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TION RENALE

(57) Abstract : The invention relates to a novel use of ultra-
fine nanoparticles as an imaging agent in a method for dia-
gnosing a renal disorder. The invention also relates to the use
of ultrafine nanoparticles as an imaging agent in methods for
monitoring the therapeutic effectiveness of a renal disorder
treatment. Said nanoparticles mclude: (1) a polyorganosi-
loxane matrix (POS); (11) one or more chelating agents gratted
onto the POS matrix by -S1-C- covalent bonding; and (111) one
or more metal 10ns chelated by one or more of the atoremen -
tioned chelating agents.

(57) Abrégé : L'invention concerne une nouvelle utilisation
de nanoparticules ultratines comme agent d'imagerie dans une
methode de diagnostic d'une dystonction renale. L'invention
vise ¢également l'utilisation de mnanoparticules ultrafines
comme agent d'imagerie dans des methodes de suivi de l'efti-
cacite thérapeutique d'un traitement d'une dysfonction rénale.
Lesdites nanoparticules comprennent (1) une matrice de poly-
organosiloxane (POS), (1) un ou plusieurs agents chélatants
grefies a la matrice POS par liaison covalente -S1-C- et (111) un
ou plusieurs 1ons metalliques chélatés par un ou plusieurs des
agents chelatants susmentionnes.
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NANOPARTICULES ULTRAFINES COMME AGENT D'IMAGERIE POUR LE
DIAGNOSTIC D'UNE DYSFONCTION RENALE.

Domaine technique
L'invention concerne une nouvelle utilisation de nanoparticules ultrafines, comme agent

de diagnostic d'une dysfonction rénale.

Arriere-plan technologigue
Le rein est un organe qui a pour fonction d’épurer le sang. Il peut ainsi filtrer jusqua 170

litres de sang par jour chez I'Homme. En filtrant le sang, le rein produit l'urine. L'urine est
un mélange composeé d’eau, de sels minéraux (sodium, potassium, calcium...) et de

déchets toxiques comme l'urée et la créatinine.

Outre la filtration du sang et la production d’urine, le rein remplit €également d’‘autres
fonctions physiologiques importantes comme la régulation de la teneur en eau et en sel
du corps, la production d‘érythropoiétine, indispensable a la formation des globules
rouges, la production de la forme active de vitamine D qui intervient dans le maintien de
la teneur en calcium sanguin, la régulation de la composition des liquides corporels, ou la

production de rénine intervenant dans la régulation de la pression artérielle.

Les pathologies reénales peuvent étre de différents types et se traduisent par une
dysfonction rénale. La dysfonction renale se traduit genéralement par une diminution de
la fonctionnalite renale, en particulier une diminution de la fonction tubulaire et/ou une
diminution de la filtration glomérulaire. Elle peut aller jusqu’a une insuffisance rénale dans

les cas les plus severes.

L'insuffisance renale correspond a l'altération du fonctionnement des reins qui ne filtrent
plus correctement le sang. La maladie est dite aigué si le dysfonctionnement est
transitoire et réversible et chronique si la destruction est irreversible, sans possibilite de
guérison. Si l'insuffisance renale est majeure, la fonction rénale peut étre supplantée par
dialyse ou transplantation. La dialyse permet de filtrer le sang par un circuit dérive, le plus

souvent extérieur a I'organisme.

L'insuffisance renale aigué survient le plus souvent apres une agression comme une
baisse brutale et transitoire de la pression artérielle, lors d'une hémorragie, d'une
infection générale (septicémie), d'une intoxication médicamenteuse ou encore en cas
d’'obstruction des voies urinaires par un calcul ou un adénome prostatique. Les reins

mettent quelques jours a retrouver spontanément un fonctionnement normal apres
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traitement. Pendant cette péeriode, il est parfois recommandé de recourir a la dialyse qui

permet au patient de survivre pendant le processus d'autoreparation rénale.

L'insuffisance rénale chronique ne regresse pas, par definition. Elle peut étre induite par
des pathologies (diabete, hypertension...) qui détruisent progressivement et de facon
irreversible les différentes structures renales. Il existe cing stades de la maladie jusqu’au
stade terminal au cours duquel la capacite de filtration est inferieure a 15 % de la
normale pour l'ensemble des reins. Ce stade nécessite d’envisager les techniques de

remplacement de la fonction rénale : dialyse et/ou transplantation.

Les personnes touchees par une insuffisance rénale peuvent rester en bonne santé
apparente avec des reins fonctionnant de 10 a 20% de leur capacité normale. En effet,
les principaux symptomes de l'insuffisance rénale ne se declarent qu’a un stade avance,
ce qui rend difficile le diagnostic de la maladie. Il est néanmoins important d’agir tot pour

eviter les complications liees a linsuffisance renale et/ou empécher I'évolution de

'insuffisance rénale.

Selon une étude menée aux Etats-Unis sur la période 1999-2000 (National Health and
Nutrition Examination Survey IV), 9,4 % de la population générale, dont deux tiers
d'hommes, presenteraient une insuffisance renale, dont 5,6 % a un stade léger ou
modere, 3,7 % a un stade severe et 0,13 % a un stade terminal (Coresh J, Byrd-Holt D,
Astor BC, et al. Chronic kidney disease awareness, prevalence, and trends among U.S.
aaults, 1999 to 2000. J Am Soc Nephrol 2005;16:180-8). La maladie est rare avant 45 ans
mais sa prévalence augmente avec l'age, notamment apres 65 ans. La prévalence de
cette maladie devrait encore augmenter dans les années qui viennent en raison du
vieillissement de la population et de I'augmentation du diabete, deux causes majeures
d'insuffisance rénale, et grace a I'amélioration de la survie des patients transplantes et

dialyses.

L'insuffisance rénale peut étre la consequence d’une fibrose renale. La fibrose rénale est
due a une accumulation excessive de matrice extracellulaire dans le parenchyme rénal.
Elle résulte d’'une deéstabilisation d’'un équilibre complexe entre cellules et protéines
profibrosantes et antifibrosantes. Les mecanismes precis regulant I'apparition de la fibrose
ne sont qu'incompletement €lucidés a ce jour et il n'existe pas, pour linstant, de
traitement efficace de la fibrose permettant le retour a un parenchyme renal normalement
fonctionnel une fois que la maladie est installee. Ainsi, la fibrose rénale conduit plus ou

moins rapidement vers une insuffisance renale chronique terminale.
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Il est donc essentiel de pouvoir diagnostiquer efficacement la dysfonction rénale afin de
prendre en charge au plus vite les patients et ainsi empécher la progression de la
maladie, notamment la progression vers une insuffisance rénale chronique.

Généeralement, la dysfonction rénale est diagnostiquee par une analyse des urines et/ou
du sang. Les marqueurs a prendre en compte peuvent étre de différentes natures. Par
exemple, la Haute Autorité de Santé (HAS) preconise d’évaluer la fonction rénale a partir
de la créatinémie, par |'estimation du débit de filtration glomérulaire (DFG) et le dosage

de la créatinine par une méthode enzymatique.

Néanmoins, le dosage de la creatinine n‘est pas suffisant car il n'y a pas de relation
lin€aire entre la créatinémie et la filtration glomérulaire (filtration rénale). De plus, les
analyses sanguines et/ou urinaires ne permettent pas toujours de poser un diagnostic
precis de la dysfonction rénale, notamment de l'insuffisance rénale. En effet, ces analyses
ne sont que des elements qui permettent d'orienter le médecin et peuvent étre
revelatrices d’autres pathologies. Afin de confirmer la dysfonction renale, il est souvent
necessaire d’effectuer d’autres analyses, voire de prendre I'avis de spécialistes comme un
nephrologue, un urologue ou un cardiologue. Le diagnostic peut alors étre long et
couteux, puisqu’il nécessite la réalisation de plusieurs analyses et la consultation de

differents spécialistes.

Par ailleurs, pour certains types de patients, il peut étre recommandé de realiser d’autres
analyses comme par exemple une recherche de microalbuminurie chez les patients

diabétiques de type 1 et 2.

Les techniques d’‘imagerie peuvent €galement étre utilisées pour diagnostiquer la
dysfonction rénale, comme par exemple la radiologie, I'échographie, la tomodensitométrie
(TDM) ou limagerie par reésonnance magnéetique (IRM). Ces techniques sont
genéralement utilisées pour identifier les causes de la dysfonction rénale.

Il existe donc un réel besoin de diagnostiquer de maniere préecise et fiable tout type de

dysfonction renale.

Les inventeurs ont montré que des nanoparticules ultrafines, d'un diametre

b b

hydrodynamique moyen inférieur a 10 nm, avantageusement inférieur a 5 nm, par
exemple allant de 1 a 5 nm, peuvent étre utilisées comme agent dimagerie
particulierement favorable pour limagerie du rein. Ces nanoparticules permettent
d’obtenir des informations fiables et précises sur la fonction rénale, notamment par

imagerie IRM. Ainsi, ces nanoparticules ultrafines sont particulierement avantageuses
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pour étre utilisées dans une méthode de diagnostic par imagerie d'une dysfonction rénale,

telle que la fibrose rénale et/ou l'insuffisance renale.

Résume de l'invention

La présente invention vise a proposer de nouvelles méthodes d'imagerie, notamment par
IRM, permettant la détection fiable d'une dysfonction rénale, notamment la fibrose renale

et/ou l'insuffisance rénale, éventuellement couplees a un acte thérapeutique.

Selon un premier aspect, I'invention concerne des nanoparticules destinees a étre utilisees
comme agent d'imagerie dans une methode de diagnostic /7 vivo d’'une dysfonction renale
chez I'nomme ou 'animal, lesdites nanoparticules comprenant :

(i) une matrice de polyorganosiloxane (POS) ;

(ii) un ou plusieurs agents chélatants, de préférence de 6 a 20 agents chelatants,
greffés a la matrice POS par liaison covalente -Si-C- ;

(iii) un ou plusieurs ions metalliques chélatés par un ou plusieurs des agents

chélatants susmentionnés.

Selon un deuxieme aspect, l'invention concerne I'utilisation des nanoparticules telles que
definies ci-dessus, comme agent d'imagerie dans le diagnostic /7 vivo d’'une dysfonction

rénale chez ’'homme ou I'animal.

Selon un troisieme aspect, l'invention concerne une methode pour diagnostiquer une
dysfonction rénale /n vivo chez I'hnomme ou l'animal auquel ont éte administrées des

nanoparticules telles que déefinies ci-dessus.

Selon un quatrieme aspect, l'invention concerne une meéthode de suivi de lefficacite
thérapeutique du traitement d’une dysfonction rénale chez 'homme ou I'animal auquel
ont été administrées des nanoparticules ultrafines selon l'invention, de préférence par
voie intraveineuse, ladite méthode comprenant les etapes suivantes :
(i) on capture des images par une technique d'imagerie appropriee afin de
visualiser au niveau du rein desdites nanoparticules ;
(i) on détermine le rehaussement ;
(iii) on répete les etapes (i) et (ii) au cours du traitement du sujet, autant que
necessaire ;
(iv) on déduit I'efficacité thérapeutique du traitement en comparant I'évolution du

rehaussement au cours du traitement.
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Selon un cinquieme aspect, linvention concerne une methode de suivi de I'efficacite
thérapeutique d'un traitement d’une dysfonction rénale chez I'homme ou I'animal, ladite
methode comprenant les étapes suivantes :

(i) a linitiation du traitement, on administre au patient, des nanoparticules

5 ultrafines selon l'invention, a titre d’agent d'imagerie,
(i) on capture des images par une technique d'imagerie appropriee afin de
visualiser au niveau du rein lesdites nanoparticules
(iii) on détermine le rehaussement ;
(iv) on répete les etapes (i) et (iii) au cours du traitement du sujet, autant que
10 necessaire ;
(v) on déduit I'efficacité thérapeutique du traitement en comparant I'évolution du

rehaussement au cours du traitement.

Description détaillée de I'invention
15 La presente invention decoule des avantages surprenants mis en evidence par les

inventeurs d'une administration de certaines nanoparticules ultrafines, utilisables comme
agent dimagerie, notamment en IRM T;, pour le diagnostic d’'une dysfonction rénale,
notamment la fibrose rénale. L'ensemble des applications qui en découlent sont ainsi liees
aux caracteristiques chimiques et structurales de ces nanoparticules qui sont decrites ci-

20  apres.

L'invention concerne en effet, des nanoparticules destinées a étre utiliseées comme agent
d'imagerie dans une méthode de diagnostic /n vivo d’une dysfonction rénale chez 'homme
ou I'animal, lesdites nanoparticules comprenant :
(i) une matrice de polyorganosiloxane (POS) ;
25 (ii) un ou plusieurs agents chélatants, de préférence de 6 a 20 agents chelatants,
greffés a la matrice POS par liaison covalente -Si-C- ;
(iii) un ou plusieurs ions metalliques chélatés par un ou plusieurs des agents

chélatants susmentionnés.

Au sens de l'invention, le terme « diagnostic » et « diagnostic par imagerie » peuvent étre
30 utilisés indifféremment.

Au sens de l'invention, on entend par « agent d'imagerie » tout produit ou composition

utilise en imagerie meédicale dans le but d'augmenter artificiellement le contraste

permettant de visualiser une structure anatomique particuliere (par exemple certains

tissus ou un organe).
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Dans un mode de réalisation particulier, les nanoparticules ultrafines selon l'invention sont
utilisees comme agent dimagerie pour les applications en imagerie par resonnance
magnetique (IRM), notamment en IRM dynamique (i.e. DCE pour Dynamic Contrast
Enhanced sequence). Dans ce mode de realisation, les nanoparticules comprennent au
moins un ion métallique pour l'imagerie IRM T;, particulierement appropriée pour
'imagerie des reins. L'IRM permet notamment d’obtenir une precision spatio-temporelle

particulierement avantageuse pour la mise en ceuvre de la présente invention.

Au sens de l'invention, on entend par « ion métallique » tout ion métallique qui permet de
conférer a I'agent d’'imagerie ses proprietes d’augmentation du contraste, c’est-a-dire ses
propriétés d’augmentation du signal. Le choix de de l'ion metallique sera déetermine en

fonction de la technique dimagerie utilisée.

Dans un mode de réalisation particulier, I'ion métallique est un ion d'un métal radioactif,
tel qu’un cation d’un ion métallique radioactif M"*, n étant un nombre entier allant de 2 a
4, par exemple égal a 2, €gal a 3 ou égal a 4. En particulier, le cation d’un ion métallique
radioactif est un lanthanide, de preférence choisi parmi Dy (Dysprosium), Lu (Lutecium),
Gd (Gadolinium), Ho (Holmium), Eu (Europium), Tb (Terbium), Nd (Neodymium), Er
(Erbium), Yb (Ytterbium) ou leurs melanges, et plus preférentiellement encore Gd. Dans
un mode de reéalisation particulier, le métal radioactif est le Fer (Fe) ou le Manganese
(Mn).

De preférence, on choisira a titre d'ion metallique au moins un cation de lanthanide, et
incluant au moins 50% de Gd, Dy ou Ho ou leurs mélanges, de preférence le Gd, par
exemple au moins 50% de Gd, par exemple 100% de Gd (c’est-a-dire uniquement du
Gd>* comme ion métallique). En particulier, le Gd*>* permet d’obtenir un signal optimal en
modalité dimagerie, notamment en modalité d'imagerie IRM.
Les nanoparticules selon linvention peuvent étre utilisées dans tout type d’imagerie,
notamment l'une des techniques d'imageries suivantes :

(i) 'IRM, de preference I'IRM T,

(i) la scintigraphie TEP (Tomographie par Emission de Positons) ou TEMP

(Tomographie par Emission Monophotonique),
(iii) la fluorescence dans le visible ou dans le proche infra-rouge,

(iv) la tomodensitométrie aux rayons X.

Pour l'imagerie en scintigraphie, les nanoparticules comprennent un isotope radioactif
susceptible d'étre utilisé en scintigraphie, et de preférence choisi dans le groupe constitué

par des isotopes radioactifs de In, Te, Ga, Cu, Zr, Y ou Lu, par exemple *In, °mTc, *°Ga,



10

15

20

25

30

CA 03011160 2018-07-06

WO 2017/121858 / PCT/EP2017/050682

“iCu, ®zr, Y, /Lu. L'isotope radioactif est alors chélaté par un agent chélatant greffé &
la matrice POS.
Pour la fluorescence dans le visible on peut utiliser un lanthanide choisi parmi Eu ou Tb.

Le lanthanide est alors chélaté par un agent chélatant greffe a la matrice POS.

Pour la fluorescence dans le proche infra-rouge, on pourra utiliser par exemple un
fluorophore appropri¢, par exemple un fluorophore organique comme une cyaning, une
alexa, une bodipy, un indocyanine green (ICG). Le fluorophore est avantageusement
greffé sur la nanoparticule, avantageusement par greffage covalent en utilisant une

methode de greffage appropriee.

Pour la tomodensitométrie aux rayons X, les mémes ions metalliques que pour I'IRM

peuvent étre utiliseés. On pourra utiliser par exemple un lanthanide, tel que le Gd.

Dans un mode de realisation particulier, les nanoparticules utilisables selon I'invention
sont caractérisées en ce qu'elles comprennent au moins un ion métallique pour l'imagerie
IRM T;, et eventuellement au moins un autre ion meétallique approprieé pour l'une des
techniques d'imageries suivantes :
(i) la scintigraphie TEP (Tomographie par Emission de Positons) ou TEMP
(Tomographie par Emission Monophotonique),
(i) la fluorescence dans le visible ou dans le proche infra-rouge,

(iii)  la tomodensitométrie aux rayons X.

Selon l'invention, un ou plusieurs ions métalliques sont chélatés par un ou plusieurs des

agents chélatants greffés aux nanoparticules.

Au sens de l'invention, on entend par « agent chélatant » un corps chimique agissant
comme un chélate, c’est-a-dire un corps chimique qui a la propriété de fixer durablement

des ions positifs.

Les nanoparticules de l'invention comprennent un ou plusieurs agents chélatants, de
preference de 6 a 20, avantageusement de 8 a 10 agents chélatants, greffés a la matrice

POS par liaison covalente -Si-C.

Selon l'invention, une partie ou la totalité de ces agents chélatants sont destines a
complexer des ions métalliques, de préférence des cations M"* (e.g. du gadolinium). Une
autre partie de ces agents chélatants peut servir a la complexation de cations endogenes
pour assurer une bonne compatibilité avec les milieux biologiques rencontres. Dans un
mode de réealisation préefére, tous les agents chélatants sont chélatés avec un ion

métallique, de préférence des cations M"™ (e.g. du Gd’*).
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Avantageusement, I'agent chélatant est choisi parmi les produits suivants :

- les produits du groupe des acides polycarboxyliques polyaminés et leurs deérives,
et, plus preferentiellement encore dans le sous-groupe comprenant : DOTA (acide
1,4,7,10-tetraazacyclododéecane-1,4,7,10-tetraacetique), DTPA (acide diethylene
triamine pentaacetique), EDTA (acide éthylene diamine tétraacetique), EGTA
(acide éthylenebis-(oxyethylenenitrilo)tétraacetique), BAPTA (acide 1,2-bis o-
aminophénoxyéthane-N,N,N',N'-tétraacetique), NOTA (acide 1,4,7-
triazacyclononane-1,4,7 triacétique) et leurs melanges ;

- les produits du groupe comprenant porphyrine, chlorine, 1,10-phénanthroline,
bipyridine, terpyridine, cyclam, triazacyclononane, leurs deérives et leurs mélanges;

- et leurs melanges.

Si Iion métallique est un lanthanide, I'agent chélatant est avantageusement sélectionné
parmi ceux qui presentent des proprietes complexantes des lanthanides, en particulier
ceux dont la constante de complexation log(K) est supérieure a 15, préférentiellement
20. Comme exemples preféres d’agents chélatants, complexant des lanthanides, on peut
citer ceux comprenant un motif d'acide diethylene triamine penta acetique (DTPA), I'acide
1,4,7,10-tetraazacyclododéecane-1,4,7,10-tétraacetique (DOTA), 'acide 1,4,7-

triazacyclononane-1,4,7-triacetique (NOTA) ou leurs dérives.

Dans un mode de réalisation préféré, Iion métallique est Gd”* et I'agent chélatant est
'acide 1,4,7,10-tétraazacyclododecane-1,4,7,10-tétraacetique (DOTA). Cette combinaison

est particulierement avantageuse en IRM Tj.

Avantageusement, on choisit les nanoparticules de sorte qu'elles ont une relaxivité (ry)
par particule comprise allant de 50 a 5000 mM™.s" et/ou un rapport massique en ions
metalliques d'au moins 5%, par exemple allant de 5 a 50%. De preférence, les
nanoparticules ont une relaxivité r; par particule comprise allant de 50 a 5000mM™.s™
et/ou un rapport massique en Gd>* d'au moins 5%, par exemple allant de 5 a 50%,
avantageusement allant de 10% et 15%. Le rapport massique en Gd>* correspond a la

masse en Gd’* par rapport a la masse de la nanoparticule.

La matrice POS a un diametre qui peut alors aller de 0,5 a 8 nm, avantageusement de 1 a
5 nm, et représenter de 25 a 75% du volume total des nanoparticules. Elle permet

notamment le greffage du ou des agents chélatants.
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Dans un mode de realisation particulier, les nanoparticules comprennent en outre une ou
plusieurs agents fonctionnalisants, greffés a la matrice POS ou a I'agent chélatant.
Le ou les agents fonctionnalisants peuvent étre choisis parmi :

- Une ou plusieurs molécules ciblantes pour le ciblage des nanoparticules. Ces
molécules ciblantes permettent un ciblage des nanoparticules vers des tissus
specifiques et/ou des cellules spécifiques. Elles peuvent par exemple cibler les
tissus rénaux, par exemple les tissus du cortex rénal, la médulla rénale interne ou
la medulla rénale externe. De cette facon, on concentre les nanoparticules dans la
zone d'interét sans avoir a augmenter de maniere tres importante les quantites
administrees :

- Un ou plusieurs agents fluorescents ;

- Un ou plusieurs polymeres hydrophiles, de preference du polyéthylene glycol
(PEG). Les composes hydrophiles de type PEG permettent d’adapter la bio-
distribution des nanoparticules au sein de l'organisme. Le ou les polymeres
hydrophiles permettent une plus grande furtivité et/ou neutraliteé des
nanoparticules. Ce type de revétement permet notamment de réduire les
eventuels phénomenes de neéphrotoxicite associes aux nanoparticules;

- Une combinaison de ces agents.

Le ou les agents fonctionnalisant sont greffés a la matrice POS ou a I'agent chélatant. On
pourra utiliser un couplage classique avec des groupes reactifs présents au niveau des
nanoparticules et de l'agent fonctionnalisant, €ventuellement précédé d'une étape
d'activation. Les reactions de couplage sont connues de 'homme du metier et seront
choisies en fonction de la structure des nanoparticules et des groupements fonctionnels
du ou des agents fonctionnalisant. Voir par exemple, « Bioconjugate Techniques », G.T
Hermanson, Académie Press, 1996, dans « Fluorescent and Luminescent Probes for
Biological Activity », Second Edition, W.T. Mason, ed. Académie Press, 1999. De
preference, ces agents fonctionnalisants sont greffés aux agents chélatants des

nanoparticules.

Selon une variante de l'invention, les nanoparticules peuvent étre fonctionnalisees a leur
surface avec des composes hydrophiles choisis dans le groupe des polyols, les sucres, les
dextranes et leurs melanges. Les glycols, avantageusement le PEG, etant particulierement
preférés. Suivant une alternative, ces composes hydrophiles peuvent étre choisis parmi
ceux qui ont des masses molaires inférieures a 2000 g/mol, de préférence inférieures a
800 g/mol.
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On choisira le ou les agents fonctionnalisants en fonction de 'application envisagee.

L'un des intéréts majeurs des nanoparticules selon l'invention, est qu’elles peuvent étre
utilisees comme agent dimagerie dans des systemes d'imagerie, comme par exemple
I'IRM, la scintigraphie TEMP, la scintigraphie TEP, I'imagerie par fluorescence, I'imagerie

aux rayons X.

De préférence, les nanoparticules selon l'invention, ont une relaxivité (r;) par ion M™
supérieure a 5 mM™’ d'ion M"".s™, préférentiellement 10 mM™ d'ion M™.s? pour une
frequence de 20 MHz. Par exemple, elles ont une relaxivité (r;) par nanoparticule compris
allant de 50 a 5000 mM™.s. Par exemple, ces nanoparticules ont une relaxivité (r,) par
ion M"" a 60 MHz qui est supérieure ou égale a la relaxivité (r;) par ion M"™ a 20 MHz. La
relaxivité (r;) considérée ici est une relaxivité par ion M"™ (par exemple Gd’"). r; est

extrait de la formule suivante : 1/T; = [1/T{]eau+ r1[M"].

T1 correspond au temps de relaxation longitudinal exprime en seconde (s). Il s’agit du
temps au bout duquel I'aimantation basculée dans le plan lors d'une excitation de
résonance magnetique nucléaire (RMN) revient a son état d’équilibre, par interactions
dipolaires spin réseau avec les noyaux voisins (i.e. spins de |'eau). Par définition T, est
'intervalle de temps (en milliseconde ou seconde) correspondant a la récupeération de
63% de la magnétisation longitudinale initiale. T; dépend des proprietés des noyaux
d’hydrogene contenus dans les différents tissus. T; varie selon les tissus.

[1/T1]eau COrrespond au temps de relaxation longitudinal de |'eau sans agents d'imagerie.
Cela correspond a l'inverse du temps de relaxation longitudinal en absence d’agent
d'imagerie, exprimé en seconde™ (s™).

r; correspond au taux de relaxation, exprimé en s™. Cette valeur correspond au retour du
spin du proton a son état antérieur, i.e. apres |I'excitation par I'impulsion RF.

[M™*] correspond a la concentration en ion métallique, exprimée en mM™.

ri[M™] correspond a la relaxivité longitudinale de Iion métallique exprimée en mM™.s™ ou
en M'.s? Cette valeur refléte I'efficacité d’un agent d'imagerie IRM de type T, normalisé
avec la concentration en ion metallique. On définit aussi la relaxivité r, en considéerant

dans la formule le temps de relaxation T2.

A titre indicatif, il est également possible de calculer le rapport r,/r; qui doit étre proche

de 1 pour assurer la qualité d’agent de type T, en IRM.
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Dans une variante, les nanoparticules ont un rapport massique en ion métallique IRM T;
de type lanthanide, de préférence en Gd>*, supérieur ou égal a 5%, par exemple allant de
5% a 50%. Le rapport massique en ions metalliques correspond a la masse en ions

metalliques par rapport a la masse de la nanoparticule.

Plus de details concernant ces nanoparticules ultrafines, leurs procédes de synthese et
leurs applications figurent dans la demande de brevet WO02011/135101, qui est
incorporee par reférence, et dans la publication Mignot et al (A Top-Down Synthesis
Route to Ultrasmall Multifunctionnal Gd-Based Silica Nanoparticles for Theranostics
Applications, Chem. Eur. J., 2013, 19, 6122-6136), qui est €galement incorporée par

reférence.

Selon l'invention, les nanoparticules selon linvention présentent un diametre moyen
hydrodynamique moyen inférieur a 10 nm, avantageusement inférieur a 5 nm, par
exemple allant de 1 a 5 nm. Ce tres faible diametre permet une excellente répartition des

nanoparticules dans les reins et donc la detection fiable d’une dysfonction renale.

La distribution de taille des nanoparticules est par exemple mesurée a l'aide d'un
granulometre commercial, tel qu'un granulometre Malvern Zéta sizer Nano-S base sur la
PCS (Photon Correlation Spectroscopy). Cette distribution est caractérisée par un diametre

hydrodynamique moyen.

Au sens de l'invention, par « diametre hydrodynamique moyen» on entend la moyenne
harmonique des diametres des particules. Une méthode de mesure de ce parametre est

également décrite dans la norme ISO 13321: 1996.

L'invention vise e€galement l'utilisation des nanoparticules selon l'invention, comme agent
d'imagerie dans le diagnostic /7 vivo d'une dysfonction rénale, par exemple une fibrose
renale et/ou une insuffisance renale, chez ’homme ou I'animal. La dysfonction rénale peut
egalement étre une diminution de la fonctionnalité renale, en particulier une diminution
de la fonction tubulaire et/ou une diminution de la filtration glomérulaire. La dysfonction
réenale peut évoluer en fibrose rénale. Dans les cas les plus graves, notamment dans les
cas les plus graves de fibrose rénale, la dysfonction rénale évolue en insuffisance rénale,

notamment en insuffisance rénale chronique.

L'invention vise egalement ['utilisation des nanoparticules selon l'invention, pour la
préparation d'une composition destinée au diagnostic d'une dysfonction rénale, par

exemple une fibrose rénale, par exemple une insuffisance renale, chez 'homme ou



10

15

20

25

30

CA 03011160 2018-07-06

WO 2017/121858 12 PCT/EP2017/050682

'animal. La fibrose reénale peut étre liee a une atteinte des tubules rénaux et/ou des
glomeérules.

De preference, la composition est une composition pharmaceutiquement acceptable,
adaptée pour une administration par voie intraveineuse ou par voies aériennes, de

preférence par voie intraveineuse.

Ainsi, l'invention concerne €galement des compositions comprenant des nanoparticules
selon l'Invention. Les compositions comprennent des nanoparticules selon l'invention et un

ou plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables.

L'invention vise €galement une méthode pour diagnostiquer une dysfonction renale /n
vivo chez 'homme ou I'animal auquel ont eté administrées des nanoparticules telles que
definies ci-dessus. Dans un mode de realisation particulier, la méthode comprend les
étapes de :

(1) capture des images par une technique d'imagerie appropriée afin de visualiser

au niveau du rein des nanoparticules selon l'invention ;
(i)  détermination du rehaussement ;
(iii) comparaison du rehaussement determine a I'etape (ii) a un rehaussement de

reférence.

Dans un mode de realisation particulier, la méthode de diagnostic est mise en ceuvre chez
un patient auquel ont déja été administrées lesdites nanoparticules, c’est-a-dire que ladite

méthode de diagnostic ne comprend pas d'étape d’administration desdites nanoparticules.

La comparaison du rehaussement determine a I'etape (ii) a un rehaussement de reference
permet de diagnostiquer la dysfonction rénale, par exemple de diagnostiquer la fibrose

renale, par exemple de diagnostiquer l'insuffisance rénale.

Dans un mode de réalisation particulier, la méthode comprend une capture des images
par IRM (i.e. etape i) et comprend €galement une éetape (iv) mesure de la concentration
en agent dimagerie IRM par des cartographies quantitatives T;. La cartographie
quantitative correspond a une sequence d’acquisition spéecifiqgue déeterminee par 'homme
de metier, caractérisee par une pondération T, adaptée a |I'agent d'imagerie, une rapiditée
d'enregistrement compatible avec la résolution cinétique de I'évolution du signal et la
qualité de resolution spatiale de I'image, une robustesse au mouvement. La cartographie

quantitative peut étre transposée a d’autres techniques d’imagerie appropriees.

Au sens de l'invention, par « rehaussement » ou « rehaussement d’un signal d'imagerie »

on entend la variation du signal dimagerie, par exemple du signal IRM, li€ a l'arrivée de
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'agent d'imagerie dans le tissu d’intérét. Selon I'invention, le rehaussement correspond a
la variation du signal d’'imagerie lie¢ a l'arrivée des nanoparticules au niveau du rein,
avantageusement au niveau du cortex renal, de la médulla rénale interne et/ou de Ia
medulla rénale externe, c'est-a-dire a la difference entre le niveau du signal avant
injection des nanoparticules et le niveau du signal apres injection des nanoparticules. Le
rehaussement est un parametre bien connu de I'homme du meétier. En général, les
dispositifs d'imagerie communément utilisés, par exemple par les dispositifs d'IRM,
proposent des outils de traitement d'images permettant de mesurer le rehaussement du

tissu ou de l'organe etudie.

Le rehaussement obtenu au niveau du rein avec les produits d'imagerie classiguement
utilisés, e.g. le DOTAREM en IRM, ne permet pas de distinguer un rein sain dun rein
atteint d’'une dysfonction reénale. Les inventeurs ont mis en évidence que le rehaussement
des nanoparticules selon linvention au niveau du rein, avantageusement au niveau du
cortex rénal, de la médulla rénale interne et/ou de la médulla rénale externe, permet de
distinguer un rein sain d’un rein atteint de dysfonction renale. Ainsi, les nanoparticules

selon I'invention permettent de diagnostiquer une dysfonction rénale.

Le rehaussement se calcule en faisant le rapport suivant :

r(t) = [S(t) — S0]/S0

r(t) correspond a un taux de rehaussement a un temps t ; SO correspond au niveau de
signal avant l'arrivée de I'agent d'imagerie dans le tissu ou l'organe d'intérét, aussi appelée
niveau de signal précontraste ; S(t) correspond au niveau de signal a un temps t, qui
correspond a un niveau de signal lorsque I'agent d'imagerie se trouve au niveau du tissu
d'interét.
Selon l'invention, la determination du rehaussement se fait par (i) la determination du pic

de rehaussement et/ou (ii) I'obtention d’'une courbe de rehaussement.

Le « pic de rehaussement » correspond au rehaussement maximum obtenu apres
injection de l'agent d’imagerie, c’est-a-dire lorsque le signal dimagerie est maximal.
Géneralement, le temps apres injection au bout duquel est atteint le pic de rehaussement
est commun a tous les individus d'une méme espece. Par exemple chez I'homme, le
temps apres injection pour lequel est atteint le pic de rehaussement est d’environ 10
minutes, par exemple allant de 5 a 15 minutes, par exemple allant de 8 a 12 minutes. Le
temps apres injection au bout duquel est atteint le pic de rehaussement pour une espece

donnée peut facilement étre déeterminé par 'homme du métier, notamment en fonction de
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la région d'intérét observee, par exemple le cortex rénal, les tubules rénaux la meédulla
rénale interne et/ou la médulla rénale externe.

La « courbe de rehaussement » correspond a l'évolution du rehaussement au cours du
temps. A titre d'exemple, les figures 4, 5 et 6 correspondent a des courbes de
rehaussement obtenues au niveau du cortex renal de souris. La courbe de rehaussement
permet de visualiser I'arrivee et I'élimination au cours du temps de l'agent d'imagerie au

niveau du tissu d’intéreét.

Dans un mode de réalisation particulier, le diagnostic de la dysfonction rénale se fait en
comparant le rehaussement a un rehaussement de réeférence. Par exemple, le
rehaussement de reférence correspond au rehaussement d’un rein sain, generalement

similaire pour tous les individus d'une méme espece.

Selon un mode de réalisation particulier, la détermination du pic de rehaussement selon
'invention permet de determiner si le rein est sain ou atteint d’'une dysfonction renale.
Ainsi, une baisse du pic de rehaussement supérieure a 5%, par exemple supérieure a 6%,
7%, 8%, 9% ou supérieure a 10%, par exemple supérieure a 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45% ou superieure a 50% par rapport au pic de rehaussement de reference

est le reflet d'une dysfonction rénale.

Selon un autre mode de réalisation, la courbe de rehaussement peut également donner
des informations exploitables au sens de linvention, e.g. (i) temps de diffusion et (ii)
temps d’élimination de l|'agent d‘imagerie. Ainsi, la courbe de rehaussement peut
permettre egalement de diagnostiquer une dysfonction renale. En particulier, la courbe de
rehaussement est compareée a une courbe de rehaussement de réeference, ladite courbe
de rehaussement de reférence pouvant étre déterminée aisément, par exemple en

mesurant I’evolution du rehaussement au cours du temps chez un individu sain.

Une application particuliere de la présente invention porte sur le suivi de l'efficacite
thérapeutique d'un traitement chez I'homme ou l'animal, par exemple d'un traitement
d’'une dysfonction rénale, en particulier d'un traitement d’une fibrose renale, en particulier
d’'un traitement d’une insuffisance renale. Ainsi, l'invention vise une méethode de suivi de
'efficacité thérapeutique d'un traitement dune dysfonction rénale chez I'homme ou
'animal auquel ont eté administrées des nanoparticules selon l'invention, en particulier
d’'une fibrose rénale, en particulier une insuffisance renale, ladite méthode comprenant les
etapes suivantes :

(1) on capture des images par une technique d'imagerie appropriee afin de

visualiser au niveau du rein des nanoparticules selon l'invention,
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(i) on détermine le rehaussement ;

(i)  on repete les étapes (i) et (ii) au cours du traitement du sujet, autant que
necessaire ;

(iv)  on deduit I'efficacité therapeutique du traitement en comparant I'évolution du

rehaussement au cours du traitement.

L'invention vise egalement une meéthode de suivi de l'efficacité therapeutique d’un
traitement d’une dysfonction rénale chez 'homme ou I'animal qui comprend les étapes
sulvantes :
(i) on administre au patient, des nanoparticules selon l'invention, a titre d’agent
d'imagerie,
(i) on capture des images par une technique d'imagerie appropriee afin de
visualiser au niveau du rein lesdites nanoparticules
(i)  on détermine le rehaussement ;
(iv)  on repete les étapes (i) et (iii) au cours du traitement du sujet, autant que
necessaire ;
(V) on déduit I'efficacité therapeutique du traitement en comparant I'évolution du

rehaussement au cours du traitement.

Ainsi, on peut suivre l'évolution de la dysfonction rénale au cours du temps, avant,

pendant, et apres le traitement du patient.

Dans un mode de realisation particulier, le rehaussement est déeterminé avant, pendant
et/ou apres le traitement. Cela permet de comparer I'évolution du rehaussement au cours
du traitement de la dysfonction rénale. Selon un mode de réalisation prefere, on compare
'evolution du rehaussement par rapport au rehaussement determineé avant le traitement,
considere alors comme le rehaussement de reférence. Ainsi, le suivi du rehaussement
permet de suivre l'efficacité thérapeutique d'un traitement d’'une dysfonction rénale chez

'homme ou l'animal.

Selon un mode de réalisation particulier, la détermination du pic de rehaussement avant,
pendant et/ou apres le traitement permet de déterminer l'efficacite thérapeutique du
traitement d'une dysfonction rénale. Ainsi, une augmentation du pic de rehaussement
supérieure a 5%, par exemple supérieure a 6%, 7%, 8%, 9% ou superieure a 10%, par
exemple supérieure a 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% ou superieure a 50% par
rapport au pic de rehaussement de référence reflete l'efficacité thérapeutique du

traitement de la dysfonction rénale.
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La courbe de rehaussement peut €galement donner des informations exploitable au sens
de l'invention, e.q. (i) temps de diffusion et (ii) temps d’élimination de |I'agent d’'imagerie.
Ainsi, la courbe de rehaussement peut également permettre de deduire [l'efficacite
thérapeutique du traitement dune dysfonction rénale. En particulier, la courbe de
rehaussement est comparee a une courbe de rehaussement de référence, par exemple a

la courbe de rehaussement déterminée avant traitement.

Dans un mode de réealisation préfere, les nanoparticules selon I'invention sont visualisées
au niveau du cortex renal, de la médulla rénale interne et/ou de la medulla rénale
externe. Les inventeurs ont en effet montré que la visualisation des nanoparticules selon
invention au niveau du cortex rénal permet une détermination optimale du
rehaussement, et ainsi permettre un diagnostic precis de la dysfonction renale ou un suivi

precis de l'efficacité thérapeutique du traitement d’une dysfonction rénale.

L'invention porte €galement sur une methode pour traiter une dysfonction rénale chez
'homme ou I'animal, comprenant les étapes suivantes:
(i) administrer des nanoparticules selon l'invention a un homme ou un animal par
voie intraveineuse a une dose comprise dans la gamme allant de 5 pmol/kg a
50 umol/kg ;
(i) capturer des images par une technique d'imagerie appropriee afin de visualiser
au niveau du rein lesdites nanoparticules, de preférence de 0 a 24 heures apres
'étape d’administration ;
(i11) mesurer le rehaussement ;
(iv) lorsque la mesure de |'étape (iii)) permet de diagnostiquer une dysfonction

renale, instaurer un traitement approprié chez ’homme ou I'animal.

b

Dans un mode de realisation particulier, le traitement approprié correspond a
'administration d’une quantité suffisante d'un médicament permettant de traiter Ia
dysfonction rénale.

En particulier, le traitement approprié peut étre choisi parmi les traitements suivants ou
une combinaison de ceux-ci :

- Les traitements standards des pathologies induisant une dysfonction rénale, par
exemple les traitements du diabete, de I'hypertension ou des maladies auto-
Immunes ;

- Les inhibiteurs du systeme rénine angiotensine (RSA), par exemple les

antihypertenseurs antagonistes des recepteurs de langiotensine II ou les
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inhibiteurs de I'enzyme de conversion responsable de la production d’angiotensine
II ;

- Les inhibiteurs de cytokines profibrosantes, par exemple les inhibiteurs de TGF-3,
CTGF, PDGF, comme la Pirfenidone (développé par Roche-InterMune), le FG-3019
(developpée par FibroGen/BMS), le Fresolimumab (développée par Sanofi), le THR-
184 (développé par Thrasos therapeutics) ;

- D’autres moléecules avec difféerents modes d’action, par exemple l'inhibiteur de NOX
KGT1377831 (développé par Genkyotex), I'inhibiteur de CCR2 CCX-140 (développée
par Chemocentryx), l'inhibiteur de ALK5 SB525334 (développe par GSK), l'anti
a5B6 integrin  STX-100 / Biogen Idec, ou linhibiteur de LPA1 BMS-986020
(developpée par BMS) ;

- La dialyse ou la transplantation rénale.

Dans un mode de realisation particulier, I'étape (ii) de capture des images par une
technique d'imagerie appropriee est réalisee toutes les 3 minutes de 0 a 40 min puis

toutes les 4h jusqu’a 24h.

Dans un mode de réalisation particulier de l'invention, I'étape de mesure du rehaussement
est pratiquee sur un seul rein ou sur les deux reins. En particulier, le rehaussement peut

étre mesurée pour chacun des reins.

Lorsque Iion métallique est le gadolinium (Gd>"), les nanoparticules selon I'invention sont
administrees par voie intraveineuse a une dose inférieure a 0,1 mM de Gd/kg. Dans un
mode de realisation particulier, les nanoparticules sont administrées a une dose comprise
de 0,001 a 0,1 mM de Gd/kg, avantageusement de 0,01 a 0,05 mM de Gd/kg,
avantageusement de 0,01 a 0,02 mM de Gd/kg, avantageusement a une dose de 0,017
mM de Gd/kg.

Les nanoparticules selon l'invention peuvent étre administrées par voie systémique,
avantageusement par voie intraveineuse ou par voie aerienne. La demande de brevet
WQ02013/153197 décrit l'administration de nanoparticules ultrafines par les voies
aerienne, lesdites nanoparticules etant capables de diffuser dans la circulation sanguine

avant d’étre éliminées par le rein.

Dans un mode de realisation particulier de la méthode de suivi de Iefficacite
thérapeutique d'un traitement d’'une dysfonction rénale selon linvention, la mesure du
rehaussement permet de definir I'Arterial Input Function (AIF). Dans ce mode de

réalisation particulier, I’AIF (par exemple I’AIF spécifique en entrée du rein) permet de
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déduire l'efficacite therapeutique du traitement en comparant I'évolution de I'AIF au
niveau du rein au cours du traitement.

L'’AIF (ou fonction d’entrée artérielle) consiste a enregistrer le rehaussement du signal
IRM artériel lors de l'injection de I'agent dimagerie, elle est ici mesurée spécifiquement
sur |'artere alimentant l'organe étudi€, ici le rein, et avec une résolution temporelle

d’acquisition elevee de l'ordre de la seconde.
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Legendes des figures

Figure 1. Représentation schématique d’une nanoparticule selon linvention. Cette
nanoparticule comprend une matrice polyorganosiloxane sur laquelle sont greffées 6
agents chélatants de type DOTAGA, 6 agents chélatants ayant chélaté des ions

Gadolinium Gd*>*.

Figure 2 . Image de coupes longitudinales en SPECT/CT d’une souris ¢57BIl/6] male 15
minutes apres injection intraveineuse des nanoparticules obtenues suivant I'exemple 1 et
couplées a de l'indium 111. K correspond au rein ; B correspond a la vessie. Ces images
montrent que les nanoparticules sont eliminées par les reins et ne s'accumulent pas dans

le foie.

Figure 3 : imagerie de fluorescence par reflectance de souris femelles “swiss nude” avant
(gauche) et apres (droite) I'administration intraveineuse des nanoparticules obtenues
suivant I'exemple 1 et couplées a un fluorophore de type Cy5.5. K correspond au rein. Ces
images montrent que les nanoparticules sont €liminees par les reins et ne s'accumulent

pas dans le foie.

Figure 4: comparaison du rehaussement obtenu par IRM apres administration
intraveineuse (1) de nanoparticules obtenues suivant I'exemple 1 ou (ii) de nanoparticules
DOTAREM chez une souris saine ou une souris UUQO. Les resultats montrent que les
nanoparticules DOTAREM ne peuvent pas discriminer entre rein sain et rein lese alors
qu’une différence significative est obtenue avec les nanoparticules obtenues suivant

'exemple 1.

Figure 5 : cinétique de la mesure du rehaussement au niveau du cortex renal par IRM
apres administration par voie intraveineuse de nanoparticules DOTAREM (10 mM). Les
courbes obtenues montrent que le profil de rehaussement est similaire entre rein UUO
(rein lése) et rein reférence (rein sain). Les resultats montrent que les nanoparticules

DOTAREM ne peuvent pas discriminer entre rein sain et rein léseé.

Figure 6 : cinétique de la mesure du rehaussement au niveau du cortex renal par IRM
apres administration par voie intraveineuse de nanoparticules obtenues suivant I'exemple
1 (5 mM). Les courbes obtenues montrent que le profil de rehaussement est
significativement different entre rein UUO (rein lése) et rein référence (rein sain). Les
resultats montrent que les nanoparticules obtenues suivant |'exemple 1 peuvent

discriminer entre rein sain et rein lése.
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Figure 7. Images obtenues pour visualisation de nanoparticules obtenues suivant
'exemple 1 (nanoparticules AGuIX) dans les reins par LIBS (Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy). Le LIBS permet de visualiser les atomes de gadolinium provenant des
AGuUIX, representés en vert, et ceux de sodium (en rouge) répartis de maniere homogene
dans le tissu. Les résultats montrent que le rein déficient ne retient pas ou retient peu les

nanoparticules, ce qui est en accord avec les résultats obtenus par IRM /n vivo.

Figure &: Images histologiques obtenues en Microscopie Photonique confocale
permettant de visualiser des selon l'invention greffées avec un chromophore Cy5.5 (i.e.
nanoparticules AGuIX greffées avec un chromophore Cy5.5, en rouge) dans les cellules
tubulaires rénales. Les nanoparticules sont accumulées dans les tubules rénaux, etape
transitoire prealable a leur élimination.

Figure 9. Images obtenues par IRM dynamique des reins d’une souris (1 rein UUO et 1
rein normal) avant et apres injection de nanoparticules selon l'invention. Les résultats
montrent que le rein déficient ne retient pas ou retient peu les nanoparticules selon
'invention. Ainsi, les images montrent que le rehaussement au niveau du cortex réenal du
rein de reférence est beaucoup plus important qu’au niveau du cortex renal du rein UUO.
Figure 10 A: cinetique de la mesure du rehaussement au niveau du cortex renal par IRM
DCE a haute resolution temporelle et traitement des données par la methode 3TP
améliorée biostatistiques Mann Whitney apres administration par voie intraveineuse de
nanoparticules DOTAREM (10 mM). Les courbes obtenues montrent que le profil de
rehaussement est similaire entre rein UUO (rein lese) et rein réference (rein sain). Les
resultats montrent que les nanoparticules DOTAREM ne peuvent pas discriminer entre

rein sain et rein lésé.

Figure 10 B : cinétique de la mesure du rehaussement au niveau du cortex rénal par IRM
DCE a haute résolution temporelle et traitement des données par la methode 3TP
améliorée biostatistiques Mann Whitney apres administration par voie intraveineuse de
nanoparticules obtenues suivant I'exemple 1 (5 mM). Les courbes obtenues montrent que
le profil de rehaussement est significativement différent entre rein UUO (rein l€sé) et rein
reférence (rein sain). Les résultats montrent que les nanoparticules obtenues suivant

'exemple 1 peuvent discriminer entre rein sain et rein Iese.

Figure 11 : Suivi par imagerie optique en fonction du temps de la prise de contraste de

’Agent AGUIX-Cyanin 5 par le rein lése (UUQO) versus le rein contralatéral non lesé.
Figure 12 : Profil de la fonction artérielle d’entrée AIF obtenu avec Dotarem.

Figure 13 : Profil de la fonction artérielle d’entrée AIF obtenu avec AGUIX.
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Exemples

Exemple 1 : Préparation de nanoparticules de type DOTAGA
Synthese des nanoparticules

Une solution a été préparée en dissolvant 167,3 g de [GdCl;, 6 H,0] dans 3 L de
diethylene glycol (DEG) a tempeérature ambiante. Le mélange a ensuite été mis sous
agitation pendant 3 heures a 140°C. On a ensuite ajoute 44,5 mL de soude a 10 M puis
chauffé 5 heures sous agitation a 180°C pour obtenir la solution A. Les coeurs d’oxyde de
gadolinium obtenus dans la solution A présentent un diametre hydrodynamique de 1,7

+(0.5 nm.

La couche de polysiloxane a été obtenue par procedé sol-gel (i.e. par réactions
d’hydrolyse condensation en conditions basiques obtenues par ajout de précurseurs
organosilane). Dans un premier temps, une premiere solution contenant 1,6 L de DEG,
51,4 mL de tetraethoxysilane (TEOS) et 80,6 mL d’aminopropyltriethoxysilane (APTES) a
ete ajoutee lentement (i.e. en 96 heures) a la solution A a une tempeérature de 40°C. Une
heure apres 'addition de la premiere solution, une seconde solution contenant 190 mL de
DEG, 43,1 mL deau et 6,9 mL de triethylamine (TEA) a été ajoutée sous agitation
pendant 96 heures a 40°C. A la fin de la réaction, le mélange a éeté laisse sous agitation
72 heures a 40°C puis 12 heures a température ambiante pour obtenir la solution B. Les
coeurs d'oxyde de gadolinium recouverts de polysiloxane de la solution B présentent un
diametre hydrodynamique de 2,6 £ 1,0 nm.

163,7 g de DOTAGA anhydre ont eté ensuite ajoutes a la solution B. La solution résultante
a eté laissée sous agitation 72 heures a température ambiante pour obtenir la solution C
qui contient des nanoparticules comprenant un cceur d'oxyde de gadolinium recouvert de

polysiloxane sur lesquelles sont greffés des groupements DOTAGA.

Purification

17,5 L d’acétone ont eté ajoutés a la solution C pour précipiter les nanoparticules qui ont
ete recupéerees par filtration sous vide. Les nanoparticules ont ensuite ete redispersees
dans de |'eau et placées a pH 2 pendant 1 heure. L'acétone restante a ete evaporee. Les
nanoparticules ont ensuite été purifiees par filtration tangentielle sur une membrane de 5
kDa avant |'ajout de soude pour obtenir un pH de 7,4. Le passage dans l'eau et la
purification dans I'eau a entraine la dissolution du coeur d'oxyde de gadolinium. Cette

dissolution du coeur d’oxyde de gadolinium est favorisée par la présence des groupements
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chelatants greffés a la matrice polysiloxane de la nanoparticule qui complexent le
gadolinium libéré par la dissolution du cceur. Une fois le coeur dissous, la coquille de
polysiloxane s’est fragmentée en nanoparticules ultrafines constituees d’'une matrice de
polysiloxane sur laquelle sont greffés des DOTAGA qui ont chélaté du gadolinium. La
solution ainsi obtenue a ensuite éte filtree deux fois par un filtre de 1,2 ym puis par un
filtre de 0,2 pm afin dé€liminer les impuretes les plus massives. Les nanoparticules ainsi
obtenues présentent un diametre hydrodynamique de 2,2 + 1.0 nm, une relaxivite
longitudinale de 11,5 mmol™.L.s* & 60 MHz et a 37°C. Environ 50 grammes de

nanoparticules ont été obtenues a la fin de la synthese.

Exemple 2 : Elimination des nanoparticules par le rein

Protocole d'imagerie élémentaire LIBS (Laser induced breakdown spectroscopy)
Les nanoparticules obtenues suivant l'exemple 1 ont été administrées par voie
intraveineuse a des souris anesthésiees (8 mg/souris). Celles-ci ont ensuite été sacrifiées

a 15 min et a 1h30 afin de permettre le prélevement des reins.

Les reins ont éte perfuses et fixés dans un tampon glutarahdehyde 2% prépare dans une
solution de cacodylate de sodium a 0,1M (pH 7,4) pendant une nuit, a 4°C.

Puis les reins ont été rincés dans une solution de cacodylate de sodium a 0,2M (pH 7,4).
Apres fixation, les reins ont éte déshydratés par differents bains d’éthanol de
concentration croissante de 30% a 100% d’éthanol comme suit : 30%, 50%, 70%, 80%,
95%, 100%, 100%, 100%. Chaque bain a duré 30min.

Puis les reins ont été plonges dans une solution d’oxyde de propylene / éthanol 100%
(1:1) pendant 30 min, puis dans 2 bains d’oxyde de propylene (30min chacun).

Lors de l'impregnation, les reins ont été plongés dans differents bains d‘oxyde de
propylene et de résine EPON de 4 heures a 1 nuit selon les ratios (2:1), (1:1), (1:2),
(0:1), (0:1).

Puis les reins ont été plongés dans un mélange d’EPON fraichement préparé et contenant
le durcisseur et places a I'étude a 56°C pendant 72h.

L'échantillon peut alors étre prépare pour |'analyse LIBS par coupe et polissage de la
surface du rein.

Les résultats sont présentés sur les figures 7 et 8.

Conclusion : le rein déficient ne retient que tres peu les nanoparticules a I'inverse du rein

fonctionnel qui retient les nanoparticules.
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Exemple 3 : Mesure du rehaussement au niveau du rein par IRM : comparaison entre des

nanoparticules selon l'invention (nanoparticules AGUIX) et les nanoparticules de l'art

anterieur (DOTAREM).

Les images ont été acquises avec un spectrometre imageur 7T 300 MHz, équipé d'une
bobine radiofrequence 1H lin€aire dédiee pour la souris (Bruker, Karlsruhe Allemagne).

Les études IRM dynamique de capture et relargage des nanoparticules dans les tissus ont
éte réalisées in vivo et ont permis de déterminer I'évolution du rehaussement au niveau

du rein.

Toutes les manipulations des animaux ont eté realisée en conformité avec les directives
institutionnelles de protocole animal en place a I'Université Paris Descartes, saisine
CEEA34.15.142.1 et approuve par le Comité de recherche animale de I'Institut, ainsi que
les protocoles ethiques de la société concernant les inductions des souris. Les relaxivités
en solutions ont eté préalablement mesurées a 7T pour préparer la concentration finale

d’injection.

Des souris femelle de type BalbC/JR] de 8 semaines (n=6) ont éte traitees UUO au niveau
d’'un seul rein, i.e. chaque souris comporte un rein lése (rein UUO) et un rein sain (rein
reféerence). Les souris ont été anesthesiees par inhalation d‘isoflurane
(1,5% d'air / O, 0,5 / 0,251 / min) et placées dans un berceau de contention dedie. Les
parametres respiratoires physiologiques ont été mesurés tout au long des études IRM par
un systeme de capteurs respiratoires amagnetiques (societé SAM, US) et le maintien de la

tempeérature corporelle a été assure par un chauffage au coeur du berceau.

Deux solutions ont €teé préparees :

- Solution selon l'invention : 100 ul d’agent dimagerie solubilisé dans une solution
saline a 0,9%, avec une concentration de 5 mM en agent d'imagerie AgulX (i.e. les
nanoparticules obtenues suivant I'exemple 1).

- Solution selon l'art antérieur : 100 pl d’agent d'imagerie solubilise dans une
solution saline a 0,9%, avec une concentration de 10mM en agent d'imagerie
DOTAREM.

Les solutions ont été administrées a des souris par voie intraveineuse via la veine caudale
grace a un cathéeter (specifiquement elaboré pour une utilisation non magnétique; calibré

avec volume mort connu), alors que la souris se trouvait dans le scanner.
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Pour les etudes de reproductibilite, 100uL d’une la solution de nanoparticules AGuIX a
5mM a éte administrée aux 6 souris (le rein sain étant le rein de référence ou réf., et le

rein lése étant le rein UUO)

Le protocole d’acquisition original a éte deéveloppé avec le logiciel Paravision 5.1.

Une séquence améliorée de contraste dynamique DCE a été enregistrée a I'aide de d'une
sequence specifique supprimant les artefacts libres de mouvement en post traitement
avec un TR de 100 ms et un TE de 4ms et un angle de basculement de 80 © pour assurer
une pondération IRM T;. Un champ de vue (FOV) de 3 cm x 3 cm et une matrice finale de
256 par 256 points. 4 tranches d'une epaisseur de 1 mm, ont €té choisies ce qui donne
une resolution spatiale planaire de 117um x 117um. Le temps total d’'une acquisition par
image a été de l'ordre de 3 min 14sec. Enfin, une version allongée de la séquence basee
sur la reépétition de la séquence précedente a ete utilisee pour le suivi dynamique pour

obtenir la méme résolution temporelle en un temps de cycle de 40 min a 4h.

Apres 'acquisition des images, un traitement des images a été effectué en délimitant des
regions renales d’intérét dans les zones corticales, meédullaires ou autres. Les intensites
obtenues au niveau de la zone corticale ont éte reportées sur un fichier Excel et le
rehaussement (So — S) / Sy a éte reporteé sur un graphique en fonction du temps (min)

auquel I'image a éteé acquise. Les résultats sont présentés aux figures 4 a 6 et figure 10.

Sur les figures, le terme « SHAM » correspond a un lot de souris non UUO, de méme fond
genetique. Le terme « contra UUO » correspond au rein contralatérale non pathologique
des souris UUO qui sert de référence de rein sain. Par souci de rigueur, pour vérifier que
le rein contralatéral ne subissait pas de surcompensation, un lot de souris témoin non
induite UUO a ete etudie (souris SHAM), confirmant que les resultats obtenus avec les
reins de souris SHAM sont identiques aux resultats obtenus avec le rein contralatéral
UUO.

Conclusion : Les nanoparticules selon l'invention permettent de difféerencier, de maniere
significative, la fonctionnalité rénale entre un rein sain et un rein obstrué. Le DOTAREM
ne permet pas de differencier, de maniere significative, la fonctionnalité rénale d’un rein

sain et d’un rein obstrué.

Exemple 4 : Méthode IRM de perfusion a haute résolution temporelle pour Ia
caractérisation d’'une pathologie rénale : comparaison entre des nanoparticules selon

'invention (nanoparticules AGuIX) et les nanoparticules de I'art antérieur (DOTAREM).
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La méthode d’IRM de perfusion DCE ‘Dynamic Contrast Enhanced’ classiquement utilisée
en imagerie IRM de la fonction rénale consiste a acquérir des cinetiques d'images IRM
avec une resolution temporelle de 1s a 10s dans la litterature. Elle fournit des profils
cinétiques de rehaussement du signal correspondant a l'arrivee immediate de l'agent
d'imagerie dans le tissu, notamment pour sonder le premier passage glomerulaire. Ces
courbes dynamiques sont traitées numeériquement a partir de modeles
pharmacocinetiques et fournissent des informations concernant la microvascularisation
telles que les flux sanguins, fractions de volume sanguin, permeabilité vasculaire, volume
extracellulaire... Toutefois, ces résultats manquent de reproductibilité et nécessitent des
modélisations personnalisées dont il n‘existe pas de consensus actuellement. Il n'existe
actuellement finalement aucun agent de contraste idéal pour I'évaluation de la fonction
renale. Une meilleure adéquation doit étre trouvee entre le phénomene physiologique
d'intérét et les caractéristiques pharmacocinéetiques de l'agent. Nous proposons dans
notre cas de developper la methode IRM DCE a haute résolution temporelle avec I'agent
AGUIX pour améliorer le diagnostic d'une dysfonction renale sur le modele d’obstruction
uréterale UUO chez la souris.

Le modele UUO est induit par clampage de l'uretere droit de souris BalbC/JR] femelle
selon un protocole de la littérature et caracterise biochimiguement. Toutes les
manipulations des animaux ont eté réalisees en conformité avec les directives
institutionnelles de protocole animal déecrites dans I'exemple 3.

Des souris femelle de type BalbC/JR] de 8 semaines (n=6) ont ete traitées UUO au niveau
d’'un seul rein, i.e. chaque souris comporte un rein lése (rein UUO) et un rein sain (rein
reférence). Un lot de souris sham permet de vérifier la validité de la référence
contralatérale avec la méthode IRM développée. 2 lots de n=6 souris et n=6 shams ont
éte etudiés par IRM dynamique 3 jours apres induction.

Le protocole d’acquisition DCE IRM consiste a injecter les deux types d’agents d’imagerie :
DOTAREM de réeference et AGuIX, a savoir :

- Solution selon l'invention : 100 pl d’agent d'imagerie solubilise dans une solution
saline a 0,9%, avec une concentration de 5 mM en agent d'imagerie AgulX
- Solution selon I'art anterieur : 100 pl d’agent d'imagerie solubilise dans une
solution saline a 0,9%, avec une concentration de 10mM en agent d'imagerie
DOTAREM.

Le protocole d’administration est celui de I'exemple 3.
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Le protocole d’acquisition IRM proprement dit consiste a enregistrer des images
sequentielles par la séquence IRM FLASH pondéree T1 (TR= TE=2,2ms, Résolution
Spatiale 117x310um?2), résolution temporelle 2,55 durant 10 min avec 20s de
precontraste. La figure 10 montre les profils de rehaussement pour les 2 agents, dans le
rein lese UUO et controlatéral de réference. Une cartographie T1 pour vérifier la

concentration en Agent Gd IRM est enregistree.

La méthode de traitement numérigue issue de la methode dite 3TP, Three Time
Points, consiste a définir 3 points principaux : intensité de reférence de base, point
d’intensité maximum de rehaussement, temps de clearance final et de calculer les pentes
de capture et de relargage de I'agent. Ensuite, une étude biostatistique de Mann-Whitney
est appliquée sur les parametres de pentes calculées pour chacune des 6 souris, et pour

chaque agent d'imagerie.

Méthode collective moyennée conduisant a la valeur de T1max :
a) Recherche du temps T correspondant au maximum dans la moyenne
globale des intensitées IRM de DCE
b) Imposer ce max a chaque profil de rehaussement comme Tmax
c) Prendre la moyenne de 6 valeurs de rehaussement autour de la valeur
indexee.
Conclusion : Le diagnostic propose par la méthode IRM a haute reésolution temporelle sur
le modele UUO est meilleur avec I'agent AgulX car le différentiel dans l'impact sur le
signal IRM DCE li¢ a la perfusion, entre I'état de rein sain et pathologique pouvant étre
obtenu est sensiblement supérieur, la diminution est de 350% ou un facteur 3,5 avec
'AguiX alors gu'elle n'est que de 100% ou facteur 2 avec le DOTAREM. Ce différentiel plus
eleveé obtenu avec I'AGulX permet un meilleur diagnostic de la pathologie rénale avec

'agent d'imagerie AGuIX.

Exemple 5 : cinétigue de AGUIX en imagerie optique sur souris traitées UUO

Des souris femelle de type BalbC/JR] de 8 semaines (n=6) ont éte traitées UUO comme

décrit dans I'exemple 3.

Solution préparee : 100 pl dagent dimagerie solubilise dans une solution saline de
chlorure de sodium a 0,9%, avec une concentration de 10 mM en agent dimagerie AguIX

couplé a un fluorophore cyanine 5.5, Cy5.5 (AguIX-Cy5.5).
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Apres anesthésie des souris par injection de ketamine, un cathéter a eté posé dans la
veine de la queue et I'agent a eté injecté. Le suivi dynamique a ete realisé avec la caméra
Fluobeam au niveau du rein. Les longueurs d‘onde et les parametres qui ont ete utilises
sont: Excitation 680nm et Emission >700nm ; Temps d’exposition : 50 ms ; Intervalle
entre les images : 2sec. Les données ont été traitées avec Imagel avec une ROI de

méme taille pour tous les reins puis, en utilisant le calcul suivant
Rehaussement= (RawIntDen (t)- RawIntDen (t0))/ RawIntDen (t0)

La figure 11 represente la cinetique d’arrivee de I'agent d’imagerie dans les reins pendant

les 5 premieres minutes (n=6 reins par condition).

Conclusion : les resultats obtenus confirment les resultats IRM prealablement obtenus
avec I'agent AGUIX non couplé a cyanine 5.5. Les résultats montrent €également que des
resultats similaires peuvent étre obtenus par deux modalités d'imagerie différentes avec
'agent AGUIX comportant la fonctionnalité d'imagerie requise. Il est possible de
diagnostiquer la pathologie UUO rénale en utilisant aussi I'imagerie optique /7 vivo en
methode d’acquisition dynamique comme cela a ete développe en IRM, connu comme

etant la méthode de référence quantitative en perfusion.

Exemple 6 : Diagnostic d’'une thérapie contre une pathologie rénale dysimmune par IRM

moléculaire avec AgulX - Suivi de l'efficacité thérapeutique

Modele IRM et traitement d'image

La methode de perfusion DCE a haute resolution temporelle de période 2,55 pendant
10min, avec injection de I'agent d’imagerie en bolus 100ul a 5 nM (méethode décrite dans
'exemple 4) a eté appliqueée sur un autre modele de dysfonction rénale glomérulaire et

tubulaire, i.e. modele induit par injection d’anticorps anti-gbm de la littérature.

Le protocole d’acquisition DCE IRM consiste a injecter les deux types d’agents : DOTAREM
de réference ou AGUIX, a savoir :
- Solution selon l'invention : 100 pl d’agent d'imagerie solubilise dans une solution

saline a 0,9%, avec une concentration de 5 mM en agent d'imagerie AgulX, et
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- Solution selon l'art antérieur : 100 pl dagent d'imagerie solubilis€ dans une
solution saline a 0,9%, avec une concentration de 10mM en agent d'imagerie
DOTAREM.

Le protocole d‘acquisition IRM proprement dit consiste a enregistrer des images
sequentielles par la séquence IRM FLASH pondéréee T1 (TR= TE=2,2ms, Résolution
Spatiale 117x310um?2), resolution temporelle 2,5s environ 120s avec 20s de précontraste.
La figure 12 montre les profils de rehaussement mesures sur l'artere rénale sur les images

dynamiques enregistrees, |'AIF, pour les 2 agents.

Le traitement des données correspond a comparer le rapport du rehaussement
maximal entre les données AIF de reins pathologiques vehicule et pathologiques apres

thérapie.

Le modele de dysfonction rénale glomerulaire et tubulaire est obtenu par injection 1V de
serum d’anticorps Probetex, PTX-001S sur souris male CBA age de 6 a 8 semaines, ciblant
la membrane basale glomérulaire et induisant une lésion du glomérule dont la capsule
prend la forme de croissant et s‘atrophie, des kystes apparaissent, une inflammation et
des marqueurs biochimiques en proteinurie (augmentation du taux albumine/créatinine)

et augmentation de myofibroblastes par dosage alpha SMA.

La thérapie a été obtenue en utilisant un anti-inflammatoire de Méthyl Prednisolone

hémisuccinate injecté par voie intra péeritoneale 25mg/kg 2 fois par semaine.
L'imagerie a été effectuee a j7 et j14 post induction de la pathologie.

Le modele pathologique est caractérisé et diagnostiqué par la méthode de perfusion DCE

haute résolution temporelle decrite a I'exemple 4.

Un parametre additionnel correspondant a l'arrivée du traceur dimagerie dans l'organe,
i.e. fonction d'entrée artérielle AIF ‘Arterial Input Function’, a aussi eté enregistre.
Mesurée en entrée de l'organe étudiee, elle I’AIF en entrée du rein est indicatrice de la
fonctionnalité. Le profile est enregistré sur I'image IRM anatomique au niveau du point
artériel renal sur les images dynamiques acquises a haute résolution temporelle DCE

proposee.

Le parametre AIF a permis notamment d’évaluer le suivi de l'efficacite d’'une thérapie.

Résultats : les figures 12 et 13 montrent que l'efficacité d'une therapie diagnostiquée par

imagerie IRM /n vivo est observeée uniquement avec l'agent aGulxX en mesurant le

parametre AIF en entrée du rein. En effet, I'AIF est identique avec le DOTAREM entre le
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pool de souris témoin (souris véhicule) et les souris traitées avec |'anticorps anti-gbm
(souris MP), alors qu’il est different, et beaucoup plus éleve avec I'agent AGuUIX chez les

souris traitées avec I'anticorps anti-gbm (souris MP).
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Revendications

A

Nanoparticules destinées a étre utilisées comme agent dimagerie dans une
methode de diagnostic /7 vivo d’'une dysfonction rénale chez 'homme ou I'animal,

lesdites nanoparticules comprenant :

(1) une matrice de polyorganosiloxane (POS) ;

(i) un ou plusieurs agents chélatants, de préeference de 6 a 20 agents
chélatants, greffés a la matrice POS par liaison covalente -Si-C- ;

(i)  un ou plusieurs ions metalliques chélatés par un ou plusieurs des agents

chélatants susmentionnés.

Nanoparticules destinées a une utilisation selon la revendication 1, caractérisees
en ce que lesdites nanoparticules présentent un diametre hydrodynamique moyen

inférieur a 10 nm, de preférence allant de 1 a 5 nm.

Nanoparticules destinées a une utilisation selon I'une des revendications 1 ou 2,
caractéerisees en ce que lesdites nanoparticules comprennent au moins un ion

métallique pour I'imagerie IRM T;.

Nanoparticules destinées a une utilisation selon l'une des revendications 1 a 3,
caractérisées en ce que lesdites nanoparticules ont une relaxivité (r,) par particule
allant de 50 a 5000 mM™.s" et/ou un rapport massique en ion métallique d'au

moins 5%, par exemple allant de 5 a 50%.

Nanoparticules destinées a une utilisation selon 'une des revendications 1 a 4,
caracterisees en ce que l'ion métallique est un ion metallique radioactif, tel qu’un

cation d’un ion métallique radioactif M"™, n étant un nombre entier allant de 2 a 4.

Nanoparticules destinées a une utilisation selon la revendication 5, caractérisees
en ce que le cation d’'un ion metallique radioactif est un lanthanide, de préféerence

choisi parmi Dy, Lu, Gd, Ho, Eu, Tb, Nd, Er, Yb ou leurs melanges.

Nanoparticules destinées a une utilisation selon la revendication 6, caractérisees
en ce que l'agent chélatant est choisi parmi les agents complexants des

lanthanides, notamment l'acide diéthylene triamine pentaacéetique (DTPA), I'acide
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10.

11.

12.

13.

1,4,7,10-tétraazacyclododécane-1,4,7,10-tétraacetique (DOTA), l'acide 1,4,7-

triazacyclononane-1,4,7 triacetique (NOTA) ou leurs dérives.

Nanoparticules destinées a une utilisation selon 'une des revendications 1 a 7,
caractérisées en ce que lion métallique est Gd’* et I'agent chélatant est I'acide
1,4,7,10-tetraazacyclododéecane-1,4,7,10-tetraacetique (DOTA).

Nanoparticules destinées a une utilisation selon l'une des revendications 1 a 8§,
caractériseées en ce qu’elles comprennent en outre un agent fonctionnalisant, de
preférence choisi parmi (i) un agent fluorescent, (ii) un polyéethylene glycol (PEG)
et (iii) une molécule ciblante pour le ciblage des nanoparticules, greffé a la matrice

POS ou a l'agent chélatant.

Nanoparticules destinées a une utilisation selon 'une des revendications 1 a 9,
caractérisees en ce que la dysfonction rénale est une fibrose rénale et/ou une

insuffisance rénale.

Utilisation des nanoparticules telles que definies dans les revendications 1 a 10,
comme agent d'imagerie dans le diagnostic /n vivo d’'une dysfonction rénale chez

I'homme ou I'animal.

Utilisation des nanoparticules telles que définies dans les revendications 1 a 10,
pour la préparation d’'une composition destinée au diagnostic d’'une dysfonction

rénale chez ’'homme ou I'animal.

Méthode pour diagnostiquer une dysfonction rénale /n vivo chez 'homme ou
'animal auquel ont eté administrées des nanoparticules de nanoparticules telles
que définies dans les revendications 1 a 10, de préference comprenant les étapes
de :

(1) capture des images par une technique d'imagerie appropriée afin de
visualiser au niveau du rein, de préeference au niveau du cortex renal,
ledites nanoparticules ;

(i) détermination du rehaussement ;

(i)  comparaison du rehaussement obtenu a I'étape (ii) a un rehaussement

de référence.
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Méthode de suivi de l'efficacité thérapeutique du traitement d’'une dysfonction

renale chez 'homme ou I'animal auquel ont eté administrées des nanoparticules

telles que définies dans les revendications 1 a 10, ladite méthode comprenant les

etapes suivantes :

(1)

(i)
(iii)

(v)

on capture des images par une technique d'imagerie appropriee afin de

visualiser au niveau du rein, de préeference au niveau du cortex renal,

lesdites nanoparticules,

on determine le rehaussement;

on repete les etapes (i) et (ii) au cours du traitement du sujet, autant
que necessaire ;

on deéeduit l'efficacite thérapeutique du traitement en comparant

'évolution du rehaussement au cours du traitement.

Méethode de suivi de l'efficacité therapeutique d'un traitement d’une dysfonction

rénale chez I'homme ou I'animal, ladite méthode comprenant les étapes suivantes:

(1)

(1)

(iii)
(Iv)

on administre au patient, des nanoparticules telles que définies dans les
revendications 1 a 10, a titre d'agent d'imagerie,

on capture des images par une technique d'imagerie appropriee afin de
visualiser au niveau du rein, de préeference au niveau du cortex renal,
lesdites nanoparticules

on determine le rehaussement :

on repete les etapes (i) et (iii) au cours du traitement du sujet, autant
que necessaire ;

on deduit l'efficacite thérapeutique du traitement en comparant

I'évolution du rehaussement au cours du traitement.
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FIGURE 1

FIGURE 2

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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FIGURE 10B
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FIGURE 13
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