ES 2997 237 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

by V ~
S é ESPANA (D Numero de publicacion: 2 997 237
@Int. Cl.:

A61K 49/00 (2006.01)
A61K 47/36 (2006.01)
A61K 9/00 (2006.01)

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 21.04.2017  PCT/KR2017/004302
Fecha y nimero de publicacion internacional: 26.10.2017 WO17183946

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 21.04.2017 E 17786214 (1)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 16.10.2024  EP 3447496

Titulo: Composicion de inyeccion para marcar una lesion

Prioridad: @ Titular/es:
22.04.2016 KR 20160049425 NATIONAL CANCER CENTER (100.00%)
20.04.2017 KR 20170050971 323 lisan-ro, lisandong-gu
Goyang-si, Gyeonggi-do 10408, KR
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: KIM. SEOK KI:
NOH, JIN HEE
@ Agente/Representante:
ARIAS SANZ, Juan

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2997 237T3

DESCRIPCION
Composicién de inyeccién para marcar una lesién
[Campo técnico]

La presente invencidén se refiere a una composicién de inyeccién para marcar una lesién como se define en las
reivindicaciones y un método para proporcionar informacién sobre una posicién de una lesién usando la composicion
de inyeccién, como se define en las reivindicaciones.

[Antecedentes técnicos]

Aunque se han desarrollado varios métodos para el tratamiento anticAncer usando farmacos anticancerosos, la
eliminacién de las células cancerosas mediante métodos quirdrgicos permanece el método de tratamiento mas
ampliamente usado.

Sin embargo, los métodos quirdrgicos esencialmente requieren técnicas para minimizar la amplitud afectada por la
cirugia con el fin de mejorar la salud y bienestar de un paciente después de la operacién quirtrgica. En particular, con
el fin de alcanzar el objetivo de cirugia de conservacién de mama para mujeres coreanas que tipicamente tienen
pechos pequefios, las lesiones que se extirpan quirdrgicamente necesitan ser menores en el caso de mujeres
coreanas que en el caso de mujeres de otros paises.

Mientras tanto, la amplitud afectada por la cirugia se determina en consideracién tanto de la lesién como de las
regiones marginales alrededor de la lesién. Cuando un cirujano no puede determinar la localizacién o extensidén exacta
de la lesidn, el cirujano debe ajustar una regién marginal amplia alrededor de la lesién. Esto es porque parte de un
tumor puede permanecer en un margen de extirpacion de la lesién cuando la amplitud de la cirugia se reduce sin
cuidado.

Sin embargo, no hay muchos métodos que pueda utilizar un cirujano para identificar de forma precisa una lesién en
tiempo real durante cirugia clinica real. Aunque se han desarrollado métodos diagnésticos muy precisos, puesto que
tales métodos diagnésticos no se pueden usar durante la cirugia, un cirujano depende principalmente de los sentidos
tactil o visual durante la cirugia real, y las lesiones con frecuencia no se identifican claramente en tales casos.

Particularmente, las lesiones mas pequefias son més dificiles de identificar. Para lograr los objetivos de cirugia
minimamente invasiva y cirugia de conservacion, es necesaria tecnologia que muestre a un cirujano una lesién en
tiempo real durante la cirugia.

En cirugias convencionales para eliminar tumores, en particular cirugia de cancer de mama, una posicién de una
lesién diminuta en un paciente se determina antes de la cirugia usando ondas ultrasénicas, mamografia, o
imagenologia de resonancia magnética, la posicién predeterminada de la lesién se marca, y los tejidos relacionados
a la lesién marcada se eliminan. Los métodos usados para marcar lesiones incluyen un método de dibujar en la
superficie de la piel, un método de usar un alambre, un método de inyectar un pigmento negro tal como carbén, y
similares.

Sin embargo, mientras el método de dibujar en la superficie de la piel con una pluma para marcar una posicién de la
lesidn es el mas facil de usar, también tiene problemas en que tiene un grado muy bajo de precisién porque la forma
de la mama cambia entre el diagnéstico y la operacién debido a la naturaleza extremadamente blanda del tejido
mamario, y este método es insatisfactorio con respecto a marcar una posicién de la lesién en una superficie de la piel
cuando la lesién est4 localizada profunda dentro de la mama.

Ademas, en el método de perforar una lesién de mama con un alambre, seria 6ptimo insertar el alambre para que sea
perpendicular a la superficie de la piel. Sin embargo, tal método tiene problemas en que el alambre tiene que insertarse
oblicuamente debido a su potencial influencia en la sonda ultrasénica, una posicién del alambre puede variar con el
movimiento de la mama, lo que produce menor precisién de la que se esperaria, el alambre insertado puede interferir
con la cirugia, y es necesario un procedimiento adicional de extirpar un sitio del alambre insertado. Por ultimo, mientras
el método de inyectar un pigmento tal como carbén tiene una ventaja en que el pigmento inyectado se puede unir a
una lesidn para marcar la posicioén precisa de la lesién, también tiene inconvenientes en que un pigmento negro no se
puede identificar desde el exterior de la mama cuando la lesién esta localizada profunda en la mama, y un sitio
quirdrgico se puede contaminar con el pigmento. Los inconvenientes anteriormente mencionados también pueden
aplicarse a operaciones quirirgicas para eliminar tejidos cancerosos diferentes que en casos de cancer de mama.

Puesto que es dificil determinar de forma precisa la amplitud de la cirugia para eliminar quirdrgicamente una lesién,
en particular una lesién cancerosa, usando técnicas que se han desarrollado hasta ahora, la amplitud de la extirpacién
se tiene que expandir cuando una lesién cancerosa se elimina quirdrgicamente, y también tienen que realizarse
pruebas para determinar si la lesién se ha eliminado apropiadamente después de la cirugia.
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Para resolver estos problemas, la Patente Registrada Coreana No. 10-1552138 divulga una composicién para marcar
una lesiéon cancerosa, que incluye un complejo en el que un colorante para tefiir tejidos biol6gicos, un isétopo
radioactivo 0 una combinacién de los mismos se une a albumina macroagregada. En este caso, la composicion permite
que un marcador se absorba de forma eficaz en una lesién cancerosa para marcar la posiciéon exacta de la lesién, y
permite que el pigmento se siga en tiempo real de modo que la amplitud de la lesién que se va a eliminar se puede
confirmar.

Mientras tanto, mientras el complejo en forma de una solucién acuosa divulgada en la Patente Registrada Coreana
No. 10-1552138 es favorable como un marcador para una operaciéon quirdrgica porque el complejo no difunde en
tejidos en una forma de pigmento Unico, en la aplicaciéon real, tiene una desventaja en que una cantidad
predeterminada del complejo no se puede inyectar porque precipita en la preparacién de inyeccion.

Asimismo, se puede inyectar demasiado o demasiado poco del complejo en forma de una solucién acuosa divulgada
en la Patente Registrada Coreana No. 10-1552138 debido a su baja viscosidad. Por tanto, cuando un médico tiene
poca experiencia con inyecciones 0 una situacién en una clinica hace dificil administrar inyecciones, no se puede
inyectar una cantidad predeterminada de la albimina macroagregada. Cuando el complejo en la preparacién de
inyeccién sedimenta en la jeringa, el complejo se inyecta en forma de un terrén, y a veces se observan irregularidades
en el area marcada. Asimismo, cuando el complejo se inyecta con una gran cantidad o cuando los tejidos en los que
se inyecta el complejo son duros de penetrar (tejido cicatricial o tejido muscular), la solucién inyectada tiende a
expandirse mucho a lo largo de tejidos sueltos de membranas solo entre diferentes tejidos o regiones de musculo.

Es decir, la solucién inyectada se puede expandir mucho en musculos a lo largo de la fascia muscular, y se puede
expandir en tejido cicatricial a lo largo de los granos de tejidos fibrosos en los tejidos cicatriciales. Para prevenir esto,
una pequefia cantidad de la solucién inyectada se debe inyectar usando una aguja relativamente gruesa, pero este
método tiene un problema en que es muy inconveniente en términos de practica.

Segln esto, hay una necesidad para una composicién de inyeccién capaz de resolver los problemas de obstruccién
de una aguja de inyeccién debido a un complejo aglomerado en una inyeccién, incapacidad de inyectar una cantidad
predeterminada del complejo, y rapida expansién del complejo en los tejidos circundantes.

[Divulgacion]
[Problema técnico]

Para resolver los problemas anteriores, es un objeto de la presente invencién proporcionar una composicién de
inyeccién para marcar una lesién, que sea capaz de resolver el problema de rapida sedimentaciéon del complejo por
adicién de una composicién que puede regular la viscosidad en la composicién de inyeccién.

En particular, es un objeto de la presente invencién proporcionar una composicion de inyeccién para marcar una lesion
que sea capaz de resolver el problema de rapida expansidn del complejo en tejidos circundantes, en que el problema
de la rapida sedimentacién del complejo también se resuelve y por tanto se puede inyectar una cantidad
predeterminada del complejo.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar un método para proporcionar informacién sobre una posiciéon de
una lesidén usando la composicién de inyeccién anteriormente mencionada para marcar una lesién.

[Solucién técnica]

La invencidn se define mediante las reivindicaciones. Cualquier objeto que esté fuera del &mbito de las reivindicaciones
se proporciona para fines de informacidén solo. Cualquier referencia en la descripcién a métodos de tratamiento,
diagndstico o cirugia se refieren a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente
invencién para uso en un método para el tratamiento, diagnéstico o cirugia del cuerpo humano o animal.

Para lograr los objetos de la presente invencién, segin un aspecto de la presente invencién, se proporciona una
composicién de inyeccidn para marcar una lesién, que incluye:

una primera composicidén que incluye un complejo que contiene un ingrediente activo y que tiene una densidad media
de 1,1 a 1,4 g/ml, el ingrediente activo es un colorante para tefir tejidos biolégicos, un isétopo radioactivo o una
combinacién de los mismos unido a albumina macroagregada (MAA); y una segunda composicién que es acido
hialurénico (HA), el HA tiene un peso molecular medio de 0,5 a 3,0 MDa, en donde el HA se incluye del 0,2 al 1% (p/v)
con respecto a la cantidad total de la composicién de inyeccion.

Seguln otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un método para proporcionar informacién sobre una
posicién de una lesién a la que se ha administrado la composicién de inyeccidn anterior, que incluye:

determinar la posicidén de la lesién mediante una sefial de un ingrediente activo generada en el sujeto.
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[Efectos ventajosos]

Una composicién de inyeccidén para marcar una lesién segun la presente invencién incluye una primera composicion
que incluye un complejo que contiene un ingrediente activo y una segunda composicién que incluye &cido hialurénico
(HA), que hace posible resolver el problema de la rapida sedimentacién del complejo.

En particular, la composicidén de inyeccién para marcar una lesién segun la presente invencion puede tener un efecto
de resolver el problema de la rapida sedimentacién del complejo durante la preparacidén de la inyecciéon de modo que
se puede inyectar una cantidad predeterminada del complejo, y un efecto de proporcionar un uso clinicamente
conveniente y estable del complejo resolviendo los problemas de inyeccién de una cantidad excesiva del complejo y
la rapida expansién del complejo a sus alrededores.

Asimismo, cuando una cantidad predeterminada de un material viscoso biocompatible tal como é&cido hialurdnico o
colageno se afiade a la composicién de inyeccion de la presente invencidn para inyectar una cantidad equivalente del
material viscoso en varios tejidos tal como tejido muscular, tejido mamario, tejido subcutaneo, tejido de piel, y similares,
la composicién de inyeccion de la presente invencién puede tener un efecto de permitir que una cantidad
predeterminada del complejo se inyecte de forma mucho més eficaz, comparado a cuando el material viscoso no esta
incluido y también puede tener un efecto de reducir mucho la expansién del complejo incluso cuando la composicidn
de inyeccién se inyecta rapidamente, comparado a cuando el material viscosos no se incluye.

[Descripcién de los dibujos]
La figura 1 es un grafico de una ecuacién de regresién lineal para estimar la densidad de ICG-MMA.

La figura 2 es un grafico que ilustra un cambio en la intensidad de la sefial de fluorescencia de infrarrojo cercano de
un complejo ICG-MAA segln los cambios en las concentraciones de ICG y MAA.

La figura 3 es una imagen que ilustra una comparacién entre dos tipos de MAA que tienen diferentes concentraciones
de HA ((A)HA al 0,1% y (B) HA al 0,5%).

La figura 4 muestra una imagen de campo claro de una solucién acuosa de MAA en presencia/ausencia de HA.
La figura 5 muestra las sefiales de fluorescencia medidas de ICG 5 uM a varias concentraciones de MAA.

La figura 6 muestra imagenes fluorescentes de infrarrojo cercano (NIRF) de pechugas y mollejas de pollo fotografiadas
antes y después de la incisién después de inyectar el complejo en las pechugas y mollejas de pollo.

La figura 7 muestra una imagen de campo claro y NIRF de una seccién de una pechuga de pollo cortada observada
después de inyectar el complejo junto con una ruta de la aguja de inyeccién.

La figura 8 muestra el ensayo de la aplicabilidad de una mezcla ICG-MAA-HA en cirugia de cancer géastrico usando
un catéter endoscépico.

La figura 9 es un diagrama que muestra los resultados de medir sefiales de fluorescencia basado en la
presencia/ausencia de 4cido hialurénico ((A) el 4cido hialurénico no se afiade, y (B) se afiade acido hialurénico al
0,1%).

[Mejor manera]

Se ilustran formas de realizacién especificas de la presente invencién en los dibujos y se describen en detalle en la
descripcidn detallada.

Se entenderd ademas que los términos “comprende”, “comprender”, “incluye”, “incluir’, “tiene” y/o “tener” cuando se
usan en el presente documento, especifican la presencia de caracteristicas, nimeros enteros, etapas, operaciones,
elementos, componentes y/o grupos de los mismos expresados, pero no excluyen la presencia o adicién de una o mas
de otras caracteristicas, nUmeros enteros, etapas, operaciones, elementos, componentes y/o grupos de los mismos.

La presente invencién se dirige a una composicién de inyeccién para marcar una lesién y, mas particularmente, a una
composicién de inyeccién para marcar una lesién, que es capaz de resolver el problema de la rapida sedimentacién
de un complejo por la adicién de una composicién capaz de regular la viscosidad de la composicién de inyeccién a la
composicién de inyeccién.

En particular, la composicién de inyeccién para marcar una lesién segun la presente invencién puede resolver el
problema de la rapida sedimentacién del complejo mediante la adicién de una composicién capaz de regular la
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viscosidad en la composicién de inyeccién, y por tanto puede tener un efecto de permitir que se inyecte una cantidad
predeterminada del complejo.

De aqui en adelante, la presente invencién se describira en detalle.

Segun una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, se proporciona una composicién de inyeccidn para
marcar una lesién, que incluye:

una primera composicidén que incluye un complejo que contiene un ingrediente activo y que tiene una densidad media
de 1,1 a 1,4 g/ml, el ingrediente activo es un colorante para tefir tejidos biolégicos, un isétopo radioactivo o una
combinacién de los mismos unido a albumina macroagregada (MAA); y una segunda composicién que es acido
hialurénico (HA), el HA tiene un peso molecular medio de 0,5 a 3,0 MDa, en donde el HA se incluye del 0,2 al 1% (p/v)
con respecto a la cantidad total de la composicién de inyeccion.

Més especificamente, puesto que un complejo en el que un ingrediente activo estd unido a albumina macroagregada
tiene una densidad relativamente alta, es decir, una densidad media de 1,1 a 1,4 g/ml, el complejo tiene una desventaja
en que el complejo sedimenta en una jeringa durante la preparacién de una inyeccién.

Por tanto, la presente invencién se disefia para resolver el problema de la rapida sedimentacion del complejo durante
la preparacion de la inyeccidn, y se caracteriza por la adiciéon de una segunda composicién que es acido hialurénico
(HA), el HA tiene un peso molecular medio de 0,5 a 3,0 MDa, a la primera composicién anteriormente mencionada
para regular la viscosidad de la composicién de inyeccion.

La primera composicién de la presente invencion se describird primero en detalle a continuacion.

Seguln una forma de realizacién ejemplar de la presente invencidn, la primera composicién incluye una composicién
en la que un ingrediente activo estéd unido a albumina macroagregada (MAA).

En la presente invencién, el término “albumina macroagregada (MAA)” se refiere a una particula proteindcea que tiene
un didmetro de 10 a 50 pm, que se prepara calentando seroalbimina humana de modo que la seroalbimina humana
coagula.

Mientras tanto, la estructura y propiedades fisicas de la MAA pueden ser diferentes de las de la seroalbimina humana,
que tiene un diametro de menos de 10 nm. Puesto que la MAA puede tener una caracteristica de permanecer en
capilares pulmonares que tienen un diametro de aproximadamente 8 pm cuando se inyecta por via intravenosa, lo que
produce una microembolia, MAA marcada con un isétopo radioactivo se ha usado para gammagramas pulmonares
(para diagnéstico de anomalias del flujo sanguineo pulmonar tal como embolias pulmonares, trombosis pulmonar,
sindrome de aortitis, neumonia, cancer de pulmoén, y similares, o diagnéstico de derivaciones derecha e izquierda o
hipertensiéon venosa pulmonar), escaner venoso (para diagnéstico de sangre venosa central en el sitio que se va a
escanear), escaner arterial (para diagnéstico de anomalias de flujo sanguineo arterial periférico tal como enfermedad
de Paget y similares), o similares utilizando la caracteristica anteriormente mencionada. La MAA de la presente
invencidén se puede usar como un mediador para la unién de material de marcaje con un tejido de lesién cancerosa
cuando la MAA se inyecta en el tejido de lesion cancerosa.

Ademas, la MAA de la presente invencién se puede sintetizar usando HSA recombinante y también HSA no autéloga.
Asimismo, se puede comprar y usar MAA que esta comercialmente disponible. La MAA de la presente invencién se
puede usar como un mediador para unir un material de marcaje con un tejido de lesién cancerosa cuando la MAA se
inyecta en el tejido de lesién cancerosa. En este caso, el mediador puede servir para adsorber un material de marcaje
y prevenir que el material de marcaje se expanda en el tejido de lesién cancerosa.

Ademas, segun una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, el término “ingrediente activo” se refiere
a un componente que sube la energia de moléculas, iones atdémicos, y similares mediante absorcién, descarga, y
bombardeo de haces de particulas de energia radiante de modo que es responsable de producir una reaccién quimica.
En este caso, el ingrediente activo es un colorante para tefiir tejidos bioldgicos, un isétopo radioactivo, o una
combinacion de los mismos.

Segun una forma de realizacidén ejemplar de la presente invencién, el colorante para tefiir tejidos biolégicos puede ser
un colorante visualmente detectable o un colorante fluorescente.

El colorante visualmente detectable se puede seleccionar del grupo que consiste en rojo neutro, azul Nilo, marrén
Bismarck, carmin de litio, azul de tripan, verde Janus, violeta de metilo, O-lamina, verde malaquita, safranina, eosina,
rojo Congo, eritrosina, nigrosina, azul alcidan hematoxilina, azul de anilina, verde claro, y una combinacién de los
mismos.
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Seguln una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, el colorante fluorescente puede ser un colorante
fluorescente de infrarrojo cercano, y el colorante fluorescente de infrarrojo cercano puede ser verde de indocianina
(ICG), pero la presente invencidn no esta limitada al mismo.

En la presente invencién, el término “colorante para tefiir tejidos biolégicos” se refiere a una sustancia que se une a
un tejido biolégico para marcar una posicién del tejido unido de modo que una posicién del tejido marcado se puede
determinar a simple vista o con una herramienta de deteccidén. Para los fines de la presente invencidn, el colorante
para tefiir tejidos biolégicos puede ser un material de marcaje que se puede unir a un tejido canceroso de modo que
el material de marcaje se pueda usar para el fin de marcar un sitio en que se ha desarrollado cancer. Preferiblemente,
un colorante visualmente detectable, un colorante fluorescente capaz de emitir fluorescencia en un sitio de unién de
modo que el colorante se pueda detectar usando un aparato tal como una cdmara de fluorescencia, y similares, se
pueden usar solos 0 en combinacién entre si, pero la presente invencién no esta particularmente limitada a lo mismo.

En la presente invencién, el término “colorante visualmente detectable” se refiere a un tipo de pigmento que permite
que un material de marcaje unido a un tejido biolégico emita un color en un espectro de color visible de modo que una
posicién del tejido marcado se pueda determinar a simple vista. Para los fines de la presente invencién, cuando el
colorante visualmente detectable se inyecta en un sitio en el que se ha desarrollado cancer para el fin de eliminar el
cancer usando un método quirurgico, el colorante visualmente detectable puede servir para mejorar una tasa de éxito
de cirugia contra el cancer porque permite la identificacién clara de una lesién cancerosa que se va a extirpar. El
material de marcaje visualmente detectable preferiblemente incluye rojo neutro, azul Nilo, marrdén Bismarck, carmin
de litio, azul de tripan, verde Janus, violeta de metilo, O-lamina, verde malaquita, safranina, eosina, rojo Congo,
eritrosina, nigrosina, azul alcian hematoxilina, azul de anilina, verde claro, o similares, que se pueden usar solos 0 en
combinacién. Sin embargo, el material de marcaje visualmente detectable no esté particularmente limitado siempre
que puede lograr el objetivo de identificar tejido de lesién cancerosa.

En la presente invencién, el término “colorante fluorescente” se refiere a un compuesto organico que emite
fluorescencia. En este caso, el colorante fluorescente puede absorber luz con ciertas longitudes de onda para formar
un estado excitado y maximizar la distancia de penetracién de la luz y puede minimizar sefiales de error producidas
por humedad. Preferiblemente, el compuesto organico puede ser un colorante fluorescente de infrarrojo cercano que
es un compuesto organico que emite fluorescencia con una longitud de onda de infrarrojo cercano de 700 nm a 3.000
nm, preferiblemente de 750 nm a 900 nm. La fluorescencia de longitudes de onda del infrarrojo cercano emitida desde
el colorante fluorescente de infrarrojo cercano se puede fotografiar en forma de imagenes o seguir en tiempo real
usando un aparato tal como una camara de fluorescencia, una sonda de deteccién de fluorescencia (documento
PCT/KR2011/009271), o similares. En la presente invencién, puesto que la fluorescencia de las longitudes de onda de
infrarrojo cercano se absorbe in vivo a una dosis relativamente pequefia, al contrario que otros intervalos de longitud
de onda, la luz de infrarrojo cercano emitida desde un sitio localizado relativamente profundo en un tejido biol6gico
también se puede detectar desde fuera del tejido biolégico. Para los fines de la presente invencién, cuando el colorante
fluorescente de infrarrojo cercano se inyecta en un sitio en el que se ha desarrollado cancer para eliminar el cancer
usando un método quirdrgico, el colorante fluorescente de infrarrojo cercano puede servir para mejorar una tasa de
éxito de cirugia contra el cancer porque permite la identificacién clara de un sitio de lesién de cancer antes de la
extirpaciéon. En particular, a diferencia del colorante visualmente detectable, el colorante fluorescente de infrarrojo
cercano puede fomentar la cirugia del cancer rapida y precisa porque el colorante fluorescente de infrarrojo cercano
se puede usar para detectar externamente una posiciéon de una lesién antes de hacer una incisién en el tejido para
identificar directamente la lesién. Se puede usar preferiblemente verde de indocianina y similares como el colorante
fluorescente de infrarrojo cercano. En este momento, cualquier colorante fluorescente de infrarrojo cercano que se
puede usar en el cuerpo humano se puede incluir en el &mbito de la presente invencion.

El complejo en el que el colorante fluorescente de infrarrojo cercano se une a MAA puede tener una alta probabilidad
respecto a encontrar una lesién diminuta y mejorar un grado de precisién en la extirpacién de la lesiéon porque el
complejo tiene una ventaja en que el complejo tiene una excelente estabilidad y precisién relacionado con sefiales de
fluorescencia que se van a detectar, comparado con los complejos en los que el colorante fluorescente de infrarrojo
cercano se une a otros materiales que se sabe se acumulan en tumores.

En la presente invencién, el término “verde de indocianina (ICG)” se refiere a un colorante de imagenologia
fluorescente que emite fluorescencia en una regién de infrarrojo cercano, que se usa mucho en el campo de biologia
o medicina. En este caso, es deseable que el ICG se aplique clinicamente como un colorante fluorescente que se
puede usar para el cuerpo humano porque el ICG se descompone y desaparece o se excreta en la orina o heces en
una hora después de que el ICG se inyecte al cuerpo humano. De hecho, varias tesis han descrito casos en los que
se usé verde de indocianina para aplicacién en el cuerpo humano. Un ejemplo describi6 el uso clinico seguro de verde
de indocianina en 18 pacientes de cancer de mama (T. Kitai, et al., Breast Cancer, 12:211-215, 2005). Ademas, la
unién adsorbente del colorante fluorescente de infrarrojo cercano se puede lograr mezclando el colorante fluorescente
de infrarrojo cercano con la MAA de la presente invencién.

Segln una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, se confirmé que una proporcién de mezcla

adecuada para preparar un complejo que muestra un alto nivel de sefiales de fluorescencia de infrarrojo cercano tras
la preparacién de un complejo en el que IGC se une a MAA (ICG-MAA) es ICG 3,9 uM con respecto a MAA 0,23 mg/ml,
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ICG 6,5 UM con respecto a MAA 2,3 mg/ml, e ICG 6,5 uyM con respecto a MAA 11,5 mg/ml. Puesto que las
concentraciones de MAA e ICG varian debido a la difusion in vivo cuando MAA e ICG se inyectan in vivo, es imposible
determinar las concentraciones exactas de MAA e ICG en el momento de la inyeccidén. Sin embargo, se confirmd que
el complejo tiene el mayor valor de fluorescencia cuando se inyecta a ICG 6,5 uM con respecto a MAA de 2 a 4 mg/ml,
que se inyecta facilmente en un aspecto experimental. Por tanto, se puede usar preferiblemente ICG 6,5 pM con
respecto a MAA 2 mg/ml.

En la presente invencién, el término “is6topo radioactivo” se refiere a un elemento que tiene el mismo nimero atémico,
pero un peso atémico diferente y puede emitir radiaciéon. En este caso, el isétopo radioactivo con frecuencia se usa
como un marcador importante para diagnosticar convenientemente enfermedades como resultado de emitir rayos
gamma u otras particulas subatémicas para hacer uso de las caracteristicas de la desintegracién radioactiva del
isétopo radioactivo. Para los fines de la presente invencion, cuando el isétopo radioactivo se inyecta en un sitio en el
que se ha desarrollado céncer en un tejido a una profundidad a la que la fluorescencia emitida del colorante
fluorescente de infrarrojo cercano no se puede detectar, para eliminar el cancer usando un método quirtrgico, el
isétopo radioactivo puede servir para mejorar una tasa de éxito de cirugia de cancer porque permite la identificacion
clara de un sitio de lesion de cancer antes de la extirpacidn. El isétopo radioactivo no estd particularmente limitado
siempre que tenga una propiedad de ser capaz de marcarse con MAA capaz de unirse a una lesiéon de cancer. Sin
embargo, el is6étopo radioactivo puede ser preferiblemente H-3, C-14, P-32, S-35, CI-36, Cr-51, Co-57, Co-58, Cu-64,
Fe-59, Y-90, I-124, [-125, Re-186, [-131, Tc-99m, Mo-99, P-32, CR-51, Ca-45, Ca-68, o similares, y mas
preferiblemente 1-124, [-125, 1-131, Cu-64, Tc-99m, Mo-99, CR-51, Ca-45, Ca-68, o similares, todos los cuales se usan
para fines médicos. Lo mas preferiblemente, se puede usar Tc-99m como el isétopo radioactivo.

En la presente invencién, el término “Tc-99m” se refiere a un is6topo radioactivo de tecnecio (Tc) que se ha usado
mucho para estudios médicos porque tiene un periodo de semidesintegracién corto de 6 horas, produce rayos gamma
que se pueden para imagenologia, requiere una dosis de radiacion muy baja, muestra excelente permeabilidad tisular,
y ho produce una reaccién alérgica como producen algunos pigmentos.

En la presente invencion, el término “sujeto” se refiere a un organismo vivo que puede tener una lesidén debido al inicio
de cancer y al que se puede administrar un complejo o composicién para marcar una lesién cancerosa segun la
presente invencion.

Cuando la composicién de inyeccidén para marcar una lesion proporcionada en la presente invencidén se administra in
vivo a tejido de lesion cancerosa, la composicidn de inyeccion administrada se une a la lesién cancerosa para marcar
una posicién de la lesién por medio de color, fluorescencia de infrarrojo cercano, radioactividad, o una combinacién de
los mismos. Asimismo, porque la posicién, tamafio y similares de la lesién cancerosa se puede detectar en tiempo real
durante la cirugia detectando el marcador, se puede mejorar la precision y se puede prevenir la pérdida excesiva de
tejido cuando la lesién cancerosa se elimina mediante una operacién quirlrgica.

Ademas, puesto que el complejo incluido en la composicién de inyeccién de la presente invencion puede permanecer
en la lesidn cancerosa in vivo durante un largo tiempo, al contrario que los complejos en los que el colorante para tefir
tejidos biolégicos se une a otro material, un grado de precisién respecto a la extirpacién de la lesién cancerosa por
operacién quirtrgica, asi como una extirpacién quirirgica de la lesién cancerosa se puede determinar facilmente. Por
ejemplo, después de determinar la posicién de una lesién diminuta antes de la cirugia usando ondas ultrasénicas, y
similares, el complejo de la presente invencién se puede inyectar a un sitio de lesién, y el sitio de lesién se puede
determinar de forma estable y precisa durante la cirugia en horas.

Segun una forma de realizacion ejemplar de la presente invencion, la MAA preferiblemente se usa a una concentracién
de 1 a 8 mg/ml con respecto a un tampdn, pero la presente invencién no esta limitada a lo mismo.

Segun una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, el ICG se usa preferiblemente a de 4 a 250 pM con
respecto a MAA de 1 a 8 mg/ml. En consideracién a la solubilidad de MAA, se puede usar més preferiblemente ICG
6,5 UM con respecto a MAA de 2 a 4 mg/ml. Sin embargo, es posible ajustar apropiadamente las concentraciones de
MAA e ICG tras la inyeccién in vivo en los intervalos descritos en los ejemplos para mostrar la maxima intensidad de
fluorescencia segun las condiciones.

Seguln una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, el isétopo radioactivo se puede seleccionar 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, 1-125, Re-1886, I-
131, Te-99m, Mo-99, P-32, CR-51, Ca-45, Ca-68, y una combinacidén de los mismos.

A continuacién, la segunda composicién segun una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién se
describirg en detalle.

La segunda composicidén se caracteriza por tener un alto peso molecular de 0,5 a 3,0 MDa e incluir 4cido hialurénico
(HA).
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En particular, puesto que la segunda composicién tiene una viscosidad predeterminada, la composicién se puede
afiadir a la composicidén de inyeccién para marcar una lesién para resolver el problema de la rapida sedimentacién del
complejo incluido en la primera composicién y de esta manera tiene un efecto de permitir que se inyecte una cantidad
predeterminada del complejo.

El peso molecular de la segunda composicién esta en un intervalo de 0,5 a 3,0 MDa, o en un intervalo de 1,0 a 2,0
MDa. Puesto que la segunda composicién tiene un peso molecular relativamente bajo y una viscosidad
predeterminada, la segunda composiciéon puede resolver el problema de la rapida sedimentacién del complejo incluido
en la primera composicién.

Aqui, la unidad de peso molecular “Da” es una unidad que representa masa. En este caso, 1/16 de la masa de un
atomo de oxigeno se puede denominar como un dalton.

Ademas, la segunda composicidén puede tener una viscosidad de 5 a 1.500 cps a temperatura ambiente, y puede tener
una viscosidad de 100 a 900 cps, preferiblemente una viscosidad de 100 a 350 cps, a temperatura ambiente.

Mas especificamente, cuando la viscosidad de la segunda composicién es menor de 5 cps a temperatura ambiente,
es imposible resolver el problema de la rapida sedimentacién del complejo incluido en la primera composicién debido
a la baja viscosidad. Por otra parte, cuando la viscosidad de la segunda composiciéon es mayor de 1.500 cps, puede
ser dificil inyectar la composicién de inyeccién debido a la viscosidad muy alta, y por tanto se necesita aplicar una alta
cantidad de presién cuando la composicién de inyeccién se inyecta en el tejido.

Segun la presente invencion, la segunda composicidn incluye un material viscoso biocompatible, y el material viscoso
biocompatible es acido hialurénico (HA).

Segun la presente invencién, la segunda composicién se afiade en una cantidad del 0,2% (p/v) al 1% (p/v), basado en
el peso total de la composicién de inyeccién.

Més especificamente, cuando la segunda composicién se incluye en una cantidad de menos del 0,2% (p/v) basado
en el peso total de la composicién de inyeccién, puede ser dificil inyectar una cantidad predeterminada del complejo
en el tejido porque el complejo sedimenta rapidamente debido a un corto tiempo de mantenimiento de la
suspensibilidad de la composicién de inyeccién. En particular, surge el problema de inyectar una cantidad excesiva
del complejo o de expansidn del complejo en el tejido circundante demasiado deprisa cuando se inyecta en los tejidos.

Asimismo, cuando el contenido de la segunda composicién es mayor del 1% (p/v) basado en el peso total de la
composicién de inyeccidn, se puede producir un aumento en la viscosidad debido al grado de concentracién de la
segunda composicién, y por tanto puede ser necesario aplicar una alta cantidad de presién durante la inyeccién, lo
que hace dificil inyectar la composicién de inyeccién a mano.

En un aspecto, la composicién de inyeccién se puede afiadir del 0,2% (p/v) al 1% (p/v) en un estado en que la
composicién de inyeccién se carga en una jeringa que incluye una guja de 18 a 26G. En otro aspecto, la composicién
de inyeccién se puede incluir del 0,2 al 0,5% (p/v) cuando se usa un catéter endoscépico.

Mientras tanto, una forma de realizacién ejemplar de la presente invencidn se caracteriza en que se proporciona una
composicion de inyeccidén para marcar una lesién que satisface la siguiente expresion matemética 1 cuando se mide
a temperatura ambiente.

[Expresién matemética 1]
[T2—T1] < 15%

en donde T4 representa la transmitancia (%) a 550 nm cuando se mide a un cuarto de punto de la altura de un recipiente
transparente que tiene un tamafio de 1 x 1 x 3 cm® en un estado en que la composicién de inyeccion preparada se
carga en el recipiente transparente, y

T» representa la transmitancia (%) a 550 nm cuando se mide a un cuarto de punto de la altura de un recipiente
transparente que tiene un tamafio de 1 x 1 x 3 cm® después de haberse dejado reposar durante 120 minutos en un
estado en que la composicién de inyeccién preparada se carga en el recipiente transparente.

En este momento, la transmitancia se puede referir a un grado de paso de la luz a través de una capa de material. En
este momento, cuando la intensidad de la luz incidente en |la capa de material es |1 y la intensidad de la luz emitida a
través de la capa de material es |5, se puede considerar que la transmitancia es T = Iol4.

Ademas, el recipiente transparente puede tener un tamafio de 1 x 1 x 3 cm?® (anchura x longitud x altura), pero la
presente invencién no esta limitada a lo mismo.
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Asimismo, el término “un cuarto de punto de la altura del recipiente transparente” se puede referir a un punto
correspondiente a un cuarto del recipiente medido desde el fondo del mismo.

Amodo de un ejemplo, la transmitancia (T+) a 550 nm cuando se mide a un cuarto de punto del recipiente en un estado
en que se afiade acido hialurénico al 0,4% (p/v) y la composicién de inyeccién preparada se carga en el recipiente
transparente que tiene un tamafio de 1 x 1 x 3 cm® puede ser el 0,4%. La transmitancia (T2) a 550 nm cuando se mide
a un cuarto de punto del recipiente después de haberse dejado reposar durante 120 minutos en un estado en que la
composicién de inyeccion preparada se carga en el recipiente transparente que tiene un tamafio de 1 x 1 x 3 cm®
puede ser el 78,71%.

Es decir, el tiempo de mantenimiento de suspensibilidad satisface |T> — T4| < 15% porque el tiempo de mantenimiento
de la suspensibilidad se extiende afiadiendo un segundo componente capaz de regular la viscosidad en la composicién
de inyeccién.

Ademas, en una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, se puede proporcionar una composicién de
inyeccién para marcar una lesién que satisface la siguiente expresion matematica 2 cuando se mide a temperatura
ambiente.

[Expresién matemética 2]
|[F2 — F1] <20 gf

en donde Fq representa una fuerza de deslizamiento medida al inicio de la inyeccién en un estado en que la
composicidén de inyeccién preparada se carga en una jeringa con una aguja de 26G, y

Fo representa una fuerza de deslizamiento medida al inicio de la inyeccién cuando se inyecta después de ser
mantenida durante 120 minutos en un estado en que la composicién de inyeccién preparada se carga en una jeringa
con una aguja de 26G.

Aqui, la unidad “gf’ de la fuerza de deslizamiento se refiere a la magnitud de la fuerza que se puede denominar fuerza
gravitacional. Aqui, una fuerza gravitacional (g) representa 0,0098 N.

Ademas, la “fuerza de deslizamiento” se refiere a una fuerza de deslizamiento que se ejerce sobre un dedo cuando la
composicién se inyecta mediante una jeringa en un estado en que la composicién se carga en una jeringa.

Mientras tanto, la aguja de calibre (G) 26 se puede referir a una jeringa con una aguja que tiene un diametro interno
de 0,241 mm.

Como un aspecto especifico, la fuerza de deslizamiento medida segln la expresién matematica 2 puede ser menor
que o igual a 5 gf. Es decir, |F2 — F4| puede ser menor que o igual a 5 gf.

En particular, un valor numérico pequefio para |F2 — F4| indica una pequefia diferencia en la presién entre un punto
inicial de inyeccién después de dejar reposar la composicién de inyeccién durante un tiempo predeterminado y un
punto intermedio de inyeccidn, que indica que la suspensibilidad de la composicién de inyeccién se mantiene incluso
cuando la composicién de inyeccidn se deja reposar durante 120 minutos, en particular que la velocidad de
sedimentacién del complejo en la composicién se ha ralentizado.

Ademas, F, se caracteriza por tener una fuerza de deslizamiento de 120 a 165 gf. Mas especificamente, F, puede
estar en un intervalo de 120 a 165 gf cuando la segunda composicién se incluye del 0,2% (p/v) al 1% (p/v), basado en
el peso total de la composicién de inyeccién.

Es decir, la composicién de inyeccién de la presente invencién puede tener un efecto de dejar que se inyecte una
cantidad predeterminada de un complejo porque el problema de la rapida sedimentacién del complejo durante la
preparacién de la inyeccion se resuelve afiadiendo una cantidad predeterminada del material viscoso biocompatible
tal como acido hialurdnico o colageno a la composiciéon de inyeccidn, y también se puede resolver el problema de
inyectar una cantidad excesiva del complejo y el problema del complejo expandiéndose en los tejidos circundantes.
Asimismo, la composicién de inyeccién de la presente invencidén puede tener un efecto de reducir mucho la expansién
del complejo mediante la adicién de una cantidad predeterminada del material viscoso biocompatible tal como &cido
hialurénico o coldgeno a la composiciéon de inyeccién cuando la misma cantidad de la composicién de inyeccién se
inyecta en varios tejidos tal como tejido muscular, tejido mamario, tejido subcutaneo, tejido de piel, y similares,
comparado a cuando el material viscoso no se incluye. Incluso cuando la composicién de inyecciéon se inyecta
rapidamente, la composicién de inyeccién de la presente invencién puede tener un efecto de reducir mucho la
expansion del complejo, comparado a cuando el material viscoso no se incluye.

Segun una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, la lesién puede ser una lesién cancerosa, pero la
presente invencién no esta limitada a la misma.
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Segun una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, el cdncer puede ser un cancer sélido seleccionado
del grupo que consiste en cancer de préstata, cancer de mama, cancer uterino, cancer de piel, cancer cervical, cancer
de pulmén, tumores cerebrales, tumores gastrointestinales, cancer de higado, sarcoma de tejidos blandos, linfoma, y
una combinacidn de los mismos.

Seguln una forma de realizacién ejemplar de la presente invencién, la composicién de inyeccién segln la presente
invencién se puede usar para determinar un tamafio y posicién del tejido de lesiéon cancerosa durante la cirugia para
eliminacién del céncer.

Asimismo, la presente invencion se dirige a un método para proporcionar informacién sobre una posicién de una lesién
a la que se ha administrado la composicién de inyeccion segln la presente invencién, que incluye:

determinar una posicién de la lesién usando una sefial de un ingrediente activo generada en el sujeto.
[Modo para la invencién]

De aqui en adelante, la presente invencién se describira en méas detalle con referencia a ejemplos y ejemplos
experimentales de los mismos. Sin embargo, sera aparente para los expertos en la materia que los siguientes ejemplos
se dan solamente para describir la presente invencién mas completamente, y no se pretende que limiten el &mbito de
la presente invencién

<Ejemplo de preparacién>
Ejemplo de preparacion 1: Preparacidén de albamina macroagregada (MAA)

Para preparar albimina macroagregada (MAA), se mezclaron 10 ml de seroalbimina humana (SK Plasma) al 2%
diluida con un tampén acetato 0,1 M (pH 5,4, Sigma-Aldrich, Corea) con 50 mg de cloruro de estafio (Sigma-Aldrich,
Corea), y la mezcla resultante se agit6é fuertemente a temperatura ambiente durante 10 minutos, y después se hizo
reaccionar mientras se agitaba a 70°C durante otros 20 minutos.

A continuaciédn, para prevenir la coagulacién adicional después de completar la reaccion, un producto de reaccién se
puso en hielo para enfriar rapidamente.

Después, se afiadieron 0,35 ml de seroalbimina humana al 20% (70 mg en el caso de suero humano) al producto de
reaccién enfriado, y después se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de ello, un producto de
reaccién se dividié en viales de vidrio a contenidos de 1, 2, 4, y 8 mg con respecto a la MAA, y después se liofilizd
para preparar kits de MAA liofilizada.

Los kits de MAA finalmente incluian la MAA liofilizada a contenidos de 1, 2, 4,y 8 mg.

Como se ha descrito anteriormente, se usé el tampén acetato durante un proceso de preparacién cuando se preparé
la MAA, y los kits de MAA liofilizada se usaron después de que los kits de MAA se disolvieran en agua para inyeccion
0 agua para inyeccion que incluia HA.

Ejemplo de preparacién 2: Preparaciéon de un marcador basado en MAA al que esté unido verde de indocianina (ICG)
Ejemplo de preparacion 2-1: Determinacién de la proporcion de mezcla de ICG y MAA

Para preparar un marcador basado en MAA que emite fluorescencia de infrarrojo cercano, verde de indocianina (ICG,
Jeil Pharmaceutical Co., Ltd., Diagnogreen Injection) que emite fluorescencia de infrarrojo cercano se unié a la MAA
preparada en el ejemplo 1 para preparar un complejo (ICG-MAA).

En este caso, para determinar la proporcién de mezcla de ICG y MAA capaz de emitir la fluorescencia de infrarrojo
cercano mas fuerte, se hicieron reaccionar de 1,3 a 1,032 pM de ICG y de 0 a 11,5 mg/ml de MAA en varias

proporciones para preparar los correspondientes complejos ICG-MAA.

Después, las intensidades de sefial de fluorescencia de infrarrojo cercano emitidas de los complejos ICG-MAA
preparados se midieron (tabla 1 y Fig. 2).

La figura 2 es un gréafico que ilustra un cambio en la intensidad de la sefial de fluorescencia de infrarrojo cercano del
complejo ICG-MAA segln los cambios en las concentraciones de ICG y MAA.
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Tabla 1]
ICG (M) MAA (mg/ml)
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

Con respecto a la tabla 1 y la figura 2, se confirmé que ICG 25,8 uM tenia el mayor valor de intensidad de sefial de
fluorescencia de infrarrojo cercano cuando MAA no se tratd, y que ICG 3,9 uM tenia el mayor valor de intensidad de
sefial de fluorescencia de infrarrojo cercano cuando se trataron 0,23 mg/ml de MAA.

Ademas, se puede ver que ICG 6,5 uM tenia el mayor valor de intensidad de sefial de fluorescencia de infrarrojo
cercano cuando se trataron 2,3 mg/ml de MAA, y que ICG 7,5 pM tenia el mayor valor de intensidad de sefial de
fluorescencia de infrarrojo cercano cuando se trataron 11,5 mg/ml de MAA.

Mientras tanto, puesto que las concentraciones de MAA e ICG variaban debido a la difusién in vivo cuando MAA e ICG
se inyectaban in vivo, era imposible determinar las concentraciones exactas de MAA e ICG en el momento de
inyeccién. Sin embargo, se confirmé mediante experimentos que los complejos tenian el mayor valor de fluorescencia
cuando se inyectd ICG 6,5 uM con respecto a MAA 2 mg/ml.

Ejemplo de preparacion 2-2: Preparacién de un complejo ICG-MAA en el que ICG esta unido

Se prepararon complejos ICG-MAA en los que las concentraciones de MAA eran 1, 2, 4, y 8 mg/ml. Las reacciones
para preparar los complejos ICG-MAA se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

Més especificamente, se afiadieron 0,5 ml de ICG 13 pM a cada uno de los kits liofilizados de MAAde 1, 2, 4,y 8 mg,
y se hicieron reaccionar mientras se agitaba suavemente durante aproximadamente un minuto. Después de ello, se
afladieron 0,5 ml de agua destilada a cada uno de los kits liofilizados de MAA, y se agité6 suavemente durante
aproximadamente cinco minutos para preparar complejos ICG-MAAB6,5 uM que tenian diferentes concentraciones de
MAA.

<Ejemplos>
Ejemplo 1: Preparacién de ICG-MAA-HA

Se prepararon composiciones de inyecciéon ICG-MAA-HA que incluian MAA a concentraciones 1, 2, 4, y 8 mg/ml, ICG
6,5 UM y acido hialurénico (HA; Shandong Focuschem Biotech Co.) a una concentracién del 0,5%.

Més especificamente, se afiadieron 0,5 ml de ICG 13 pM respectivamente a los kits liofilizados de MAAde 1,2, 4,y 8
mg, Y se hicieron reaccionar mientras se agitaba suavemente durante aproximadamente un minuto. Después de ello,
se afladieron al mismo 0,5 ml de cada uno de HA (1.448 kDa) al 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 2, 4, y 8% (p/v) disuelto de
antemano, y después se mezcl6 homogéneamente mientras se agitaba fuertemente durante aproximadamente 5
minutos.

Como resultado, se prepararon un total de 32 composiciones de inyeccién ICG-MAA-HA que incluian HA a
concentraciones del 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 1, 2, y 4% (p/v), ICG a una concentracién de 6,5 uhM y MAA a
concentraciones de 1, 2, 4, y 8 mg/ml.

Como referencia, se llevd a cabo un proceso de preparar ICG-MAA-HA a temperatura ambiente.

<Ejemplos experimentales>

Ejemplo experimental 1: Medida de las densidades de los complejos ICG-MAA
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Las densidades de los complejos ICG-MAA se midieron.

Puesto que los complejos ICG-MAA estaban presentes en la forma realmente usada en una fase en solucidén acuosa,
era dificil medir directamente las densidades de los complejos sin producir dafio a las formas de los materiales
biolégicos, y similares. Portanto, las densidades de los complejos ICG-MAA se midieron indirectamente con referencia
a un cambio en la densidad seguln la concentracion.

La densidad se midi6 usando el complejo ICG-MAA preparado que incluye MAA a una concentracién de 2 mg/ml e
ICG 6,5 M, y las densidades de ICG-MAA se midieron usando los complejos ICG-MAA a concentraciones de 20
mg/ml a 200 mg/ml (del 2 al 20% (p/v), como sigue.

Més especificamente, se echaron 20 ml de agua destilada en un recipiente transparente a temperatura ambiente, y el
complejo ICG-MAA anteriormente mencionado se afiadié al mismo para medir una densidad variable del agua
destilada que incluia el complejo ICG-MAA. En particular, se midi6 la densidad variable segun la concentracién del
complejo ICG-MAA.

Como referencia, se puede ver que, cuando el complejo ICG-MAA se afiadi6 y disolvié en agua destilada, el agua
destilada mostré suspensibilidad blanca.

Latabla 2 enumera las densidades con respecto a agua destilada que incluye los complejos ICG-MAA, que se resumen
segln la concentracion de agua destilada que incluye los complejos ICG-MAA.

Tabla 2]
Complejo ICG-MAA (% (p/v)) Densidad (g/ml)
20 1,0616
12 1,0395
10 1,0338
8 1,0283
6 1,0228
4 1,0177
2 1,0118

Con respecto a la tabla 2, se obtuvo una ecuacidén de regresién lineal mediante analisis de regresién lineal, y la
densidad cuando alcanzé el 100% se midié por extrapolacién (0,2757*100+1,0064 = 1,2821).

Como resultado, se estimé que la densidad del complejo ICG-MAA era 1,2821 g/ml segun la ecuacién de regresion
(Fig. 1).

Ademas, se puede ver que, cuando el agua destilada en la se disolvié el complejo ICG-MAA se comprobé después de
20 minutos, una suspension blanca habia sedimentado en el fondo del recipiente.

Como resultado, se juzgé que la densidad del complejo ICG-MAA era 1,2821 g/ml, que era mayor que la densidad
(0,99821 g/ml) del agua destilada a temperatura ambiente.

Ejemplo experimental 2: Evaluacién de la utilidad de la composicién de invencidn

Ejemplo experimental 2-1: Utilidad de ICG-MAA-HA como composicién de inyeccién 1

Para evaluar la utilidad de ICG-MAA-HA como una composicién de inyeccién, se midié un tiempo de mantenimiento
de la suspensibilidad de ICG-MAA-HA segun la concentracién de HA. Como referencia, se usé MAA a una

concentracion de 2 mg/ml, y la solucién de inyeccién de ICG-MAA-HA final tenia una caracteristica de una suspensién
de verde claro cuando MAA e ICG se disolvieron por completo.

Més especificamente, se midié el tiempo de mantenimiento de la suspensibilidad después de la preparacion de la
solucién de inyeccién de ICG-MAA-HA, y el tiempo de mantenimiento de la suspensibilidad se midié6 segin una
concentracién creciente de HA. Aqui, la suspensibilidad define un tiempo de mantenimiento de suspensibilidad como
un punto de referencia de tiempo cuando una regién de sedimentacién y una regidn flotante se separan basado en
transmitancia de luz del 20% con 500 nm.
Los resultados se enumeran en la tabla 2.

La tabla 2 enumera los tiempos de mantenimiento de suspensibilidad después de la preparaciéon de la solucién de
inyeccion de ICG-MAA-HA segln la concentracidon del solvente HA.

[Tabla 3]
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Concentracién (% (p/v)) del solvente HA Tiempo de mantenimiento de suspensibilidad
0% (simple agua para inyeccion) Alos 10 minutos

0,1% Alos 30 minutos
0,2% Alas 2 horas
0,3% Alas 8 horas
0,4% Alas 14 horas
0,5% Alas 24 horas

* Un tiempo de disolucién se acorta cuando la inyeccidon se agita fuertemente usando un agitador mecanico, pero

el tiempo de disolucién no es constante segln la potencia de agitacién cuando la inyeccién se agita suavemente.

Con respecto a la tabla 3, se puede ver que la composicién de inyeccidn a la que no se afiadié HA tenia un tiempo de
mantenimiento de la suspensibilidad mas corto que la composicién a la que se afiadié HA, y el tiempo de
mantenimiento de la suspensibilidad se alargé con una proporcién creciente de HA afiadido.

Mientras tanto, se confirmé que el tiempo de mantenimiento de la suspensibilidad era menor de 30 minutos cuando se
afiadio HA al 0,1% a la composicidén de inyeccién, y que el tiempo de mantenimiento de la suspensibilidad era mayor
de 2 horas cuando la concentracién de HA era mayor del 0,2% (p/v), y el tiempo de mantenimiento de la suspensibilidad
era mayor de 8 horas cuando la concentracién de HA era mayor del 0,3% (p/v).

Es decir, se juzgd que el complejo era realmente eficaz como una preparacién inyectable cuando la concentracién de
HA era mayor del 0,2% (p/v).

La figura 3 muestra una imagen que ilustra una comparacién entre dos tipos de MAA que tienen diferentes
concentraciones de HA.

Més especificamente, como las iméagenes de la inyecciéon de ICG-MAA-HA asi preparada fotografiada después de 30
minutos, la figura 3(A) es una imagen de MAA a la que se afiade HA al 0,1%, y la figura 3(B) es una imagen de MAA
a la que se aflade HA al 0,5%.

Con respecto a la figura 3, se puede ver que la composicién de inyeccién a la que se afiadié HA al 0,1% sedimenté
rapidamente, pero la composicién de inyeccién a la que se afiadié HA al 0,5% no sedimenté durante un tiempo largo.
Es decir, se puede ver que puesto que ICG-MAA-HA en el que se afiadié HA al 0,5% a ICG-MAA no sedimentd
rapidamente durante la preparacién de la inyeccién, puede ser muy Util como una composicién de inyeccidén, como se
muestra en la figura 3.

Ejemplo experimental 2-2: Utilidad de ICG-MAA-Ha como composicién de inyeccién 2
En el ejemplo experimental 2-2, las fuerzas de deslizamiento ejercidas en un dedo tras la inyeccién segun la
concentracién de acido hialurénico (HA) se midieron en varias condiciones, y se juzgé la utilidad de ICG-MAA-HA

como una composicién de inyeccién.

Més especificamente, cuando la solucién de inyeccién finalmente preparada se usé como una inyeccién, se evalué la
facilidad de inyeccién usando jeringas desechables de 1 cc equipadas con agujas de 18G, 21G, 22G, 23G, y 26G.

Mientras tanto, para las caracteristicas de la composicién, las cargas aplicadas tras la inyeccién se examinaron usando
una aguja de calibre 18 (diametro interno de aguja: 0,838 mm), una aguja de 21G (diametro interno de aguja: 0,495
mm), una aguja de 22G (didmetro interno de aguja: 0,394 mm), una aguja de 23G (diametro interno de aguja: 0,318
mm), y una aguja de 26G (diametro interno de aguja: 0,241 mm).

Ademas, se midid la resistencia (una fuerza ejercida en un dedo tras la inyeccidén) usando un catéter endoscépico (7
Fr, longitud; 180 cm, MTW, Alemania) equipado con un tubo de conexién de 1,8 m de longitud.

Los resultados se enumeran en la siguiente tabla 4.
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En general, cuando se usé una aguja de inyeccidén usada para ensayos clinicos, se aplicé una fuerza de 60 a 140 gf
durante la inyeccién. La aguja de inyeccién se usé sin dificultad debido a la baja resistencia durante las inyecciones
hasta que la concentracién de acido hialurénico (HA) alcanzé el 1%.

Por otra parte, cuando se usé una aguja de catéter endoscdpico (7Fr, 180 cm) en la que la resistencia aumentd debido
a un largo tubo, se aplicé una fuerza de 140 gf en el caso de agua, y se aplicé una fuerza de 780 gf en el caso de HA
a una concentracién del 0,60% (p/v), indicando que la solucién de inyeccién era inyectable con una presién
notablemente alta.

Aunque esto puede ser diferentes para individuos, cuando se aplicé una fuerza de deslizamiento de 700 gf, era dificil
inyectar la solucién de inyeccidn en tejidos, lo que hizo dificil inyectar de forma precisa la solucién de inyeccién. Por
otra parte, cuando se us6 una aguja de catéter endoscépico (7Fr, 180 cm), se aplicé una fuerza de 780 gf cuando HA
estaba presente a una concentracién del 0,60%, indicando que la solucién de inyeccién era inyectable con una presién
notablemente alta. La solucién de inyeccién no era inyectable a mano debido a la alta resistencia cuando la
concentracién de HA era mayor del 0,70%.

Es decir, la solucién de inyeccion era inyectable en condiciones de inyeccidén generales hasta que la concentracién de
acido hialurénico alcanzé el 1% (p/v), y la solucién de inyeccién era inyectable a mano hasta que la concentracién de
acido hialurénico alcanzé el 0,5% (p/v) en el caso de un catéter endoscdpico de especialidad que tiene una aguja
larga, en que una jeringa se conecté a una aguja a través de un tubo.

Mientras tanto, se puede ver que cuando se usaron jeringas generales (de 26G a 18G) que entran en contacto directo
con los tejidos, era deseable para inyectar suavemente la solucién de inyeccion en los tejidos, es decir, una fuerza de
menos de 200 gf se aplicé a las jeringas, y era posible inyectar la solucién de inyeccién con una fuerza de menos de
200 gf hasta que la concentracién de acido hialurdnico alcanzd el 1% (p/v).

Ejemplo experimental 3: Cambio en la presién de la jeringa segun la precipitacién de ICG-MAA-HA

Ejemplo experimental 3-3: Cambio en la presién de la jeringa segun la precipitacién de ICG-MAA-HA-1

En el ejemplo 3-3, se midieron la presién (A) aplicada a la jeringa cuando la composicién de inyeccidén a la que se
afiadié acido hialurénico se inyect6é inmediatamente después de la adicién de HAy la presidn (B) aplicada a la jeringa
después de que la composiciéon de inyeccidon se dejara reposar durante 120 minutos de modo que la composicién
sedimentd, y se enumeran en la siguiente tabla.

En este caso, se usé la jeringa equipada con una aguja de 26G para medir una fuerza de deslizamiento de la jeringa.

Ademas, la unidad de la fuerza de deslizamiento es gf que representa la fuerza gravitacional (1 g = 0,0098 N).

Tabla 5]
HA
(%) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
A 91 107,5 110,0 115,0 120,0 | 1250 | 131,0 | 136,0 142,0 | 146,0 | 1525
B 400 310 125 126 130 140 144 152 160 155 165
B-A 309 202,5 15 11 10 15 13 16 18 9 12,5

Con respecto a la tabla 5, se puede ver que la presion (A) aplicada a la jeringa cuando la composicién de inyeccién a
la que se afiadié acido hialurénico se inyectd inmediatamente después de la adicion de HA y la presion (B) aplicada a
la jeringa después de que la composiciéon de inyeccién se dejara reposar durante 120 minutos de modo que la
composicién sedimentd aumenté al aumentar la concentracién de acido hialurénico.

Ademas, segun aumenté la concentracién de acido hialurénico, no habia gran diferencia entre la presién (B) aplicada
a la jeringa después de que la composicién de inyeccién se dejara reposar durante 120 minutos y la presién (A)
aplicada a la jeringa cuando la composicion de inyeccién se inyecté inmediatamente. Particularmente, desde cuando
la concentracién de &cido hialurénico aumentd desde el 0,2% (p/v) al 1,0% (p/v), un valor medio B —A era 13,2778 df,
y la desviacién estandar era 2,969755.

Ejemplo experimental 3-3: Cambio en la presidn de la jeringa (fuerza de deslizamiento) segln la precipitacién de ICG-
MAA-HA-2

En general, una presién aplicada a la jeringa con una aguja de 26G segun la concentraciéon de acido hialurénico
aumenté desde aproximadamente 20 gf (HA al 0,1%) a 70 gf (HA al 1,0%). La presion aplicada a la jeringa aumenté
seglin una composicién de inyeccién diferente de 4cido hialurdnico en la inyeccion. En un ejemplo, una fuerza de 15
gf se aplicé adicionalmente cuando MAA estaba presente a una concentraciéon de 8 mg/ml.
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Por tanto, en el ejemplo experimental 3-3, se midieron las presiones aplicadas a la jeringa cuando la composicién de
inyeccion a la que se afiadid 4cido hialurénico se inyect6é inmediatamente después de la adicién de 4cido hialurénico
y después de que la composicién de inyeccién se dejara reposar durante 120 minutos para dejar que la composicién
sedimentara, y se enumeran en la siguiente tabla.

Como referencia, en la tabla 6, (A) enumera las presiones cuando la composicién de inyeccién se inyectd
inmediatamente, y (B) enumera las presiones al inicio de la inyeccién cuando la composicién se dej6 reposar durante
120 minutos. Asimismo, (C) enumera las presiones (fuerzas ejercidas en un dedo, es decir, fuerzas de deslizamiento)
en un punto intermedio de la inyecciéon después de que la composicidn de inyeccion se dejara reposar durante 120
minutos.

Tabla 6
(T/S 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 20 3,0
A 115 120 123 | 1275 132,5 | 137,5| 143,5| 148,5 | 1545 | 1585 | 165 252 721
B 400 310 125 126 130 140 144 152 160 155 165 257 711
C 110 120 125 128 138 138 142 150 155 160 170 253 718

Con respecto a la tabla 6, se puede ver que, cuando no se afiadié acido hialurdnico, la presién fue mayor de 400 gf
cuando la inyeccién se empezd después de que la composicién de inyeccién se dejara reposar durante 2 horas,
indicando que la aguja de inyeccién estaba obstruida con la composicién en la inyeccién.

Asimismo, la presién cayé a 120 gf segln la aguja obstruida con la composicién se abrié.

Cuando el acido hialurénico estaba presente a una concentracién del 0,2% (p/v) o més, la aguja se inyeccidén no se
obstruyd con la composicién en la inyeccidn incluso después que de la composiciéon se dejara reposar durante 120
minutos, y por tanto la composicidn era inyectable con una pequefia fuerza (200 gf) como esa cuando la composicién
se inyecté inmediatamente.

Es decir, cuando se afiadi6 &cido hialurénico en una cantidad apropiada (el 0,2% o mas), la velocidad de precipitacion
podia ralentizarse, y la desventaja de tener que aplicar una fuerza excesiva al inicio de la inyeccién debido a que la
aguja de inyeccion estaba obstruida con la composicién que precipita se puedo resolver.

Mientras tanto, cuando la concentracién de acido hialurénico era mayor del 1% (p/v), la resistencia durante la inyeccién
era alta debido a la viscosidad del 4cido hialurénico.

Ejemplo experimental 3: Cambio en la transmitancia segun la precipitacion de ICG-MAA-HA

Se mididé un cambio en la densidad 6ptica a lo largo del tiempo para la composicién de inyecciéon preparada en el
ejemplo 1. Como referencia, se midié un cambio en la densidad 6ptica para una composicién de inyeccién que incluye
2 mg/ml de MAA.

Ademas, se obtuvo la transmitancia midiendo la transmitancia de luz visible usando un espectrémetro de UV (TECAN.
Infinite M200PRO).

Més especificamente, cuando se midié la transmitancia en un cuarto de punto de la altura de un recipiente transparente
que tiene un tamafo de 1 x 1 x 3 cm®, usando un espectrémetro de UV, en un estado en el que la composicion de
inyeccion se cargd en el recipiente, se midié la transmitancia a 550 nm.

En este caso, T representa la transmitancia (%) a 550 nm cuando se mide a un cuarto de punto de la altura de un
recipiente transparente que tiene un tamafio de 1 x 1 x 3 cm® en un estado en que la composicién de inyeccion
preparada se carga en el recipiente transparente, y T» representa la transmitancia (%) a 550 nm cuando se mide a un
cuarto de punto de la altura de un recipiente transparente que tiene un tamafio de 1 x 1 x 3 cm? después de dejar
reposar durante 120 minutos en un estado en que la composicién de inyeccién preparada se carga en el recipiente
transparente.

Tabla 7]
HA (%) 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
T4 77,76 | 78,76 | 7853 | 7861 | 78,78 | 7865 | 7848 | 78,18 | 77,97 | 7769 | 77,65
T2 87,88 | 87,95 | 78,71 | 78,77 | 7865 | 7871 | 7856 | 7820 | 7811 | 78,81 | 77,73
[T2 =T+ 10,12 9,19 0,18 0,16 0,13 0,06 0,08 0,02 0,14 0,12 0,08

Con referencia a la tabla 7, se confirmé que, cuando se examiné el cambio en transmitancia segun la precipitacién de
ICG-MAA-HA, la transmitancia medida al principio cuando el acido hialurénico no se afiadié era el 77,76% vy la
transmitancia aumento al 87,88% cuando la composicién de inyeccidn se dejé reposar durante 120 minutos.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2997 237T3

Esto era porque la composicién de inyeccién primero se suspendié seguln se disolvié el ICG-MAA en la composicion
de inyeccién, y las particulas de ICG-MAA sedimentaron debido a la alta densidad después de 120 minutos,
produciendo transmitancia aumentada en el un cuarto de punto del recipiente desde el fondo del mismo.

Ademas, cuando la concentracién de acido hialurénico (HA) era mayor que o igual al 0,4% (p/v), una diferencia entre
la transmitancia (T1) medida al principio y la transmitancia (T2) medida después de que la composicién de inyeccidon
se dejara reposar durante 120 minutos era insignificante a menos del 1%.

Esto indica que la suspensibilidad de la composicién de inyeccién se mantenia constante durante el tiempo cuando el
ICG-MAA-HA se incluia en la composicién de inyeccion.

Como resultado, se puede ver que el complejo era capaz de prevenir la sedimentacion rapidamente en la composicién
de inyeccién cuando la viscosidad del complejo ICG-MAA se controlé afiadiendo acido hialurénico (HA) a la
composicién de inyeccién.

Mientras tanto, se puede ver que el complejo sedimenté a las 2 horas porque habia una diferencia del 9,19% entre T,
y T2 cuando estaba presente acido hialurénico a una concentraciéon del 0,2% (p/v). Sin embargo, se juzgé que el
complejo ICG-MAA se podria usar como una composiciéon de inyeccién incluso cuando se afiadia 4cido hialurénico
(HA) al 0,2% al complejo ICG-MAA porque el complejo ICG-MAA tipicamente se administra a los 30 minutos cuando
se prepara para Uuso como una composicién de inyeccién.

Ejemplo experimental 4. Imagen de campo claro de ICG-MAA segun la aplicacién de HA

La figura 4 muestra una imagen de campo claro de soluciones de inyeccién de ICG-MAA-HA que incluyen HA al 0,5%
(p/v), ICG 6,5 PM, ¥y 2, 4, y 8 mg/ml de MAAy soluciones de inyeccion de ICG-MAA que incluyen ICG 6,5 uM, y 2, 4,y
8 mg/ml de MAA. Se visualiz6 una distribucién de particulas de MAA usando un microscopio 6ptico con un
hemocitémetro. Cada cuadrado representa un tamafio de 0,05 mm?. Un panel superior (Fig. 4-1, 2 y 3) muestra ICG-
MAA que no incluye HA, y un panel inferior (Fig. 4-4, 5, 6) muestra ICG-MAA-HA que incluye HA al 0,5% (p/v). Las
concentraciones de MAA son como sigue: Fig. 4-1 y 4-4: 2 mg/ml; Fig. 4-2 y 4-5: 4 mg/ml; y Fig. 4-3 y 4-6: 8 mg/ml.
En el panel superior, se obtuvo una imagen clara porque las particulas de MAA estaban en foco en un campo claro ya
que todas las particulas de MAA habian sedimentado. Por otra parte, en el panel inferior, puesto que las particulas de
MAA sedimentaron y flotaban en las soluciones de inyeccién, algunas particulas estaban en foco y se obtuvo una
imagen clara de las particulas, y otras particulas no estaban en foco en la imagen.

Ejemplo experimental 5: Caracteristicas de mantenimiento de fluorescencia en ICG-MAA-HA

La figura 5 muestra las sefiales de fluorescencia medidas para ICG-MAA-HA, a la que se afiaden ICG 5 pM y HA al
0,5%, a varias concentraciones de MAA. La figura 5A muestra una imagen de campo claro, y la figura 5B muestra una
imagen de NIRF. Las concentraciones de MAA fueron 0 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml, y 8 mg/ml, como se muestra
de izquierda a derecha en las figuras 5A y 5B. La imagen de NIRF se obtuvo emitiendo luz del 17 LED NIR de 2 mA
que tienen una longitud de onda pico a 740 nm. La imagen se fotografid y visualizd por software de visualizacién AVT
UniCam (Allied Vision Technologies) segln los siguientes ajustes de una camara: tiempo de exposicién 200 ms;
ganancia: 200; valor de escala de grises diana: 125; y brillo: 16.

Puesto que la MAA presente en agua habia sedimentado muy rapidamente en las paredes de tubos Eppendorf, los
presentes inventores fotografiaron una imagen de campo claro, mezclaron los respectivos tubos, y después
recolocaron los tubos. En este caso, se observaron pequefios cambios en las posiciones de los tubos entre las figuras
5AYy 5B.

La figura 5C muestra los espectros de emisién de fluorescencia de ICG 5 uM presente a varias concentraciones de
MAA. La intensidad de fluorescencia relativa (u.a: unidad arbitraria) se obtuvo usando un lector de microplacas de
fluorescencia controlado por ordenador (Safire Il; Tecan, Durham, NC). La longitud de onda de excitacién para ICG
fue 760 nm, y la longitud de onda de emisién estaba en un intervalo de 790 a 850 nm.

Es decir, se puede ver que la fluorescencia se mantuvo para ICG-MAA-HA, como se muestra en las figuras 5Aa 5C.
Ejemplo experimental 6: Resultados de inyectar ICG-MAA-HA en pechuga de pollo

La figura 6 muestra los resultados experimentales que ilustran una diferencia segun la adicién de HA al 0,5% (p/v).
Asimismo, se determiné una diferencia en la resistencia de tejido usando una pechuga de pollo que tiene una
resistencia tisular tipica y una molleja de pollo que tiene una resistencia tisular compacta. Se inyectaron lentamente
50 pl de cada uno de ICG-MAA-HA e ICG-MAA 5 veces en la pechuga de pollo y la molleja de pollo a una profundidad
de 5 mm. Se obtuvo una imagen de NIRF emitiendo luz de 17 LED NIR de 2 mA que tienen una longitud de onda pico
de 740 nm. La imagen se fotografié y visualizé por software de visualizacién AVT UniCam (Allied Vision Technologies)
seguln los siguientes ajustes de una camara: tiempo de exposiciéon 195 ms; ganancia: 170; valor de escala de grises
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diana: 125; y brillo: 16. Llevd aproximadamente de 2 a 3 minutos preparar e inyectar las inyecciones. Cuando se
inyectdé ICG-MAA dos de las cinco veces en la pechuga de pollo y se inyectd tres de cinco veces en la molleja de pollo,
las particulas de ICG-MAA habian sedimentado y obstruido la aguja de inyeccién, lo que hizo dificil inyectar las
soluciones de inyeccién. Cuando era dificil inyectar las soluciones de inyeccién, la jeringa se agit, y las soluciones
de inyeccién se inyectaron de nuevo en un tiempo corto. Por otra parte, ICG-MAA-HA se inyectd siempre suavemente
en diez intentos.

Las figuras 6-1 y 6-2 son imagenes de NIRF fotografiadas antes y después de la incisiéon después de inyectar ICG-
MAA-HA que incluye HA al 0,5% en la pechuga de pollo. Se puede ver que los marcadores estaban apropiadamente
distribuidos. Las figuras 6-3 y 6-3 son imagenes de NIRF fotografiadas antes y después de la incisién después de
inyectar ICG-MAA-HA que incluye HA al 0,5% en la molleja de pollo. Asimismo, se puede ver que los marcadores
estaban apropiadamente distribuidos. Las figuras 6-5 y 6-6 son dos imagenes de NIRF fotografiadas después de que
ICG-MAA sin incluir HA al 0,5% se inyectara en la pechuga de pollo. Se juzgd que los marcadores estaban
apropiadamente distribuidos, como se muestra en la figura 6-5, pero se inyecté una pequefia cantidad de los
marcadores porque las particulas de ICG-MAA habian sedimentado durante la inyeccién cuando se inyecté la misma
cantidad total, como se muestra en la figura 6-6. Las figuras 6-7 y 6-8 son imagenes de NIRF fotografiadas después
de que ICG-MAA sin incluir HA al 0,5% se inyectara en la molleja de pollo. ICG-MAA fluyé de vuelta a lo largo de una
pista de inyeccién de modo que los marcadores no estaban apropiadamente distribuidos.

La figura 7 muestra una imagen de campo claro y NIRF de una seccién de una pechuga de pollo cortada observada
después de inyectar el complejo a lo largo de una ruta de la aguja de inyeccién. Se indica una regién en la que se
inyecté ICG-MAA-HA por un circulo blanco en la imagen de campo claro. La imagen de NIRF se obtuvo emitiendo luz
de 17 LED NIR de 2 mA que tienen una longitud de onda pico de 740 nm. La imagen se fotografié y visualizé por
software de visualizacién AVT UniCam (Allied Vision Technologies) segun los siguientes ajustes de una camara: tiempo
de exposicién 195 ms; ganancia: 170; valor de escala de grises diana: 125; y brillo: 16.

De los resultados, se puede ver que, cuando se inyecté ICG-MAA-HA en los tejidos (pechuga de pollo), las
caracteristicas de fluorescencia se mantuvieron bien, y la capacidad de expansion también era muy baja. Es decir, se
puede ver que el problema del complejo ICG-MAA extendiéndose en los alrededores demasiado rapido y demasiado
lejos se podia resolver usando ICG-MAA-HA.

Ejemplo experimental 7: Resultados de inyectar ICG-MAA-HA en pechuga de pollo usando un catéter endoscépico.
La figura 8 muestra el ensayo de la aplicabilidad de una mezcla ICG-MAA-HA en cirugia de cancer géastrico usando
un catéter endoscdpico. Las figuras 8-1 a 8-3 y 8-5 muestran imagenes de campo claro, y las figuras 8-4 y 8-6 muestran

imagenes de NIRF:

Fig. 8-1: una mezcla ICG-MAA-HAICG 6,5 pM, MAA 2 mg/ml, y HA al 0,5% (p/v)] se inyect6 en un lado de la pechuga
de pollo usando un catéter endoscépico desechable;

Fig. 8-2: la mezcla se inyectd en un segundo sitio de la pechuga de pollo;

Fig. 8-3: dos flechas representan los sitios para inyecciones;

Fig. 8-4: muestra una imagen de NIRF de los sitios para inyecciones como los que revisten las paredes del estébmago;
Fig. 8-5: muestra una imagen de una pechuga de pollo inyectada invertida;

Fig. 8-6: muestra una imagen de NIRF de los sitios para inyecciones en la pechuga de pollo invertida. En este caso,
los sitios para inyecciones se pueden ver usando fuentes de NIR externas.

Las imagenes de NIRF se obtuvieron emitiendo luz de 17 LED NIR de 2 mA que tienen una longitud de onda pico de
740 nm. La imagen se fotografié y visualizé por software de visualizacién AVT UniCam (Allied Vision Technologies)
seguln los siguientes ajustes de una cadmara: tiempo de exposiciéon 195 ms; ganancia: 170; valor de escala de grises
diana: 125; y brillo: 16.

De los resultados, se puede ver que, cuando se inyectdé ICG-MAA-HA en los tejidos (pechuga de pollo) usando un
catéter endoscépico, las caracteristicas de fluorescencia se mantuvieron bien, y la capacidad de expansién también
era muy baja. Es decir, se puede ver que, incluso cuando se llevé a cabo la cirugia para cancer gastrico como con la
pechuga de pollo, se podia prevenir que el complejo ICG-MAA se extendiera a los alrededores demasiado rapido y
demasiado lejos mientras se mantenian las caracteristicas de fluorescencia usando ICG-MAA-HAA.

Ejemplo experimental 8: Efecto de la concentracién constante de ICG-MAA-HA

Para examinar un efecto de inyectar una cantidad predeterminada de la composicién de inyeccién segln un aumento
en la velocidad de precipitacién, cada una de la composicién de inyeccién ICG-MAA a la que no se afiadid acido
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hialurénico y la composicién de inyeccién ICG-MAA-HA a la que se afiadié HA al 0,1% (p/v) se inyectd secuencialmente
a un tubo en una cantidad de 100 pl para medir una sefial de fluorescencia.

Mientras tanto, las sefiales de fluorescencia se midieron después de inyectar la composicidn inyeccién en los tubos y
precipitar durante 5 minutos.

Como referencia, cuando estaba presente la MAA a una concentracion de 2 mg/ml, se afiadié ICG 1,5 uM
(aproximadamente 0,001 mg) a la composicién de inyeccidn ICG-MAA, y se afiadié HA al 0,1% (p/v) a la composicién
de inyeccidén ICG-MAA-HA

La figura 9 es un diagrama que muestra los resultados de medir sefiales de fluorescencia segun la presencia/ausencia
de &cido hialurénico (a una cantidad inicial de 100 pl desde la izquierda: (A) el 4cido hialurénico no se afiade, y (B) se
aflade acido hialurénico al 0,1%).

Las iméagenes de fluorescencia de infrarrojo cercano (NIRF) de la figura 9 se obtuvieron emitiendo luz de 17 LED NIR
de 2 mA que tienen una longitud de onda pico de 740 nm. Las imagenes se fotografiaron y visualizaron por software
de visualizacién AVT UniCam (Allied Vision Technologies) segun los siguientes ajustes de una camara: tiempo de
exposicion 200 ms; ganancia: 200; valor de escala de grises diana: 125; y brillo: 16.

Con respecto a la figura 9, el CV (desviacién estadndar/media) del volumen de la composicién inyectada era el 28% en
el caso de la composicién de inyeccién a la que no se afiadi6 acido hialurénico.

En particular, cuando se compararon las intensidades de fluorescencia como se muestra en la figura 9(A), hubo una
gran diferencia en las intensidades de fluorescencia entre la izquierda y la derecha. De los resultados, se juzgé que
una gran cantidad de ICG-MAA se inyect6 al principio, pero una cantidad decreciente de ICG-MAA se inyect6 después
de ello, indicando que la cantidad predeterminada de ICG-MAA no se inyecté.

Por otra parte, con respecto a la figura 9(B), se puede ver que, cuando se afiadié acido hialurdnico a la composicion
de inyeccién, la sedimentacion de ICG-MAA se habia ralentizado, permitiendo de esta manera que se inyectara la
cantidad predeterminada de ICG-MAA.

La presente invencion se ha descrito en detalle. Sin embargo, los expertos en la materia a la que pertenece la presente

invencién deben entender que la descripcién detallada y los ejemplos especificos, mientras indican formas de
realizacion preferidas de la invencién, se dan a modo de ilustracion solo.
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REIVINDICACIONES
Una composicién de inyeccién para marcar una lesién, que comprende:
una primera composicién que comprende un complejo que contiene un ingrediente activo y que tiene una
densidad media de 1,1 a 1,4 g/ml, el ingrediente activo es un colorante para tefir tejidos bioldgicos, un isétopo
radioactivo o una combinacién de los mismos unido a albumina macroagregada (MAA); y
una segunda composicién que es acido hialurdnico (HA), el HA tiene un peso molecular medio de 0,5 a 3,0
MDa, en donde el HA se incluye del 0,2 al 1% (p/v) con respecto a la cantidad total de la composicién de

inyeccion.

La composicién de inyeccion de la reivindicacion 1, en donde la composicion de inyeccion satisface la siguiente
expresion matematica 1 cuando se mide a temperatura ambiente:

[Expresién matemética 1]

[T2—T1] < 15%

en donde T4 representa la transmitancia (%) a 550 nm cuando se mide a un cuarto de punto de la altura de un
recipiente transparente que tiene un tamafio de 1 x 1 x 3 cm® en un estado en que la composicién de inyeccion
preparada se carga en el recipiente transparente, y

T» representa la transmitancia (%) a 550 nm cuando se mide a un cuarto de punto de la altura de un recipiente
transparente que tiene un tamafio de 1 x 1 x 3 cm® después de haberse dejado reposar durante 120 minutos

en un estado en que la composicién de inyeccién preparada se carga en el recipiente transparente.

La composicién de inyeccién de la reivindicaciéon 1, en donde la composicién de inyeccién satisface la siguiente
expresion matematica 2 cuando se mide a temperatura ambiente:

[Expresion matemética 2]
|[F2 — F1] <20 gf

en donde F4 representa una fuerza de deslizamiento medida al inicio de la inyeccién en un estado en el que la
composicién de inyeccidn preparada se carga en una jeringa con una aguja de 26G, y

F2 representa una fuerza de deslizamiento medida al inicio de la inyeccién cuando se inyecta después de dejarla
reposar durante 120 minutos en un estado en que la composicién de inyeccion preparada se carga en una
jeringa con una aguja de 26G.

La composicién de inyeccién de la reivindicacion 3, en donde la fuerza de deslizamiento medida segln la
expresidon mateméatica 2 es menor que o igual a 15 gf.

La composicién de inyeccién de la reivindicacién 3, en donde la F» tiene una fuerza de deslizamiento de 120 a
165 ¢f.

La composicidén de inyeccién de la reivindicacién 1, en donde el colorante para tefiir tejidos biolégicos es un
colorante visualmente detectable o un colorante fluorescente, y

el isétopo 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, [-124, |-125, Re-186, 1-131, Tc-99m, Mo-99, P-32, Cr-51, Ca-45, Ca-68, y una
combinacién de los mismos.

Un método para proporcionar informacién en una posicién de una lesién a la que la composicién de inyeccién
de la reivindicacién 1 se ha administrado, que comprende:

determinar la posicidén de la lesién mediante una sefial de un ingrediente activo generada en el sujeto.
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