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DESCRIPCION
Marcador de ganglio linfatico centinela capaz de generar imagenes multimodales
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un marcador del ganglio linfatico centinela de acuerdo con las reivindicaciones
que comprende una albumina; un isétopo radiactivo y un colorante infrarrojo cercano que esta unido a la albumina; y
un colorante visible que esta unido a la albumina, un método de preparacion del mismo, un kit para imagenes
multimodales de un ganglio linfatico centinela para preparar el marcador del ganglio linfatico centinela, y un método
para obtener imagenes multimodales de un ganglio linfatico centinela utilizando el mismo.

Técnica anterior

A medida que aumenta la tasa de deteccion temprana de tumores, ha aumentado la tendencia de la reseccion
quirdrgica del cancer temprano. En general, las células tumorales tienden a infiltrarse en los conductos linfaticos, se
diseminan a través de la linfa a los ganglios linfaticos y metastatizan a otros 6rganos. Por esta razén, los ganglios
linfaticos cercanos a una regién tumoral a menudo se resecan ademas del tumor mismo en una cirugia temprana de
cancer o para prevenir la metastasis de las células tumorales.

Sin embargo, la diseccion de los ganglios linfaticos puede causar complicaciones como el linfedema y disminuir la
calidad de vida del paciente. Por lo tanto, es importante determinar la necesidad de la diseccion de ganglios
linfaticos en pacientes y es necesario reducir significativamente la frecuencia de las complicaciones resultantes de la
diseccion de ganglios linfaticos mediante el uso de un marcador de ganglio linfatico centinela adecuado y una
biopsia de ganglio linfatico centinela. El ganglio linfatico centinela fue el primer objetivo de Cabanas et al. en 1977
para el tratamiento del cancer de pene y se define como el primer ganglio linfatico que recibe drenaje linfatico de un
tumor primario. Dependiendo del estado metastasico de los ganglios linfaticos centinela, se puede determinar si un
ganglio linfatico distal después del ganglio linfatico centinela esta metastatizado o no. Si se encuentra que los
tumores no se han diseminado al ganglio linfatico centinela, se puede considerar que esos tumores no se han
metastatizado al resto de los ganglios linfaticos conectados al ganglio linfatico centinela, evitando asi la reseccion de
los ganglios linfaticos completos. Por lo tanto, actualmente se incluye una biopsia de ganglio linfatico centinela en las
terapias estandar para el tratamiento del cancer de mama temprano. Por lo tanto, cuando se realiza la biopsia del
ganglio linfatico centinela, un marcador de ganglio linfatico centinela es fundamental para identificar el ganglio
linfatico centinela metastatizado con precision al tiempo que minimiza el dafio al tejido normal mediante una incision
minima.

En la practica actual, un ganglio linfatico centinela se identifica inyectando una sustancia que drena especificamente
en los ganglios linfaticos cuando se inyecta cerca de tejido tumoral y determinando un ganglio linfatico donde la
sustancia llega por primera vez. Las sustancias con un cierto rango de tamano de particula (hasta varios cientos de
nm) son utiles en este método, y se han usado diversos tipos de particulas.

Para desarrollar marcadores de ganglios linfaticos centinela que tienen la forma de particulas descrita anteriormente,
se han utilizado diversos métodos empleando is6topos fluorescentes y radiactivos. Pero el método que emplea
is6topos radiactivos se usa actualmente como un método estandar.

El documento EP 1419788 describe un marcador de ganglio linfatico centinela que comprende particulas de
albimina tefiidas con azul de Evans y particulas de albimina radiomarcadas con %°™Tc.

El documento WO 00/74727 describe un marcador de ganglio linfatico centinela que comprende particulas de
alblmina radiomarcadas con *™Tc y unidas a un colorante.

Ademas, los colorantes de bajo peso molecular también se utilizan como marcadores de ganglios linfaticos centinela.
Estos colorantes son visibles a simple vista sin la ayuda de un sistema de imagenes especial. Algunos de estos
colorantes tienen propiedades fluorescentes y, por lo tanto, pueden detectarse con relativa facilidad utilizando un
sistema de imagenes de fluorescencia durante la operacion. El uso de colorantes solo requiere un aparato simple y
brinda informacion directa al cirujano. Sin embargo, como el tamafo del colorante es demasiado pequefo, su tiempo
de paso a través de los ganglios linfaticos es extremadamente corto. Como resultado, los ganglios escalonados o de
segundo nivel se tifien poco después del ganglio linfatico centinela, lo que dificulta la identificacion del ganglio
linfatico centinela solo en el tejido tefiido. En consecuencia, el método anterior que utiliza un colorante puede resecar
mas ganglios linfaticos de lo necesario y, por lo tanto, tiene una limitacién para minimizar la incisiéon innecesaria, que
es el propdsito de atacar los ganglios linfaticos centinela. Ademas, un area quirdrgica puede estar ampliamente
tefiida, lo que dificulta la operacion. Ademas, cuando se usan colorantes de luz visible, es dificil identificar la
ubicacion del ganglio linfatico centinela mirando la piel en si sin incidirla. Por otro lado, cuando se usa una sustancia
fluorescente, es facil identificar la ubicacién del ganglio linfatico centinela en relacién con un colorante de luz visible
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convencional. Sin embargo, la ubicacién es aun dificil de identificar sin incidir en la piel en caso de que la longitud de
onda de la sustancia fluorescente se superponga con la de la luz visible. Pero, cuando se usa una sustancia emisora
de fluorescencia de longitud de onda del infrarrojo cercano, la ubicacion del ganglio linfatico centinela se puede
identificar sin incidir en la piel.

En la préactica clinica actual, se usa frecuentemente un coloide radiactivo, cuyo tiempo de paso a través de los
ganglios linfaticos es lo suficientemente largo como para marcar solo el ganglio linfatico centinela durante un tiempo
relativamente largo y que es capaz de identificar el ganglio linfatico centinela marcado independientemente de la
profundidad de la piel. Sin embargo, el método anterior tiene inconvenientes en cuanto a que se requiere un aparato
especial y que un cirujano que esta operando no puede realizar una incisién al mirar directamente el ganglio linfatico
centinela en la sala de operaciones. Si todo el aparato estd completamente equipado, el coloide radiactivo se
considera el método mas preciso y conveniente, pero en un contexto practico, los colorantes se usan a menudo junto
con el coloide radiactivo para maximizar la detectabilidad del ganglio linfatico centinela y la precisién para
identificarlo. Ademas, se sabe que, al realizar una biopsia de ganglio linfatico centinela, el uso del coloide radiactivo
junto con colorantes es el método mas preciso para minimizar los resultados falsos negativos.

Sin embargo, cuando se administran tanto el coloide radiactivo como los colorantes, surgen varios problemas de la
siguiente manera. En primer lugar, dado que el tiempo de paso de dos sustancias distintas a través de los ganglios
linfaticos es diferente, el tiempo de generacién de imagenes 6ptimo también difiere entre dos sustancias. En otras
palabras, dado que el colorante pasa a los ganglios linfaticos extremadamente rapido, cuando se utiliza como
marcador de ganglios linfaticos centinela, se debe inyectar durante la operacién. Pero el coloide radiactivo debe
inyectarse un dia o varias horas antes de la operacién. Como resultado, dos sustancias no pueden inyectarse
simultaneamente al mezclarlas debido a sus diferentes propiedades, sino que deben inyectarse a través de dos
inyecciones separadas, incurriendo en un gran inconveniente y dificultad para realizarlas.

En segundo lugar, las propiedades fisicas de los colorantes no son adecuadas para marcar el ganglio linfatico
centinela. En las circunstancias en las que no hay otra alternativa disponible y el uso de sustancias radiactivas no
esta permitido, el colorante también se usa como un agente complementario de coloide radiactivo. Sin embargo, las
propiedades fisicas del colorante no permiten una marcacién especifica del ganglio linfatico centinela y, por lo tanto,
el colorante debe unirse a una sustancia que tenga una estructura capaz de permanecer en el ganglio linfatico
centinela si es posible. Los marcadores de deteccion de modo Unico utilizados actualmente, es decir, los marcadores
de deteccion monomodales del ganglio linfatico centinela que tienen cada una de las propiedades de tincion,
radiactiva o fluorescente no pueden satisfacer individualmente todas las propiedades ideales requeridas para
funcionar como un marcador de ganglio linfatico centinela adecuado. Por lo tanto, se debe desarrollar un agente
adecuado que pueda resolver las limitaciones de los marcadores de ganglios linfaticos centinelas existentes.

En tercer lugar, dado que el marcador de ganglio linfatico centinela es un agente para su uso en el cuerpo humano,
el colorante o marcador debe desarrollarse para ser adecuado para usar en el cuerpo humano. Los marcadores
multimodales desarrollados previamente que emplean colorantes con un excelente rendimiento luminiscente y los
materiales nanomeétricos sintetizados en forma artificial, es decir, los nanomateriales no se pueden usar en el cuerpo
humano ya que su seguridad in vivo ain no se ha establecido.

En cuarto lugar, las propiedades de los colorantes deben incluir una longitud de onda de luz visible para que pueda
ser utilizada de manera eficaz por un cirujano que esta operando al resecar los ganglios linfaticos. El uso de
fluorescencia o radiacion es necesario en el proceso de identificacion del ganglio linfatico centinela, pero también se
requiere un marcador unido a un colorante de luz visible, ya que se realiza una incisiéon de la piel que rodea el
ganglio linfatico centinela identificado y la extraccién del ganglio linfatico centinela a simple vista. Sin embargo, aun
no se ha desarrollado un agente que comprenda un marcador de ganglio linfatico centinela unido a un colorante de
luz visible.

Descripcién
Problema técnico

En un esfuerzo por identificar un ganglio linfatico centinela mediante generacion de imagenes in vivo sin incision en
la piel, los presentes inventores hallaron que, cuando se prepara un marcador uniendo una albumina con un
colorante infrarrojo cercano y marcandolo con un is6topo radiactivo para generacion de imagenes gamma, y luego
uniendo la albumina con un colorante visible que permite una identificacién visual de un ganglio linfatico centinela
durante una operacion de extraccion del ganglio linfatico centinela identificado, y cuando se usa el marcador que
comprende la albumina preparada, se hace posible la generacién de imagenes multimodales del ganglio linfatico
centinela, completando asi la presente invencion.

Solucién técnica
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Un objeto de la presente invencién es proporcionar un marcador de ganglio linfatico centinela que comprende una
albumina; un isétopo radiactivo y un colorante infrarrojo cercano que esté unido a la albdmina; y un colorante visible
que esta unido a la albumina.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un método para preparar un marcador de ganglio linfatico
centinela capaz de obtener imagenes multimodales de un ganglio linfatico centinela, que comprende: reducir los
enlaces disulfuro de albumina con grupos tiol usando un agente reductor para preparar una albumina reducida;
marcar los grupos tiol de la forma de albdmina reducida en disulfuro con un is6topo radiactivo; y unir la albumina
marcada con un colorante visible y un colorante infrarrojo cercano.

Otro objeto més de la presente invencién es proporcionar un kit para la generacion de imagenes multimodales de un
ganglio linfatico centinela para preparar el marcador de ganglio linfatico centinela anterior, que comprende: una
forma de albimina reducida en disulfuro; un isétopo radiactivo y un colorante infrarrojo cercano; y un colorante
visible.

Otro objeto mas de la presente invencién es proporcionar un método para la generacién de imagenes multimodales
de un ganglio linfatico centinela, que comprende el uso del marcador de ganglio linfatico centinela anterior.

Efectos ventajosos

El marcador de ganglio linfatico centinela de acuerdo con la presente invencidn permanece en los ganglios linfaticos
durante mucho tiempo y, por lo tanto, permite la generacion de imagenes multimodales de un ganglio linfatico
centinela. Por lo tanto, cuando se usa este marcador, el ganglio linfatico centinela puede identificarse con precisién
in vivo mediante imagenes infrarrojas cercanas e imagenes gamma sin incision en la piel, y la ubicacién del ganglio
linfatico centinela puede identificarse con precision a simple vista durante una operacién quirtrgica de la extirpacion
del ganglio linfatico centinela identificado. Ademas, se puede reducir la tasa de resultados falsos negativos, se puede
aumentar la precision de una biopsia de ganglio linfatico centinela y se puede reducir la dependencia de la biopsia
con respecto al aparato. En Ultima instancia, el marcador de ganglio linfatico centinela de la presente invencion se
puede usar de manera eficaz en la operacién para tratar el cancer de mama y el melanoma, etc., asi como en una
biopsia de ganglio linfatico centinela para otros tumores, o en la endoscopia, laparoscopia y cirugia robdtica.

Descripcidn de los dibujos
FIG. 1 muestra la estructura de [Tc-**"Tc-verde de indocianina-azul de Evans-albiimina de suero humana.
FIG. 2 muestra la estructura de la forma reducida en disulfuro de albdmina sin marcar con un is6topo radiactivo.

FIG. 3 muestra un esquema de reaccidon para sintetizar el proceso de la forma reducida en disulfuro del kit de
albdmina (albumina de suero humana-tiol).

FIG. 4 muestra un esquema de reaccion para sintetizar un compuesto marcado con [Tc-%"|Tc utilizando la forma
reducida en disulfuro de albumina.

FIG. 5 muestra los resultados de la cromatografia instantanea de capa fina (ITLC) realizada para confirmar la
sintesis de [Tc-*MTc-alblimina de suero humana. La ITLC se realizd utilizando etanol:acido acético aménico al 10%
= 1:1 como disolvente de revelado, y se encontré que la proporcion de marcacion era >99%.

FIG. 6 es un esquema de reaccion para unir el verde de indocianina y el azul de Evans con [Tc-2*™M|Tc-alblimina de
suero humana por adsorcion.

FIG. 7 muestra los resultados de un experimento de biodistribucion realizado para examinar la captacién de ganglios
linfaticos de [Tc-%m|Tc-verde de indocianina-azul de Evans-albdmina de suero humana.

FIG. 8 muestra imagenes multimodales de ratones blancos, obtenidas utilizando [Tc-%*™|Tc-verde de indocianina-
azul de Evans azul-albumina de suero humana. La imagen gamma se obtuvo utilizando un sistema SPECT
(NanoSPECT, Bioscan) sin incision en la piel, y la imagen del infrarrojo cercano se obtuvo utilizando un sistema de
generaciéon de imagenes de fluorescencia (IVIS Lumina, Xenogen) sin incisién en la piel. Ademas, la observacién
visual podria realizarse después de la incision de la piel.

Mejor modo

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un marcador de ganglio linfatico centinela que comprende una
albdmina; un isétopo radiactivo y un colorante infrarrojo cercano que esta unido a la albdmina; y un colorante visible
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que esta unido a la albumina.

La albumina que se usa en la presente invencion es una proteina simple ampliamente hallada en las células o fluidos
corporales. Puede ser una proteina que constituye la sustancia basica de las células junto con la globulina y se
encuentra ampliamente en tejidos animales y vegetales. Ademas, la albimina de suero humana que se usa en la
presente invencion puede ser una proteina que tiene un peso molecular de aproximadamente 66,462 Da y un punto
isoeléctrico (IEP) de aproximadamente 4,8, y que consiste en una Unica cadena polipeptidica, que constituye
aproximadamente el 50% (4 g/) de proteina plasmatica.

Cuando el marcador que contiene albumina de acuerdo con la presente invencion se inyecta en el tejido intersticial,
puede pasar a través de los conductos linfaticos y permanecer especificamente en la estructura de red de los
ganglios linfaticos sin drenar hacia los vasos capilares circundantes. Por lo tanto, permanece especificamente en el
ganglio linfatico centinela (el primer ganglio linfatico que recibe el marcador) y muestra una alta relaciéon de fondo a
sefial. La albimina de suero humana en la presente invencion tiene un tamano de 6-8 nm mas pequefio que el de un
agente coloidal radiactivo convencional, de modo que los ganglios linfaticos pueden absorberla rapidamente.
Ademas, se acumula facilmente en el ganglio linfatico centinela sin pasar a través del ganglio linfatico centinela, a
diferencia de los colorantes moleculares, por lo que pasa a través de los conductos linfaticos y permanece en los
ganglios linfaticos sin drenar hacia los vasos capilares.

Por consiguiente, la albumina de suero humana en la presente invencion es captada rapidamente por el ganglio
linfatico centinela y permanece en el ganglio linfatico centinela durante un largo periodo de tiempo, en comparacion
con otros agentes coloidales. Ademas, puede ser utilizada en el cuerpo humano porque no es toxica.

Diversas nanoparticulas para generacion de imagenes multimodales informadas anteriormente son en su mayoria
sustancias sintetizadas en forma artificial, y estas se probaron principalmente para determinar la seguridad in vivo en
estadios preclinicos mediante la realizacion de estudios en animales. En cualquier caso, la albimina de suero
humana de tamafio nanométrico que se usa en la presente invencion es una proteina simple que se encuentra
ampliamente en tejidos animales y vegetales, y es un marcador que se puede usar en aplicaciones preclinicas y
clinicas.

La albumina de suero humana en la presente invencion tiene 17 grupos funcionales disulfuro y, por lo tanto, cuando
se reduce con un agente reductor que contiene tiol, se pueden producir teéricamente de 2 a 34 grupos tiol en la
albumina de suero humana (véase la Figura 2). En la presente invencion, la albimina de suero humana que tiene
grupos tiol unidos a ella, es decir, la albumina de suero humana reducida con grupos tiol, se define como “la forma
reducida en disulfuro de la albumina de suero humana” o “albimina de suero humana con tiol”. Los grupos tiol son
unidades estructurales que se unen a un is6topo radiactivo y tienen dos o mas grupos tiol adyacentes para funcionar
como quelatos para el isétopo radiactivo. El isétopo radiactivo puede unirse a los grupos tiol de la albumina de suero
humana vy, por lo tanto, en un ejemplo de la presente invencion, se utilizé [Tc-**™Tc como isétopo radiactivo, y los
grupos funcionales disulfuro de la albumina de suero humana se redujeron con un agente reductor que contiene tiol
para preparar una albumina de suero humana con tiol. Como resultado, se produjo un promedio de 19,1 grupos tiol
por molécula de albumina de suero humana vy, por lo tanto, la albimina de suero humana se marcé con hasta 4
isdtopos radiactivos de [Tc-2*"Tc. De acuerdo con una realizacion especifica de la presente invencion, la albimina
de suero humana marcada con [Tc-%m|Tc puede representarse por la siguiente férmula 1:

Férmula 1
A- S~ (*™Tc=0) In

en donde A es la forma reducida en disulfuro de la albiumina de suero humana, S es azufre y n es un numero entero
de1a8.

Como se usa en el presente documento, el término “is6topo” se refiere a los atomos del mismo elemento quimico
que tienen el mismo namero atémico, pero difieren en masa atémica. En general, un isétopo de cualquier elemento
tiene el mismo namero de protones y electrones que el elemento, pero tiene un ndmero diferente de neutrones.
Debido a que las propiedades quimicas de un elemento estan determinadas por el nimero de protones y electrones
de los mismos, las propiedades quimicas de sus is6topos son las mismas que las de ese elemento. Sin embargo, los
is6topos difieren en el nimero de neutrones y en masa y, por lo tanto, pueden separarse por métodos fisicos. Entre
los is6topos, un isétopo que tiene radiactividad se llama isétopo radiactivo. Dado que el is6topo radiactivo se
desintegra radiactivamente al emitir rayos gamma o particulas subatémicas, también se usa como un marcador
importante en el diagndstico de enfermedades. Los ejemplos de is6topos radiactivos son 1311, 125], 24| 864Gy, 68Ga o
99mT¢. Como un isbtopo radiactivo que se puede usar como marcador, se puede usar cualquier isétopo radiactivo sin
limitacion particular en la presente invencion, siempre que se conozca en la técnica y se una con grupos tiol.
Preferiblemente, el isétopo radiactivo es [Tc®™Tc. El [Tc-**™Tc’ es un is6topo (**™Tc) de tecnecio (Tc).
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Cuando se usa la radiacion emitida por los is6topos radiactivos, tendra una excelente permeabilidad tisular, por lo
que también se pueden identificar facilmente los ganglios linfaticos ubicados en lo profundo del cuerpo. Ademas, no
causa reacciones alérgicas que puedan ser provocadas por algunos de los colorantes. Entre los isétopos radiactivos,
[Tc-99m|Tc tiene una dosis de radiacion baja y proporciona alta precision.

[Tc-29mTcO4 se reduce con un agente reductor de tal manera que 4 grupos tiol pueden estar coordinados con el
mismo. Por lo tanto, una albimina de suero humana que tiene 2 a 34 grupos tiol unidos a ella puede marcarse
tedricamente con hasta 8 atomos de [Tc-**"Tc. Por consiguiente, un [Tc-2*"TcO4 esté unido por 4 grupos tiol y, por
lo tanto, n en la formula 1 puede ser un numero entero de 1 a 8. En un ejemplo de la presente invencion, los grupos
funcionales disulfuro de la albumina de suero humana se redujeron con un agente reductor que contiene tiol para
preparar una albumina de suero humana con tiol, y como resultado, se produjo un promedio de 19,1 grupos tiol por
molécula de albumina de suero humana. Por lo tanto, como se muestra en la siguiente formula 2, la albumina de
suero humana puede marcarse con hasta atomos de [Tc-%m][Tc.

Férmula 2
A~ [S= (*"Tc=0) ] 4
en donde A es la forma reducida en disulfuro de la albumina de suero humana, y S es azufre.

Para preparar el marcador de ganglio linfatico centinela de la presente invencién, un colorante infrarrojo cercano esta
unido a la albumina marcada con is6topo radiactivo por adsorcion.

Como colorante infrarrojo cercano, cualquier colorante de infrarrojo cercano conocido en la técnica puede usarse con
limitacion en la presente invencion. Preferiblemente, puede ser un colorante fluorescente de infrarrojo cercano. Mas
preferiblemente, el colorante fluorescente de infrarrojo cercano puede ser verde de indocianina.

Como se usa en este documento, la expresion “infrarrojo cercano” en el colorante de infrarrojo cercano se refiere a la
region externa de la region roja del espectro de luz, y la regién de longitud de onda corta (0,7503 pm) de la region
infrarroja se define generalmente como la regién del infrarrojo cercano. La luz infrarroja cercana incluye espectros de
electrones que muestran acciones térmicas, fotogréaficas, fotoeléctricas y fluorescentes, y exhiben efectos de
esterilizacion, de tratamiento de las articulaciones y tratamiento de los musculos y, por lo tanto, se usan con
frecuencia en aplicaciones industriales y médicas. La region de longitud de onda del infrarrojo cercano muestra una
absorcion de luz relativamente alta en comparaciéon con otras regiones de longitud de onda vy, por lo tanto, la luz
infrarroja cercana generada en el cuerpo también puede detectarse externamente. Cuando se usa luz de longitud de
onda infrarroja cercana, existe la ventaja de que la ubicacion del ganglio linfatico centinela puede identificarse sin
incidir en la piel.

Como se usa en el presente documento, la expresion “verde de indocianina” se refiere a un colorante para
generacién de imagenes de fluorescencia de infrarrojo cercano que se usa ampliamente. Dado que se descompone
0 se excreta con la orina y las heces una vez que se inyecta en el cuerpo humano, se puede usar un colorante
fluorescente en el cuerpo humano y es clinicamente ventajoso.

El acoplamiento del colorante infrarrojo cercano por adsorcion se puede lograr mezclando el colorante infrarrojo
cercano con una albumina de suero humana marcada con isétopos radiactivos.

Ademaés, para preparar el marcador de ganglio linfatico centinela de la presente invencion, un colorante visible se
une ademas al is6topo radiactivo y a la albumina de colorante infrarrojo cercano por adsorcion. Como colorante
visible, cualquier colorante que absorba luz visible, conocido en la técnica, puede usarse sin limitacion.
Preferiblemente, el colorante visible que se usa en la presente invencion puede ser azul de Evans.

Como se usa en este documento, el término “visible” en el colorante visible se refiere a la region de longitud de onda
visible del espectro de luz, que generalmente tiene una longitud de onda de 380-770 nm. En la region de longitud de
onda visible, los cambios en las propiedades segun las longitudes de onda se muestran como colores, y las
longitudes de onda cambian progresivamente de rojo a violeta: 700-610 nm para rojo; 610-590 nm para naranja;
590-570 nm para amarillo; 570-500 nm para el verde; 500-450 nm para azul; y 450-400 nm para violeta.

Como se usa en el presente documento, la expresién “azul de Evans” se refiere a un colorante que se usa para la
observacion visual en la region de longitud de onda visible. El azul de Evans permite la deteccion de un sitio
quirdrgico a simple vista, no es tdxico para el uso en el cuerpo humano y se puede usar ventajosamente en
aplicaciones clinicas.

El colorante infrarrojo cercano y el colorante visible usado en la presente invencién pueden ser verde de indocianina
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y azul de Evans, respectivamente, que son seguros de usar en el cuerpo humano. Estos colorantes se unen a la
albumina de suero humana por adsorcion simple en oposicion al enlace covalente y, por lo tanto, no tienen ninguna
preocupacion sobre la toxicidad en el uso clinico. El uso de verde de indocianina en el cuerpo humano se informé en
varias publicaciones, y se informo que el verde de indocianina fue seguro para usarlo en 18 pacientes con cancer de
mama durante los ensayos clinicos [T. Kitai, T. Inomoto, M. Miwa, T. Shikayama, Fluorescence navigation with
indocyanine green for detecting sentinel lymph nodes in breast cancer, Breast Cancer, 2005, 12, 211-215], el azul de
Evans se ha utilizado como un colorante en el cuerpo humano, y se informé un estudio clinico que muestra los
resultados del uso de azul de Evans en 100 pacientes con cancer de mama [J.-Y. Bobin, C. Zinzindohoue, S. Isaac,
M. Saadat, P. Roy, Eur. J. Cancer, 1999, 35, 569-573].

En un ejemplo de la presente invencion, el colorante visible azul de Evans y el colorante fluorescente infrarrojo
cercano verde de indocianina se unieron a albdmina de suero humana marcada con [Tc-%™|Tc por adsorcion,
preparando asi una albimina marcada con el isétopo radiactivo y unida al colorante fluorescente infrarrojo cercano y
al colorante visible. En la presente invencién, a menos que se especifique lo contrario, “[Tc-*"|Tc-verde de
indocianina-azul de Evans-albimina de suero humana” se refiere a una albimina marcada con [Tc-%*™]Tc y unida al
azul de Evans y al verde de indocianina por adsorcion.

La albumina de la invencion unida al is6topo radiactivo y al colorante infrarrojo cercano, y el colorante visible se
puede usar para la generacion de imagenes gamma del tejido marcando con el isétopo radiactivo, para la
generaciéon de imagenes de fluorescencia de la region infrarroja cercana (NIR) uniéndose al colorante infrarrojo
cercano, y para la generacion de imagenes visibles por union del colorante visible. Especificamente, permite la
obtencién de imagenes ex vivo mediante imagenes NIR o imagenes gamma sin incision en la piel, y permite la
deteccion visual de la ubicacion del ganglio linfatico centinela durante una operacion quirdrgica para extirpar el
ganglio linfatico centinela identificado. En otras palabras, la albumina de la invencién, donde el isétopo radiactivo y el
colorante cercano al infrarrojo y el colorante visible estan unidos, proporciona la generacion de imagenes
multimodales, incluyendo la generacién de imagenes gamma y NIR, y la generacién de imagenes visibles.

La imagen gamma puede observarse mediante varios sistemas de deteccién de radiactividad conocidos en la
técnica, y en un ejemplo de la presente invencién, se observé utilizando un sistema SPECT animal (NanoSPECT).
Ademas, la imagen NIR puede observarse mediante diversos sistemas de deteccién de imagenes NIR conocidos en
la técnica, y en un ejemplo de la presente invencion, la imagen NIR se observé usando un sistema de imagen de
fluorescencia (IVIS Lumina). La imagen visible se pudo observar a simple vista antes y después de la incisién en la
piel y se obtuvo con una camara digital (PowerShot G9) de uso comun.

El flujo de la linfa, adonde fluyen la albumina de la invencién unida al is6topo radiactivo y al colorante infrarrojo
cercano y el colorante visible, corresponde a la metastasis de las células tumorales del tejido tumoral al tejido
circundante a través de los conductos linfaticos, y la primera linfa que tiene el marcador de albdmina que se haya
movido a través de los conductos linfaticos puede considerarse como el primer ganglio linfatico centinela donde las
células tumorales metastatizadas se diseminaron por primera vez.

Por lo tanto, después de la inyecciéon de la albumina de la invenciéon que esta unida al is6topo radiactivo y al
colorante infrarrojo cercano, y al colorante visible en el cuerpo, la albdmina fluye a través de los conductos linfaticos
a los ganglios linfaticos y se acumula en los ganglios linfaticos. Por lo tanto, la albimina de la invencion que esta
unida al is6topo radiactivo y al colorante infrarrojo cercano, y el colorante visible puede marcar especificamente el
ganglio linfatico centinela. El marcador de ganglio linfatico centinela de la invencién, que comprende la albumina que
esta unida al is6topo radiactivo y al colorante infrarrojo cercano, y el colorante visible permite la obtencion de
imagenes in vivo de los ganglios linfaticos mediante generacion de imagenes NIR e imagenes gamma de modo que
se pueda hacer una incision solo en el area de la piel alrededor del ganglio linfatico centinela. Ademas, permite la
identificacién visual de los ganglios linfaticos por medio de un colorante visible. Por lo tanto, conduce a una
operacion precisa y eficaz. Ademas, la presente invencién permite la generaciéon de imagenes multimodales del
ganglio linfatico centinela y, por lo tanto, supera todas las limitaciones en la técnica anterior que se producen cuando
los colorantes y los isétopos radiactivos se administran en forma individual. Por lo tanto, la presente invencion
muestra un excelente efecto en la marcacion del ganglio linfatico centinela.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un método para preparar un marcador de ganglio linfatico
centinela capaz de obtener imagenes multimodales de un ganglio linfatico centinela, que comprende: reducir los
enlaces disulfuro de albumina a grupos tiol usando un agente reductor para preparar una albumina reducida; marcar
los grupos tiol de la forma de albumina reducida en disulfuro con un isétopo radiactivo; y unir un colorante visible con
la albimina marcada.

En el método de la presente invencion, primero se lleva a cabo la etapa de reduccién de los enlaces disulfuro de
albumina a grupos tiol utilizando el agente reductor que contiene tiol para preparar una albimina con tiol.

El agente reductor que se usa en la presente invencion puede ser una sustancia que escinde los enlaces disulfuro
de las proteinas. El grupo tiol que se usa en la presente invencién es un grupo funcional presente en el aminoacido
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cisteina y esta implicado en una reaccion de oxidacién/reduccién en la que la cisteina se oxida en cistina. El grupo
tiol se utiliza por las siguientes razones: cuando se usa el grupo tiol, [Tc-**™Tc puede unirse a la albimina de suero
humana de una manera simple sin un proceso de sintesis de unién de quelatos (como MAG3 e Hynic) mas grande
que tiol, de modo que el cambio en la estructura de la albimina de suero humana pueda minimizarse y, como
resultado, los cambios en la funcién fisica in vivo de la albimina de suero humana también se pueden prevenir. Los
ejemplos del agente reductor que contiene tiol que se usa en la presente invencién incluyen 2-mercaptoetanol, 1,4-
ditiotreitol, 2-aminoetanodiol, tioglicolato, cisteina, glutation y otros compuestos conocidos en la técnica.

Posteriormente, se lleva a cabo la etapa de marcacion de los grupos tiol de la forma de albdmina reducida en
disulfuro con un is6topo radiactivo. En un ejemplo de la presente invencion, para marcar la albamina de suero
humana con tiol con [Tc-**M|Tc, los enlaces disulfuro (-S-S-) en la albimina de suero humana se redujeron con el
agente reductor, y como resultado, se encontré que se generaron 19,1 grupos tiol (-SH). El grupo tiol es un grupo
funcional que se une al is6topo radiactivo [Tc-2*MTc, y como [Tc-**mTcO4 se reduce de tal manera que 4 grupos tiol
pueden coordinarse a través de SnClz, una molécula de albimina se puede marcar con a 4 atomos de [Tc-%"|Tc.

Finalmente, se lleva a cabo la etapa de union de un colorante visible con la albimina marcada. Ademas, el método
de la presente invencion comprende también una etapa de union de un colorante infrarrojo cercano a la albimina. La
etapa de unién es preferiblemente una unién simple por adsorcion, que no implica una unién fuerte como la unién
covalente y, por lo tanto, no causa preocupacion por la toxicidad en el uso clinico. La unién del colorante visible y el
colorante infrarrojo cercano se puede lograr mezclando el colorante visible y el colorante infrarrojo cercano con la
albumina de suero humana.

Preferiblemente, el colorante infrarrojo cercano puede ser verde de indocianina, y el colorante visible puede ser azul
de Evans. El colorante visible y el colorante infrarrojo cercano pueden ser adsorbidos a la albdmina en forma
secuencial o simultanea.

En otra realizacién mas, la presente invencion proporciona un kit para la generacion de imagenes multimodales de
un ganglio linfatico centinela para preparar el marcador de ganglio linfatico centinela anterior, que comprende: una
forma de albumina reducida en disulfuro; un isétopo radiactivo y un colorante infrarrojo cercano; y un colorante
visible.

Un método para preparar el kit puede comprender las etapas de: adicién de acido metilenfosfénico, acido ascérbico
y cloruro de estafno a la aloumina de suero humana con tiol para preparar una mezcla; liofilizaciéon de la mezcla; y
envasado del material seco en un recipiente. Especificamente, el kit se puede preparar agregando &acido
metilenfosfénico, acido ascorbico y cloruro de estafio a una dilucién de la albumina de suero humana con tiol,
ajustando la mezcla a un pH de 6 vy liofilizando la mezcla a -80 °C durante 24 horas, y envasando la mezcla seca en
un recipiente.

Preferiblemente, el material seco puede envasarse en una botella de vidrio. El contenedor se utiliza para preparar y
almacenar un kit desechable que puede ser utilizado convenientemente por un tecn6logo médico, un tecnélogo de
laboratorio médico o un especialista médico. En un ejemplo de la presente invencion, se usé una botella de vidrio
como recipiente.

El kit de la presente invencion puede comprender, ademds, un antioxidante. El antioxidante sirve para evitar que los
grupos tiol de la forma reducida en disulfuro de la albimina de suero humana se oxiden para formar un polimero. El
antioxidante es preferiblemente vitamina C o acido gentisico y esta contenido en el kit de la presente invencién en
una cantidad de 500 mg por unidad de dosis.

El kit se congela o se liofiliza en un recipiente estéril en una atmdsfera de gas inerte. Preferiblemente, se congela en
nitrégeno liquido y puede descongelarse lentamente antes de su uso. El kit puede equiparse con un tampdn, un vial
estéril, una solucién salina, una jeringa, un filtro, una columna y otros dispositivos auxiliares para preparar un agente
inyectable que debe usar un tecnélogo médico, un tecnélogo de laboratorio médico o un especialista médico. Es bien
conocido por los expertos en la técnica que el kit se puede cambiar y modificar dependiendo de las necesidades del
paciente o los regimenes dietarios y se puede cambiar de manera que se pueda proporcionar u obtener un isétopo
radiactivo.

El kit de la presente invencion debe usarse en la practica clinica del uso del marcador de ganglio linfatico centinela y
esta disefiado de tal manera que los errores en el uso y la contaminacion se puedan minimizar, incluso en un
ambiente ocupado de operaciones clinicas, y se pueden usar en una manera facil de usar. En los casos
convencionales, se requiere un proceso de etiquetado de un marcador con un is6topo radiactivo antes del uso del
marcador, y como el isétopo radiactivo tiene una vida media corta, el marcador debe etiquetarse con el is6topo
inmediatamente antes de su uso. Por esta razon, la presente invencién proporciona el kit descrito anteriormente para
un uso rapido y facil del marcador con el is6topo, facilitando el uso clinico del marcador. Utilizando este kit, incluso
aquellas personas no especializadas pueden realizar la marcacion de is6topos sin la ayuda de un sistema especial
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de sintesis.

En una realizacién de la presente invencion, la albumina de suero humana marcada con isétopos radiactivos
representada por la Férmula 1 se puede preparar afiadiendo un isétopo radiactivo al kit. En un ejemplo de la
presente invencién, se sintetizé una albGmina de suero humana marcada con [Tc-%*"Tc agregando 20 mCi/2 mL de
[Tc®¥mTcO4 al kit de albimina de suero humana con tiol y permitiendo que la mezcla reaccionara a temperatura
ambiente. Los resultados de la reaccion de sintesis anterior se pudieron confirmar por cromatografia instantanea de
capa fina (ITLC) utilizando etanol:acetato de amonio al 10% = 1:1 como disolvente de revelado, y se encontr6 que la
relacién de marcado era > 99%, lo que sugiere que, cuando se utiliza el kit desechable de la albdmina de suero
humana con tiol de acuerdo con la presente invencion, el marcado con [Tc-%™|Tc puede realizarse con éxito (Figura
5).

Mientras tanto, se podria obtener una albimina de suero humana marcada con un is6topo radiactivo y unida a un
colorante fluorescente del infrarrojo cercano y un colorante visible agregando el colorante fluorescente del infrarrojo
cercano Yy el colorante visible a la albumina marcada con is6topos radiactivos, mezclando los componentes para
unirlos a cada uno de los otros por adsorcion, y purificando la mezcla.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para la generacion de imagenes multimodales de un
ganglio linfatico centinela, que comprende el uso del marcador de ganglio linfatico centinela descrito anteriormente.

Tal como se usa en el presente documento, la expresiéon “generacién de imagenes multimodales” se refiere a la
visualizacion de la imagen de un ganglio linfatico centinela por diversos métodos. El marcador de ganglio linfatico
centinela y el kit de la presente invencién se pueden visualizar mediante imagenes gamma e imagenes de la region
del infrarrojo cercano e imagenes visibles.

En un ejemplo de la presente invencion, la albimina marcada con el isétopo radiactivo y unida al colorante
fluorescente del infrarrojo cercano y al colorante visible se administré a ratones blancos, y se realizé una imagen del
ganglio linfatico centinela de los ratones blancos por generacién de imagenes gamma, imagenes de la region del
infrarrojo cercano e imagenes visibles (ver FIG. 8).

El marcador de ganglio linfatico centinela de la presente invencidn permanece en el ganglio linfatico centinela
durante un largo periodo de tiempo y permite la generacion de imagenes multimodales del ganglio linfatico centinela.
Por lo tanto, cuando se usa el marcador, el ganglio linfatico centinela puede identificarse con precision in vivo
mediante imagenes infrarrojas cercanas e imagenes gamma sin incision en la piel, y la ubicacion del ganglio linfatico
centinela identificado puede identificarse visualmente durante una operacién quirlrgica para eliminar el ganglio
linfatico centinela.

Modo de la invencién

En lo sucesivo, la presente invencién se describe con mas detalle proporcionando los ejemplos que se muestran a
continuacion. Estos ejemplos pretenden ilustrar la invencidn reivindicada.

Ejemplo 1: Compra de materiales de prueba

El tipo de albumina de suero humana utilizada en la presente invencion fue SK albumina al 20% (SK Chemicals,
Corea), y la columna PD-10 (GE) se us6 para la purificacion de la mezcla de reaccidon. El is6topo radiactivo
[Tc®mTcOq utilizado en esta invencion se adquirié de Ultra-Technekow DTE Generator (Covidien). La cromatografia
instantdnea de capa fina (ITLC) que se utilizd para identificar el marcado se adquiri6 de Pall Life Science. La
exploracion de TLC se realiz6 utilizando el escaner de imagenes de radio AR-2000 radio-TLC Imaging Scanner
(Bioscan). Ademas, el tipo de contador gamma utilizado en un experimento de biodistribucién fue el contador gamma
Wizard (Perkin Elmer). El kit de ensayo de proteinas BCA y el reactivo de Ellman se adquirieron de Pierce, y otros
reactivos y disolventes se adquirieron de Sigma-Aldrich. Se obtuvieron imagenes gamma de animales utilizando
NanoSPECT (Bioscan) y se obtuvieron imagenes fluorescentes de la regién del infrarrojo cercano (NIR) utilizando
IVIS Lumina (Xenogen).

Ejemplo 2: Preparacion del kit de albumina de suero humana con tiol

Se agregaron aproximadamente 40 uL de EDTA 0,3 M, 40 uL de NaHCOs 1 M y 50 uL de 2-mercaptoetanol 1,5 M a
una solucién de 0,030 mL (6 mg) de albumina de suero humana al 20% en 1 mL de Na2COs3 0,1 M, y la solucién de
la mezcla se agité a 37 °C durante 1 hora para reducir los enlaces disulfuro a grupos tiol. Una vez completada la
reaccion, el producto de reaccidén se purificé haciéndolo pasar por una columna PD-10, y la albdmina de suero
humana con tiol resultante se destilé a presion reducida y se diluyé en 1 mL de agua destilada. A la solucién diluida,
se agregaron 17 mg de acido metilenfosfénico, 3,7 g de acido ascorbico y 8,45 g de cloruro de estano, y el pH de la
solucion se ajustd a 6 mediante la adicion de NaOH y HCI. La solucion resultante se coloc6 en una botella de vidrio,
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se enfrid y luego se liofilizd a -80 °C durante 24 horas, produciendo un kit descartable (FIG. 3).

El rendimiento del producto del kit de albimina de suero humana con tiol fue del 91,8%, medido por la cuantificacion
de la proteina BCA. Ademas, la cantidad de grupos tiol en la albumina de suero humana con tiol se analiz6 utilizando
el reactivo de Ellman (reactivo de ensayo de sulfhidrilo). Los resultados del andlisis demostraron que se produjeron
19,1 grupos tiol por molécula de albimina de suero humana con tiol.

Ejemplo 3: Preparacion de verde de indocianina y azul de Evans

Se colocaron aproximadamente 0,4 mg de verde de indocianina en un tubo protegido de la luz de 1,5 mL y se
colocaron 6 mg de azul de Evans en un tubo protegido de la luz de 1,5 mL.

Ejemplo 4: Preparacion de compuesto marcado con [Tc-*"]Tc utilizando un kit de albimina de suero
humana con tiol

Se afiadieron aproximadamente 20 mCi/2 mL de [Tc-2*"TcO4 al kit de albimina de suero humana con tiol que se
prepard en el Ejemplo 2, y la mezcla se dej6 reaccionar a temperatura ambiente durante 10 minutos (FIG. 4). Una
vez completada la reaccién, el producto de reaccion se paso a través de un filtro estéril de 0,45 um y los productos
sintetizados se analizaron mediante cromatografia instantanea de capa fina (ITLC) utilizando etanol:acetato de
amonio al 10% = 1: 1 como disolvente de revelado, y se hallé que la relacién de marcado era > 99% (FIG. 5).

Ejemplo 5: Preparacion de [Tc-?*"]Tc-verde de indocianina-azul de Evans-albumina de suero humana

La albumina de suero humana-[Tc-**"Tc preparada en el Ejemplo 4 se afadi6 al tubo con verde de indocianina y se
agité a temperatura ambiente durante 30 minutos en condiciones protegidas de la luz para inducir la unién del verde
de indocianina a la albdmina por adsorcién. Del mismo modo, [Tc-**MTc-ver de indocianina-albimina de suero
humana resultante se coloco en el tubo con azul de Evans y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora en
condiciones protegidas de la luz. Una vez completada la reacciéon de acoplamiento de adsorcién, el producto de la
reaccion se purifico utilizando PD-10, para dar [Tc-?*mTc-verde de indocianina-albdmina de suero humana (FIG. 6).

Ejemplo 6: experimento de biodistribucion en la captacion de ganglios linfaticos de [Tc-*"]Tc-verde de
indocianina-azul de Evans-albumina de suero humana

A través de la realizacion de un experimento de biodistribucion, se analizé la captacion de ganglios linfaticos de [Tc-
99mTc-verde de indocianina-azul de Evans-albimina de suero humana de la invencion (FIG. 7). Primero, se
inyectaron en la almohadilla de la pata de cada uno de los tres ratones blancos 80 uCi/50 uL de [Tc*™|Tc-verde de
indocianina-azul de Evans-albumina de suero humana, y después de 60 minutos de inyeccion, los ratones se
sacrificaron, cada o6rgano fue aislado de los animales, y la radiactividad de cada tejido se midi6 utilizando un
contador gamma (Wizard gamma counter, Perkin Elmer). La biodistribucion de la radiactividad se determiné
utilizando un método estandar de calculo de porcentajes con respecto a la cantidad de inyeccion (g). FIG. 7 muestra
el porcentaje de reactividad en cada tejido. En la FIG. 7, la pata es el area inyectada y el nodo es un ganglio linfatico
centinela. Como se muestra en la FIG. 7, el nivel de captacién de [Tc-**™|Tc-verde de indocianina-azul de Evans-
albumina de suero humana fue significativamente mayor en el ganglio linfatico centinela que en otros 6rganos.

Ejemplo 7: Generacion de imagenes multimodales in vivo de [Tc-%*"]Tc-verde de indocianina-azul de Evans-
albumina de suero humana usando sistemas de generacion de imagenes

La generacion de imagenes multimodales in vivo se llevé a cabo utilizando [Tc-%m|Tc-verde de indocianina-azul de
Evans-albumina de suero humana (FIG. 8). Primero, se obtuvieron imagenes gamma de ratones blancos utilizando
un sistema SPECT animal (NanoSPECT, Bioscan). En este experimento, la almohadilla de la pata de cada ratén se
inyectd con 100 uCi de [Tc*™|Tc-verde de indocianina-azul de Evans-albimina de suero humana, y después de 60
minutos de inyeccién, se tomaron imagenes SPECT de los ratones. Los resultados demostraron que solo el area
inyectada y el ganglio linfatico tuvieron una fuerte captacion del marcador, mientras que otros 6rganos no mostraron
ninguna captacion del marcador. Ademas, se tomaron imagenes de la regién del infrarrojo cercano (NIR) que
utilizaban el marcador unido al verde de indocianina utilizando VIS Lumina (Xenogen). Los resultados mostrados en
estas imagenes fueron consistentes con los de las imagenes gamma e imagenes visibles que fueron visualizadas
por el marcador unido al azul de Evans. El presente marcador multimodal es seguro para uso clinico, ya que se
deriva de la albimina de suero humana que es segura para el ser humano y esta unida al verde de indocianina y al
azul de Evans que no son toxicos para el uso en el cuerpo humano. Ademas, como el marcador puede permanecer
en el ganglio linfatico centinela durante al menos 1 hora, demuestra una alta detectabilidad del ganglio linfatico
centinela. Ademas, como es un marcador multimodal que genera sefiales multimodales, proporciona una alta
precision en una biopsia de ganglio linfatico centinela.

10



10

15

20

25

ES 2727279 T3

REIVINDICACIONES

1. Un marcador de ganglio linfatico centinela que comprende una albdimina; un isétopo radiactivo; y un colorante
infrarrojo cercano que esta unido a la albdmina; y un colorante visible que esta unido a la albumina; en donde la
albumina se marca con el isétopo radiactivo y se une al colorante infrarrojo cercano y al colorante visible, y en donde
el is6topo radiactivo forma un complejo formando un enlace de coordenadas con grupos tiol generados por la
reduccion de los enlaces disulfuro de la albimina.

2. El marcador de ganglio linfatico centinela de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el isétopo radiactivo es [Tc-
mTc.

3. El marcador de ganglio linfatico centinela de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el colorante infrarrojo
cercano es verde de indocianina.

4. El marcador de ganglio linfatico centinela de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el colorante visible es azul
de Evans.

5. El marcador de ganglio linfatico centinela de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la albimina es albimina de
suero humana.

6. Un método para preparar un marcador de ganglio linfatico centinela capaz de obtener imagenes multimodales de
un ganglio linfatico centinela, que comprende:

reduccion de los enlaces disulfuro de albumina a grupos tiol usando un agente reductor para preparar una albumina
reducida;

marcacion de los grupos tiol de la forma de albumina reducida en disulfuro con un is6topo radiactivo; y
unién de un colorante visible y un colorante infrarrojo cercano con la albdimina marcada.

7. Un kit para la generacion de imagenes multimodales de un ganglio linfatico centinela para preparar el marcador de
ganglio linfatico centinela de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende: una forma
reducida en disulfuro de albdmina; un isétopo radiactivo y un colorante infrarrojo cercano; y un colorante visible.

8. Un método para obtener imagenes multimodales de un ganglio linfatico centinela, que comprende el uso del
marcador de ganglio linfatico centinela de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la generacion de imagenes multimodales comprende la
generacion de imagenes gamma e imagenes de infrarrojo cercano, y la generacion de imagenes visibles.
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[ Figura 1]
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[Figura 3]
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[Figura 5]
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[Figura 8]
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