigmento visible, o
pigmento fluorescente.

3. La composicién de la reivindicacion 2, en la que el pigmento visible se selecciona del grupo que consiste en rojo
natural, azul nilo, marrén bismark, carmin de litio, azul tripano, verde janus, violeta de metilo, o-lamina, verde
malaquita, safranina, eosina, rojo de congo, eritrocina, nigrosina, hematoxilina azul de Alcian, azul de anilina, verde
claro y una combinacion de los mismos.

4. La composicion de la reivindicacion 2, en la que el pigmento fluorescente es un pigmento fluorescente en el
infrarrojo cercano.

5. La composicion de la reivindicacion 4, en la que el pigmento fluorescente en el infrarrojo cercano es verde de
indocianina (ICG).

6. La composicion de la reivindicacién 1, en la que el is6topo radioactivo se selecciona del grupo que consiste en H-
3, C-14, P-32, S-35, CI-36, Cr-51, Co-57, Co-58, Cu- 64, Fe-59, Y-90, 1-124, I-125, Re-186, 1-131, Tc- 99m, Mo-99,,
Ca-45, y Ca-68.

7. La composicion de la reivindicacion 1, en la que la esponja de gelatina es una construccion en la que se produce
un enlace isopeptidico entre un grupo amina de una cadena lateral de lisina y un grupo carboxilico de una cadena
lateral de glutamato o aspartato presente en la gelatina.

8. La composicién de la reivindicacion 1, en la que el cancer es un cancer sélido.

9. La composicién de la reivindicacion 8, en la que el cancer sélido se selecciona del grupo que consiste en cancer
de prostata, cancer de mama, cancer de Utero, cancer de piel, cancer cervical, cancer de pulmén, tumor cerebral,
tumor gastrointestinal, cancer de higado, sarcoma de tejidos blandos, y linfoma.

10. La composicion de la reivindicacion 1, en la que la composicion se usa para identificar un sitio y tamano del
tejido de la lesion cancerosa en tiempo real durante la cirugia de extirpacion del cancer.

11. Un kit que comprende la composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para etiquetar una lesion
cancerosa.

12. El kit de la reivindicacion 11, en el que el kit se usa para identificar un sitio y tamafio de tejido de lesion
cancerosa en tiempo real durante la cirugia de extirpacion del cancer.

13. Un complejo en el que la MAA esta unida a un pigmento para tefir tejidos vivos, en la que el complejo esta
encapsulado dentro de gelatina o esponja de gelatina.
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[Figura 1]
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[Figura 3]
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[Figura 4]
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[Figura 6]
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[Figura 7]
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[Figura 8]
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[Figura 9]
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[Figura 10]
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[Figura 12]
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[Figura 13]
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[Figura 14]
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