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Contexte scientifiqgue: En France, plus de 23 000 patients sont en attente d’une greffe et plus de 900 décedent
chaque année faute d’organes disponibles.® Malgré plus de 5 000 greffes réalisées en 2023, dont 62 % de greffes
rénales, la pénurie persiste en raison de I'augmentation des cas d’insuffisance rénale chronique, principalement liée
au diabéte et a I'hypertension.? Afin d’élargir le nombre de donneurs, les équipes ont davantage recours aux
donneurs a critéres élargis (Expanded Criteria Donors, ECD), c’est-a-dire les personnes agées de plus de 60 ans ou
agées de 50 a 59 ans présentant des comorbidités.®> Leurs organes présentent un risque accru de dysfonction
primaire et de reprise retardée de fonction. Dans le cas du rein, 18 a 40 % des greffons issus de donneurs a criteres
élargis (ECD), notamment diabétiques, sont finalement non utilisés faute de stratégies de protection adaptées. Ces
organes dits marginaux présentent une vulnérabilité biologique caractérisée par un stress oxydatif, une dysfonction
mitochondriale, une activation de I'inflammasome et une altération endothéliale. Ces mécanismes aggravent les
lésions d’ischémie-reperfusion et contribuent au taux élevé de reprise retardée de fonction.*>®

La perfusion ex vivo (HOPE hypothermique ou NMP normothermique) ouvre une nouvelle fenétre thérapeutique :
en permettant un traitement direct de I'organe a des doses efficaces sans exposition systémique du receveur ; en
permettant une administration ciblée d'agents thérapeutiques pendant la perfusion pour pallier la pénétration
limitée du greffon observée avec |'administration systémique aprés transplantation ; et en fournissant une
évaluation continue et dynamique de la fonction rénale tout au long du traitement grace aux parametres de
perfusion et aux biomarqueurs du perfusat.’

Obijectifs de la these : Ce projet doctoral vise a reconditionner les greffons marginaux avant implantation afin de
réduire la mortalité sur liste d’attente et de générer une économie majeure pour la collectivité face au co(t de la
dialyse chronique. Le travail conjugue chimie des polymeres, bioconjugaison et formulation multi-compartimentée,
de la caractérisation analytique jusqu'a la preuve de concept sur le rein du modele rat diabétique. S'appuyant sur
I'expertise du LVTS, le projet utilise des microbulles de polycyanoacrylate (PACA) fonctionnalisées au fucoidane,
permettant le ciblage I'endothélium activé via la P-sélectine.? Ce systéme théranostique permet la co-encapsulation
synergique de la N-acétylcystéine (NAC; hydrophile) et de la fucoxanthine (lipophile) pour cibler les mécanismes de
vulnérabilité des tissus diabétiques, notamment le stress oxydatif. Le projet bénéficie ainsi de |'expertise consolidée
du laboratoire dans la protection contre les lésions d'ischémie-reperfusion et la régulation de la fonction
mitochondriale, notamment au sein des podocytes et via I'action de la NAC sur la chaine respiratoire.®° Enfin,
I'application d'ultrasons focalisés lors de la perfusion déclenche I'éclatement précis de ces microbulles,? libérant les
principes actifs a la demande et évitant les sites cellulaires non désirés.

Hypotheése : La restauration ciblée de ’lhoméostasie redox et mitochondriale des greffons marginaux diabétiques
via la délivrance ultrasonore d'un couple d'antioxydants synergiques lors de la perfusion ex vivo permet de
neutraliser les lésions d'ischémie-reperfusion, améliorant ainsi la fonction rénale post-transplantation et
augmentant significativement le taux d'organes éligibles issus de donneurs a critéres élargis (ECD).
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Méthodologie :

1. Synthese et caractérisation physico-chimique des microbulles polymeres fonctionnalisées :

Développement de la co-encapsulation de la N-acétylcystéine et de la fucoxanthine dans les microbulles
PACA-fucoidane. L'étude portera sur le type de monomeére de cyanoacrylate et la composition en polysaccharides,
la distribution de taille, le potentiel zéta, la morphologie et le rendement, complétée par une évaluation de
I'activité antioxydante via les tests ABTS, ORAC et Xanthine Oxydase.

2. Evaluation cellulaire in vitro :

Etude de I'efficacité des microbulles sur des cellules endothéliales en culture. Cette étape permettra de mesurer la
viabilité cellulaire, la toxicité du vecteur et sa capacité a moduler les marqueurs clés du stress oxydatif.

3. Validation biologigue ex vivo :

Traitement de reins marginaux diabétiques (modele rat) par I'administration directe de microbulles dans le perfusat
lors d'une perfusion normothermique (NMP, 37 °C) ou hypothermique oxygénée (HOPE, 4-12 °C). Cette phase
comprend :

a. L'optimisation de la délivrance : Etude de la stabilité des microbulles en circulation, de la cinétique de
libération sous ultrasons focalisés et du rendement d'encapsulation.

b. La démonstration de la réhabilitation fonctionnelle : Evaluation de la reprise de fonction via la clairance de
la créatinine et le marqueur de souffrance tubulaire NGAL ; mesure de la réduction de la peroxydation
lipidique ; restauration du ratio GSH/GSSG ; évaluation de la fonction mitochondriale (FMN) et préservation
de l'intégrité endothéliale.

c. L'évaluation histologique et structurale : Analyses microscopiques pour évaluer les lésions tissulaires,
I'oedéme interstitiel et I'intégrité des structures glomérulaires et tubulaires apres traitement.
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