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I. INTRODUCTION 

1. Généralités sur l’insuffisance rénale  

a. Définitions 

L’insuffisance rénale correspond à une diminution des capacités d’épuration du rein. La Haute 

Autorité de Santé estime que 7 à 10 % de la population française présente une atteinte rénale 

(1).  

La maladie rénale chronique se définit par la présence, pendant plus de 3 mois, de marqueurs 

d’atteinte rénale, et/ou d’une insuffisance rénale chronique (2). Les marqueurs d’atteinte 

rénale peuvent être morphologiques -tels que des reins de petite taille- ou biologiques, 

comme la présence d’une hématurie, d’une protéinurie ou d’une leucocyturie. De 

nombreuses maladies peuvent mener à la maladie rénale chronique, telles que l’hypertension, 

le diabète et les glomérulopathies. 

L’insuffisance rénale chronique (IRC) se définit par une altération progressive et irréversible 

du débit de filtration glomérulaire inférieure à 60ml/min/1,73m2 (2).  Elle résulte d’un 

déséquilibre entre le potentiel néphronique, c’est-à-dire le nombre de néphrons fonctionnels 

à la naissance, et la somme des destructions néphroniques, c’est-à-dire le vieillissement rénal, 

les maladies rénales et les facteurs associés à la progression de l’IRC.  

L’insuffisance rénale aiguë (IRA) se définit, quant à elle, par une élévation de la créatininémie 

(supérieure à 26,5 µM en 48 heures ou supérieure à 1,5 fois la valeur de base au cours des 7 

derniers jours) et/ou une baisse de la diurèse (inférieure à 0,5 ml/kg/h en 6 heures) selon les 

critères KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) de 2012 (3). Il en résulte une 

perturbation de la balance hydroélectrolytique, pouvant mener à une hyperkaliémie, une 

acidose ou une hypervolémie aiguës mettant en jeu le pronostic vital du patient. Ceci est 

particulièrement observé dans de nombreux pays où l’accès à la dialyse est limité. 

On distingue trois types d’insuffisance rénale aiguë : fonctionnelle lorsqu’elle est liée à une 

baisse de la perfusion rénale, obstructive lorsqu’elle est liée à un blocage d’aval du flux 

urinaire et parenchymateuse lorsqu’elle est liée à une atteinte intrinsèque du parenchyme 

rénal. 

Les insuffisances rénales aiguës parenchymateuses sont dues à des lésions des différents 

compartiments du rein : glomérulaire, tubulaire, interstitiel ou vasculaire (FIGURE 1). Le 
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glomérule est une masse sphérique de capillaires, dont le sang est apporté par une artériole 

afférente et drainé par une artériole efférente. La barrière de filtration glomérulaire est 

composée de trois couches : les cellules endothéliales glomérulaires, la membrane basale 

glomérulaire et les podocytes. Les podocytes sont des cellules épithéliales situées sur le 

versant externe de la membrane basale des capillaires glomérulaires et permettant la 

filtration du sang.  L’endothélium est fenestré afin de permettre une perméabilité sélective et 

la filtration (4). Les cellules mésangiales forment un échafaudage central sur lequel les cellules 

de la micro-vascularisation reposent. 

L’atteinte parenchymateuse aiguë la plus fréquente est la nécrose tubulaire aiguë (NTA), qui 

correspond à des lésions épithéliales majoritairement du tubule contourné proximal, 

principalement de cause hypoxique ou toxique (5).  
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FIGURE 1 : Anatomie du néphron sain avec identification des différentes régions. 

La microcirculation artérielle est représentée en rouge ; la microcirculation veineuse en bleu. 

D’apprès Bonventre et al, The Journal of Clinical Investigation (6). 

 

 

b. Epidémiologie de l’insuffisance rénale aiguë  

De nombreuses études fournissent des données épidémiologiques sur l’insuffisance rénale 

aiguë. Il existe cependant une importante variabilité d’une étude à l’autre, liée à la définition 

de l’IRA. En effet, jusqu’en 2012, il n’y avait pas de définition unifiée de l’IRA, rendant les 

étudies disparates et difficilement comparables (7).  La constante observée est cependant que 

l’insuffisance rénale aiguë demeure un enjeu de santé publique, car elle reste associée à un 

fardeau important en termes de morbidité et de mortalité. 
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La mortalité hospitalière associée à l'insuffisance rénale aiguë a diminué au cours des deux 

dernières décennies, grâce aux progrès réalisés dans les techniques d'épuration extra-rénale 

(8).  

Néanmoins, la prévalence de l’IRA est en augmentation, pour diverses raisons : vieillissement 

de la population ; généralisation de la prise de traitements néphrotoxiques comme les 

inhibiteurs de l’enzyme de conversion ou les anti-inflammatoires non stéroïdiens ; réalisation 

de procédures diagnostiques ou thérapeutiques à risque – telles que l’administration de 

chimiothérapies néphrotoxiques ou les coronarographies – chez des patients plus âgés et 

comorbides (9).  

Elle survient ainsi chez approximativement 20% des patients hospitalisés et 50% des patients 

en soins intensifs. Elle augmente la durée d'hospitalisation des patients survivants d'autant 

plus qu'elle est sévère (10).  

De plus, l’insuffisance rénale aiguë constitue un facteur de risque indépendant de décès chez 

les patients hospitalisés, notamment en unités de soins intensifs. Le risque de décès est ainsi 

augmenté de 23% par rapport aux patients indemnes d'IRA (11). 

Enfin, l'insuffisance rénale aiguë constitue un facteur de risque indépendant de maladie rénale 

chronique (12). En effet, alors que l’on pensait auparavant que l’insuffisance rénale aiguë ne 

laissait aucune séquelle, il est maintenant bien établi qu’il existe un continuum entre l’IRA  et 

l’IRC. Il est estimé que 20% des patients ne retrouvent pas leur fonction rénale antérieure à la 

suite d’une IRA (8).  Une large étude de registre nord-américaine montre que la survenue d'une 

insuffisance rénale aiguë multiplie par 28 le risque de développer une maladie rénale de stade 

4 ou 5, chez des patients dont le débit de filtration glomérulaire de base est supérieur à 45 

ml/min (13).   

Le risque est alors l’évolution vers une insuffisance rénale terminale, dont la survie dépend de 

thérapies coûteuses avec un fort impact sur la qualité de vie des patients, telles que la dialyse 

(> 60 000€/an et par patient) ou la transplantation rénale (> 15 000€/an et par patient)  (14). 

La dialyse reste par ailleurs associée à une mortalité élevée (15). Les conséquences de 

l’insuffisance rénale terminale sont d’autant plus dévastatrices dans les pays ayant un accès 

limité à la dialyse et la transplantation rénale.  
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Il est donc urgent de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques issues de pistes de 

recherche innovantes dans le domaine de l’insuffisance rénale aiguë. 

 

2. L’ischémie-reperfusion rénale 

L’ischémie-reperfusion (IR) représente une cause fréquente de nécrose tubulaire aiguë . Elle 

survient dans de nombreuses situations, par exemple lors d’un état de choc, d’une 

transplantation rénale ou d’une chirurgie cardiaque avec circulation extra-corporelle. Le 

tubule proximal est principalement concerné par la nécrose tubulaire car la consommation 

d’oxygène y est importante ; il est donc particulièrement sensible à l’hypoxie (6).  

Les lésions sont initiées par une hypoxie liée à l’hypoperfusion rénale et maintenues par une 

revascularisation incomplète. Des études ont en effet montré que la reperfusion post-

ischémie n’atteint que 40 à 50% du taux de perfusion normal chez l’Homme ainsi que dans 

des modèles expérimentaux (16).  

L’une des premières conséquences de l’ischémie-reperfusion rénale est l’altération de la 

structure tubulaire, notamment à la jonction cortico-médullaire. Plusieurs lésions sont 

observées : une dilatation des tubules, une perte de la bordure en brosse et des jonctions 

inter-cellulaires et une altération de la viabilité cellulaire (FIGURE 2). Certaines cellules lésées 

se détachent et forment des « casts » dans la lumière du néphron. En obstruant le tubule, ces 

« casts » provoquent une augmentation de la pression intra-tubulaire, contribuant ainsi à la 

diminution du débit de filtration glomérulaire (6). 

L'absence de reprise d'un débit sanguin normal après ischémie pourrait être due à une baisse 

de production du monoxyde d’azote et une augmentation de l'expression de l’endothéline, 

favorisant ainsi la vasoconstriction. Cette dernière entraine une diminution du flux sanguin 

rénal, ce qui conduit à la stimulation des voies en aval de l’angiotensine II, contribuant ainsi à 

renforcer la vasoconstriction (16).  

L’hypoxie perturbe le métabolisme des cellules tubulaires, contribuant à la génération de 

dérivés réactifs de l’oxygène. L’IR est également responsable d’une dysfonction endothéliale. 

En effet, elle perturbe l’interaction entre les cellules endothéliales et augmente la 

perméabilité microvasculaire. Par ailleurs, l’ischémie-reperfusion induit une augmentation de 

l’expression endothéliale des molécules d’adhésion ainsi que la sécrétion de cytokines pro-
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inflammatoires, comme la monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). Ces facteurs, 

sécrétés aussi par les cellules tubulaires, entrainent une infiltration de neutrophiles 

polynucléaires, premières cellules immunitaires à s’accumuler dans le rein dans les 24 heures 

qui suivent l'ischémie. Ensuite, les macrophages s’accumulent en réponse à la sécrétion de 

MCP-1 par les cellules tubulaires puis enfin les lymphocytes T.  

À la suite de cette agression, la réparation du tissu implique une prolifération des cellules 

tubulaires rénales (17). Si la balance entre signaux pro-inflammatoires et anti-inflammatoires 

est déséquilibrée, cette réparation peut être pathologique et mener à la fibrose d’une zone 

du parenchyme rénal, conduisant ainsi au risque de développer une insuffisance rénale 

chronique.  

 

 

FIGURE 2 : Atteintes tubulaires et endothéliales induites par l’ischémie-reperfusion. 

(A) Epithélium tubulaire et endothélium sains. (B) Lésions induites après l’ischémie-

reperfusion. D’apprès Bonventre et al, The Journal of Clinical Investigation (6). 
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3. La voie de signalisation IL15-γC-STAT5  

a. Présentation de la voie JAK-STAT 

La voie JAK-STAT est un système de transduction du signal présent dans différents types 

cellulaires. Son activation déclenche une cascade de phosphorylations permettant la 

régulation de l'expression de gènes impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires et 

immunitaires telles que la prolifération, la différenciation, la migration, la survie ou l’apoptose 

cellulaires (18).  

Les protéines STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) sont des facteurs de 

transcription, agissant comme inhibiteurs ou activateurs de l’expression d’un gène. Les 

protéines JAK (Janus Kinase) sont des protéines kinases, qui permettent la phosphorylation 

d’un résidu tyrosine. Chez les mammifères, on dénombre actuellement 4 protéines JAK (JAK1, 

JAK2, JAK3, Tyk2) et 7 protéines STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B, STAT6) 

(18).  

L'initiation du signal passe par la liaison de cytokines à leurs récepteurs membranaires, 

permettant l’activation des protéines JAK, induisant alors l’activation par phosphorylation des 

protéines STAT cytoplasmiques. Les protéines STAT ainsi activées forment des dimères, qui 

transloquent dans le noyau et exercent leur action de stimulation de transcription de gènes 

cibles spécifiques (FIGURE 3).  
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FIGURE 3 : La voie de signalisation JAK-STAT dans les cellules immunitaires. 

L’activation des protéines JAK après fixation d’une cytokine à son récepteur permet la 

phosphorylation des protéines STAT, qui forment des dimères et transloquent dans le noyau 

pour activer la transcription. D’après Shuai et al, Nature Reviews Immunology (18). 
 

 

 

Outre les cellules immunitaires où la voie JAK-STAT a été classiquement étudiée, des études 

plus récentes ont montré un rôle important de cette voie dans la physiopathologie des 

podocytes, des cellules tubulaires et des cellules mésangiales rénales.  

En 2009, une étude a mis en évidence une expression augmentée de l’expression des ARN 

messagers de STAT1 et STAT3 chez les patients porteurs d’une néphropathie diabétique 

comparés aux sujets sains. L’expression était augmentée au niveau glomérulaire chez les 

patients à un stade précoce de la maladie, et au niveau tubulo-interstitiel chez les patients 

avec une forme tardive. Cela correspond à la physiologie de la néphropathie diabétique qui 

atteint d’abord le glomérule avant de concerner le compartiment tubulo-interstitiel. De plus, 

grâce à l’utilisation de souris porteuses d’une inactivation de Stat3 podocytaire, des travaux 

ont pu mettre en évidence que son inhibition ralentit la progression de la maladie (19).  
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La néphropathie liée au VIH (HIVAN) est caractérisée par une hyalinose segmentaire et focale 

collapsante, une néphrite interstitielle et des dilatations tubulaires microkystiques. Des 

travaux ont mis en évidence que dans un modèle murin de néphropathie liée au VIH, des 

souris porteuses d’une inactivation de Stat3 au niveau rénal présentaient des atteintes moins 

sévères comparées aux souris contrôle (20). On peut également citer la néphropathie à IgA, 

où il existe une activation podocytaire  de STAT1 et STAT3 (21).  

 

b. La chaine gamma commune (γC) aux récepteurs aux interleukines 

Parmi les différents ligands pouvant activer la voie JAK-STAT, il y a les interleukines. Elles se 

fixent à la membrane cellulaire via un récepteur spécifique. Ces récepteurs aux interleukines 

sont composés de l’association de différentes sous-unités, comme on le voit sur la figure ci-

dessous : γC, IL2Rα, IL2Rβ, IL4R… (FIGURE 4). 

Parmi ces différentes sous-unités, la chaine γC est commune à plusieurs interleukines : les 

interleukines 2, 4, 7, 9, 15, 21 (22). 

 

 

. 

FIGURE 4 : Représentation schématique des récepteurs aux interleukines. 

La chaine γC (en bleu ciel) est commune aux récepteurs aux interleukines 2, 4, 7, 9, 15 et 21. 

 

 

c. Rôle de la chaine γC dans les podocytes  

En 2017, Luque et al. ont démontré les éléments suivants (23) : 

- Les souris dépourvues de lymphocytes et exposées à une glomérulonéphrite 

expérimentale par injection d’anticorps anti-membrane basale glomérulaire ont la 

capacité de développer une glomérulonéphrite à croissants ; 
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- Les podocytes de ces souris présentent expression de novo de la chaine γC. De plus, 

cette expression est associée à un rôle protecteur comparé aux souris contrôle, avec 

notamment une baisse de l’urémie, de la protéinurie et des lésions histologiques ; 

- L’interleukine 15 (IL15) est sécrétée de façon abondante dans le parenchyme rénal, 

indépendamment des lymphocytes. 

 

Ces travaux apportent l’information nouvelle que les cellules rénales ont la possibilité 

intrinsèque de moduler les lésions rénales glomérulaires au cours des glomérulonéphrites 

inflammatoires, et ce indépendamment des lymphocytes. De plus, jusqu’alors, la présence de 

la chaine γC n’avait jamais été décrite au niveau podocytaire. 

Enfin, ils ont également pu démontrer que chez l’Homme, il existe une expression de novo 

podocytaire de la chaine γC lors de la glomérulonéphrite à croissant, grâce à un marquage en 

immunohistochimie (FIGURE 5) et en immunofluorescence.  

 

 

FIGURE 5 : Activation de la chaine γC dans les podocytes humains lors de la 

glomérulonéphrite à croissant. 

Images représentatives de l’expression glomérulaire de γC par immunohistochimie, sur des 

coupes de greffon rénal normal à 3 mois de greffe (à gauche, 2 cas) et sur des coupes de 

glomérulonéphrite à croissants (à droite, 4 cas). D’après Luque et al., Kidney International (23). 
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d. Naissance d’un intérêt pour STAT5 

Le facteur de transcription STAT5 existe sous deux isoformes, STAT5A et STAT5B. Ces 2 

protéines sont identiques à quasiment 90% au niveau des acides aminés (24). STAT5 est 

exprimé de façon ubiquitaire dans quasiment tous les types cellulaires, mais son rôle est 

surtout connu dans les cellules immunitaires, où il exerce de nombreuses fonctions, comme 

la régulation de la prolifération, de la survie et de la différenciation cellulaires.  

Dans les cellules immunitaires, STAT5 est activé en aval de la fixation de l’interleukine 15 à son 

récepteur, via sa liaison à la sous-unité γC. 

Dans les cellules rénales, STAT5 est faiblement exprimé chez l’Homme en situation 

physiologique. Des travaux réalisés par l’équipe d’accueil ont montré qu’il existe une 

activation de STAT5B par phosphorylation chez l’Homme en situation pathologique, sur des 

coupes de rein de patients atteints de hyalinose segmentaire et focale, comparées à des reins 

sains. 

Afin de déterminer le rôle de STAT5 au niveau glomérulaire, l’équipe d’accueil a généré une 

lignée de souris porteuses d’une inactivation podocytaire du gène Stat5. Dans les deux 

modèles de glomérulopathies étudiés (glomérulonéphrite toxique par injection d’anticorps 

anti-membrane basale glomérulaire et podocytopathie toxique à l’adriamycine), ces souris 

mutantes développent une protéinurie plus sévère que leurs contrôles (Niasse et al., en 

préparation).  

Ces données sont donc en faveur d’un rôle protecteur de STAT5 podocytaire dans les 

glomérulopathies inflammatoires et non inflammatoires. STAT5 pouvant être activé par l’IL15, 

via sa liaison à la sous-unité γC, l’équipe d’accueil a testé l’effet d’une administration d’IL15 

dans le contexte d’une glomérulopathie toxique chez la souris. Elle a ainsi montré que 

l’administration d’IL15 réduit l’albuminurie de façon significative dans le modèle.  

Le rôle de l’interleukine 15 au niveau rénal a été étudié dans d’autres travaux. Shinozaki et al. 

ont montré que l’IL15 et ses récepteurs sont exprimés dans les cellules épithéliales tubulaires 

(8). L’IL15 limiterait l’apoptose tubulaire et la sécrétion de la chimiokine pro-inflammatoire 

MCP-1 lors d’une agression rénale aigue (25). 

La voie de signalisation γC-STAT5 podocytaire serait donc activée au cours de l’agression 

podocytaire afin de maintenir la survie et la différenciation podocytaire. L’interleukine 15, qui 
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est déjà étudiée dans d’autres pathologies (mélanome, cancer du rein), pourrait être un 

activateur de cette voie.  

 

e. Rôle protecteur de STAT5 dans le tubule 

Parallèlement au rôle protecteur de STAT5 dans les maladies glomérulaires, l’équipe d‘accueil 

s’est intéressée à son rôle au niveau tubulaire.  

Le rôle de STAT5 dans l’épithélium tubulaire a été mis en évidence par les travaux de 

Fragiadaki et al. dans la polykystose rénale autosomique dominante. En effet, ils ont montré 

l’implication de STAT5 dans la prolifération des cellules tubulaires, favorisant la prolifération 

des kystes (26). Dans cette même maladie, des travaux ont montré que STAT3 réduit 

l’expression de cytokines pro-inflammatoires et  l’infiltration des cellules immunes (27). 

L’équipe du laboratoire a montré qu’il existe une activation de STAT5B tubulaire chez 

l’Homme lors de nécrose tubulaire aigue. De plus, dans un modèle murin de néphropathie à 

la cisplatine, les souris porteuses d’une inactivation tubulaire de Stat5 présentent une 

fonction rénale dégradée et des marqueurs de lésion histologique plus sévères, en 

comparaison aux souris contrôles. Ces éléments sont en faveur d’un rôle protecteur de STAT5 

également dans l’insuffisance rénale aigue d’origine tubulaire mais sont à confirmer.  

Les mécanismes sous-jacents de l’effet protecteur de STAT5 ne sont pas encore déterminés. 

Une des hypothèses que j’ai été amenée à tester est celle d’une activation de l’autophagie. 

 

4. L’autophagie 

a. Généralités sur l’autophagie 

L’autophagie correspond à un mécanisme cellulaire physiologique de dégradation 

d’organelles, protéines et macromolécules (28).  

En situation physiologique, il existe un niveau basal d’autophagie essentiel au maintien de 

l’homéostasie cellulaire. L’’autophagie peut être activée en situation de stress telles que le 

jeûne, l’hypoxie, la privation en nutriment et le stress oxydatif, qui sont autant de mécanismes 

impliqués dans l’insuffisance rénale aigue (29). Cette activation de l’autophagie permet 

l’élimination d’éléments oxydés ou ubiquitinés et leur recyclage dans des structures 

permettant la production d’énergie. 
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Des études récentes ont mis en évidence le rôle pivot de l’autophagie au niveau cellulaire. Des 

anomalies de régulation de l’autophagie sont impliquées dans le développement de 

nombreuses pathologies, comme les cardiomyopathies, les maladies infectieuses,  la maladie 

de Crohn, le lupus érythémateux disséminé, le cancer et les pathologies neurodégénératives, 

telles que les maladies d’Alzheimer, Parkinson et Huntington (30). 

L’autophagie débute avec la formation d’une structure à double membrane, 

l’autophagosome, qui va encapsuler une partie du cytoplasme contenant le matériel à 

dégrader. Il va ensuite fusionner avec le lysosome pour former un autolysosome dont le 

contenu sera dégradé (FIGURE 6). 

Plusieurs techniques peuvent être utilisées pour étudier l’autophagie. L’une d’elle est de 

quantifier l’abondance de la protéine light chain protein 3 (LC3), présente sur la membrane 

de l’autophagosome pendant tout le processus.   

Plusieurs éléments peuvent activer ou inhiber le flux autophagique, comme le jeûne 

(activation de l’autophagie), et la chloroquine (blocage de l’autophagie en aval par inhibition 

de la fusion entre autophagosome et lysosome) (31). Les protéines ATG (Autophagy Related 

Gene) sont indispensables à l’activité autophagique. 

 

 

FIGURE 6 : Représentation schématique des différentes étapes de l’autophagie. 

La membrane d’isolation va séquestrer le contenu cytoplasmique à dégrader, formant un 

autophagosome. L’autophagosome va fusionner avec un lysosome, formant un autolysosome 

dont le contenu sera dégradé. Sont également représentés les éléments pouvant activer 

l’autophagie (comme le jeune) ou l’inhiber (comme la chloroquine). La protéine light chain 

protein 3 (LC3) est présente sur la membrane de l’autophagosome pendant tout le processus 

et est fréquemment utilisée comme marqueur d’autophagie. D’après Mizushima et al, Cell 

(28). 
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b. Rôle de l’autophagie dans le rein 

L’activité autophagique n’est pas équivalente dans tous les segments du rein. En effet, plus 

une cellule est différenciée et donc avec une faible capacité de prolifération, plus l’autophagie 

est importante (29). 

Les cellules tubulaires proximales consomment beaucoup d’énergie pour la réabsorption 

d’eau et d’électrolytes, et l’autophagie semble alors importante pour couvrir leurs besoins 

énergétiques et pour le recyclage des mitochondries (30). En revanche, les cellules tubulaires 

distales, qui ont un volume d’échange plus faible, dépendent moins de l’autophagie pour leur 

homéostasie. Dans les podocytes, cellules très différenciées, l’autophagie joue également un 

rôle important dans l’homéostasie et le maintien des fonctions cellulaires (32). 

Plusieurs travaux ont mis en évidence le rôle protecteur de l’autophagie dans l’insuffisance 

rénale aiguë . 

Au niveau tubulaire, Liu et al. ont montré que les souris porteuses d’une inactivation d’Atg5 

(gène clé de la formation de l’autophagosome) spécifique de l’épithélium tubulaire proximal 

développent une glycosurie et altèrent leur fonction rénale. En revanche, les souris porteuses 

d’une inactivation d’Atg5 spécifique de l’épithélium tubulaire distal ont une augmentation de 

marqueurs du stress oxydant mais pas d’altération de leur fonction rénale (33). Ceci est en 

faveur d’un rôle plus important de l’autophagie au niveau tubulaire proximal que distal, 

comme mentionné précédemment. 

De plus, Jiang et al. ont montré qu’il existe une activation protectrice de l’autophagie dans le 

tubule proximal dans un modèle murin de néphropathie à la cisplatine chez des souris C56BL/6 

(34). 

Au niveau glomérulaire, l’équipe de Yi a généré une lignée de souris porteuses d’une 

inactivation podocytaire du gène Atg7, un autre gène clé de l’autophagie. Ces souris, exposées 

à une néphropathie à l’adriamycine, développaient une insuffisance rénale plus sévère que 

les souris sauvages (32). 

 

c. Autophagie et STAT5 

En 2019, un premier travail a pu établir un lien entre l’autophagie et la voie de signalisation 

JAK-STAT. En effet, Shi et al. ont démontré que l’inhibition de STAT5 restaure l’autophagie 

dans les cellules mésangiales sénescentes (35).  
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Nos données préliminaires montrent que l’administration d’interleukine 15 restaure 

l’autophagie in vivo, dans un modèle de néphropathie toxique à l’adriamycine. L’axe IL15-γC-

STAT5 pourrait donc exercer un rôle protecteur en modulant l’activité autophagique des 

podocytes.  

 

5. Objectifs de travail 

Le premier objectif de mon projet a été de tester le rôle protecteur de STAT5 dans un modèle 

d’insuffisance rénale aiguë tubulaire, l’ischémie-reperfusion (IR). Pour cela, j’ai utilisé des 

souris porteuses d’une inactivation de Stat5 spécifique de l’épithélium tubulaire et inductible 

par la doxycycline (Pax8-rtTA ;LC1 ;Stat5lox/lox).  

Le deuxième objectif de mon projet a été de caractériser le rôle de STAT5B dans la régulation 

de l’autophagie. J’ai pour cela utilisé des cellules embryonnaires humaines de rein (lignée 

HEK293), sauvages ou porteuses d’une délétion spécifique de STAT5B obtenue grâce au 

système CRISPR-Cas9.   
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II. MATERIELS ET METHODES 

1. Animaux  

Nous avons utilisé des souris Pax8-rtTA ;LC1 ;Stat5lox/lox. 

Ces animaux sont issus d’une part du système de recombinaison Cre-LoxP. La Cre est une 

recombinase, c’est-à-dire une enzyme permettant d’effectuer des recombinaisons 

spécifiques. Elle va permettre la recombinaison entre elles de séquences LOXP : les deux 

séquences vont alors se fusionner (36). 

Ils sont issus d’autre part du système de régulation par la tétracycline. La régulation par la 

tétracycline est une méthode d’expression génique inductible, dans laquelle la transcription 

est activée ou désactivée de manière réversible en présence de l’antibiotique tétracycline ou 

de l’un de ses dérivés, ici la doxycycline (37). 

 Ces souris sont donc capables de réaliser une inactivation des gènes Stat5a et Stat5b 

spécifique de l’épithélium tubulaire, après induction par la doxycycline. Elles ont été générées 

en croisant des souris homozygotes Stat5lox/lox  (fournies gracieusement par L.Hennighausen) 

de fond génétique C57BL/6 avec des souris Pax8-rtTA;LC1 (FIGURE 7). 

Les souris double-transgéniques Pax8-rtTA;LC1 sont issues du croisement de souris Pax8-rtTA 

de fond génétique mixte C57BL/6:DBA (38) avec des souris homozygotes LC1 de fond 

génétique mixte C57BL/6:BALB/C (39). Pax8 est un gène exprimé spécifiquement dans les 

tubules rénaux. La protéine rtTA est issue de la fusion des protéines VP16 (protéine de l’herpès 

virus) et rTetR (protéine répresseur de la tétracycline). Ces souris expriment la protéine 

transactivatrice de la tétracycline (rtTA) sous le contrôle du promoteur du gène Pax8 et 

permettent la synthèse de la recombinase Cre sous induction par la doxycycline dans le tubule 

rénal (38) et donc l’excision des gènes Stat5a/b. 

Un groupe de souris Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox a été traité par doxycycline pendant 17 jours (0.2 

mg/ml dans une solution de sucrose à 2,5%). L’autre groupe de souris de la même lignée a été 

traité par sucrose seul, servant de contrôle. Une période de wash-out d’une semaine a été 

réalisée afin de s’affranchir des effets résiduels de la recombinase Cre et de la doxycycline.  
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2. Génotypage  

Le génotype des souriceaux est déterminé à l'âge de 10 jours par PCR sur de l'ADN génomique 

extrait à partir d'une biopsie de queue. Pour extraire l’ADN, les biopsies sont incubées dans 

200µl d’un tampon de lyse (DirectPCR Lysis Reagent, Viagen Biotech) contenant 200µg/ml de 

protéinase K (Thermo Fischer Scientific) pendant une nuit à 56°C. La protéinase K est ensuite 

inactivée par incubation à 95°C pendant 5 minutes. 0,5µl d’ADN sont ensuite utilisés pour 

identifier le génotype des souris par PCR.  

Pour la détection de Pax8LC1 et de la recombinase Cre, le programme suivant a été utilisé : 

- une étape de dénaturation initiale à 94°C pendant 5 minutes 

- 35 cycles composés chacun de : 1) une étape de dénaturation à 94°C pendant 30 secondes ; 

2) une étape d'hybridation à 55°C pendant 45 secondes ; 3) une étape d’élongation à 72°C 

pendant 1 minute  

FIGURE 7 : Représentation schématique du modèle murin. 
Les souris Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox sont issues du croisement de souris homozygotes Stat5lox/lox  

avec des souris Pax8-rtTA;LC1. Les souris Pax8-rtTA;LC1 expriment la protéine transactivatrice 

de la tétracycline (rtTA) sous le contrôle du promoteur du gène Pax8 et permettent la synthèse 

de la recombinase Cre sous induction par la doxycycline dans le tubule rénal. La protéine rtTA 

se fixe sur la séquence d’ADN tet07 uniquement en présence de doxycycline. La séquence tet07 

répond à la liaison de rtTA en induisant l’expression de la recombinase Cre. 
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- une dernière étape d’élongation à 72°C pendant 7 minutes  

Pour la détection de l'allèle Stat5lox, le même cycle a été utilisé avec quelques modifications : 

40 cycles ont été réalisés, et la température d’hybridation était de 60°C.  

Les produits de PCR obtenus sont ensuite analysés par électrophorèse sur gel d’agarose à 

1,5%. La séquence des amorces utilisées est indiquée dans le Tableau I. 

 

 

TABLEAU I. Amorces utilisées pour le génotypage (Tg : Transgène) 

 

 

3. Extraction de l’ARN et RT-PCR 

Après un broyage mécanique du segment de rein, l’ARN total est extrait à l’aide du réactif 

TRIreagent® (Molecular Research Center, Inc) suivant le protocole du fournisseur. La 

concentration d’ARN est déterminée au spectrophotomètre NanoDrop ™ puis 1μg d’ARN total 

est réverse-transcrit (Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RTqPCR, ThermoScientific) 

selon les instructions du fournisseur. La PCR et son analyse ont ensuite été effectuées selon le 

protocole ci-dessus. La séquence des amorces utilisées pour amplifier l'ADN complémentaire 

(ADNc) de la recombinase Cre sont les suivants :  

- Cre-s 5’-CCTGCATTACCGGTCGATGCAACGA-3’ 

- Cre-as 5’-GTGGCAGATGGCGCGGCAACACCATT-3’ 

Allèle Nom Séquence 
Taille de 

l’amplicon 

Tg Pax8-rtTa 
ST1 5'-CCATGTCTAGACTGGACAAGA-3' 

550 pb 
ST2 5'-CTCCAGGCCACATATGATTAG-3' 

Tg LC1 
Cre3 5'-TCGCTGCATTACCGGTCGATGC-3' 

400 pb 
Cre4 5'-CCATGAGTGAACGAACCTGGTCG-3' 

Allèle Stat5+ 
S5fl1685 5’-GAAAGCATGAAAGGGTTGGAG-3’ 

480 pb 
S5fl1842 5’-AAGTTATCTCGAGTTAGTCAGG-3’ 

Allèle Stat5lox 
S5del1686 5’-AGCAGCAACCAGAGGACTAC-3’ 

200 pb 
S5fl1842 5’-AAGTTATCTCGAGTTAGTCAGG-3’ 
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La taille de l'amplicon est 752 pb. 

 

4. Ischémie-Reperfusion  

Les souris sont anesthésiées par administration d'un mélange de kétamine (0,1mg/g) et de 

xylazine (0,01mg/g) par voie intra-péritonéale. L'animal est maintenu sur une plaque 

thermostatée à 37°C pendant l'ensemble de la procédure. Les manipulations sont faites par 

une approche dorsale, moins traumatisante.  

 

 

  

FIGURE 8 : Anatomie du hile rénal (simplifiée ici). 

L’arbre vasculaire rénal est en étroite relation avec l’uretère, les graisses périphériques et la 

glande surrénale. Le cercle noir correspond à la position du clamp. 

 

 

Le rein droit est exposé grâce à une incision du flanc droit au niveau dorsal, postérieurement 

au volet costal. La veine et l'artère rénales ainsi que l'uretère sont ligaturées puis le rein est 

excisé (FIGURE 8). La plaie est recousue (plan musculaire puis plan cutané) avec du fil de soie 

4.0. Ce rein contrôle est coupé en quatre. Deux quarts sont incubés dans une solution de 

Formol pendant une nuit avant d'être inclus en paraffine pour l’analyse en histologie et 

immunofluorescence. Les deux autres quarts sont congelés immédiatement dans de l’azote 

liquide pour l'analyse de l'expression génique ou protéique. 
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Le rein gauche est exposé de la même façon. L'uretère est séparé de l'artère et de la veine 

rénale. Le flux sanguin rénal est interrompu pendant 30 ou 25 minutes par clampage du 

pédicule vasculaire avec un clamp atraumatique. La plaie est ensuite recousue comme décrit 

ci-dessus.  

 

 

 

FIGURE 9 : Coupes de rein contrôle et après ischémie-reperfusion.  

D’après Lee et al, Anatomy & Cell Biology (40). 

 

 

5. Sacrifice et fonction rénale 

24 heures après la chirurgie, les souris sont anesthésiées par le mélange kétamine-xylazine 

décrit ci-dessus. 500µl de sang sont prélevés dans le sinus rétro-orbitaire dans des tubes 

enduits d'EDTA. Ces échantillons sont centrifugés à 2 000g pendant 5 minutes afin de prélever 

le plasma, qui est ensuite conservé à -80°C.  

L'animal est ensuite mis à mort par dislocation cervicale. Le rein gauche est coupé en quatre 

et conditionné selon le même protocole que le rein contrôle, présenté ci-dessus (FIGURE 9). 

Une biopsie de queue est effectuée pour vérifier le génotype des animaux par PCR, selon le 

protocole décrit ci-dessus. Les concentrations d’urée et de créatinine plasmatiques sont 

mesurées par une réaction enzymatique au Konelab (Thermo Fischer Scientific). 
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6. Culture cellulaire et étude de l’activité autophagique  

Le laboratoire d'accueil a généré des cellules de la lignée HEK293 porteuses d'une délétion 

spécifique de STAT5B grâce au système CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats- CRISPER Associated Protein 9). Ce complexe permet de couper ou 

d’apporter des modifications ciblées au matériel génétique des cellules.  

Ces cellules STAT5B-/-, ainsi que des cellules humaines rénales embryonnaires contrôles 

HEK293 STAT5+/+, ont été cultivées en étuve à 37°C sous 5% de CO2 dans un milieu composé 

de DMEM (Dulbecco’s Modifie Eagle Medium, GibcoTM) contenant 10% de sérum de veau 

fœtal (FBS, GibcoTM) et 1% d’une solution antibiotique (Penicillin-Streptomycin 10 000 U/ml, 

GibcoTM).   

Pour étudier le flux autophagique des cellules, nous avons choisi d’étudier l’abondance de 

LC3, en situation d’inhibition et d’activation de l’autophagie. Nous avons ainsi constitué 4 

groupes, chez qui nous avons effectués les traitements suivants sur des cellules à 80% de 

confluence : 

- GROUPE 1 « EBSS » avec stimulation de l'autophagie par le jeûne : culture dans une 

solution de sel équilibrée de Earle sans acide aminé (EBSS, GibcoTM) pendant 1h ou 2h, 

à 37°C (31) ; 

-  GROUPE 2 « CHLOROQUINE » avec inhibition de l’autophagie : culture dans une 

solution de chloroquine (CQ) à 100µM en milieu DMEM, pendant 1h à 37°C, afin 

d’inhiber la formation des autolysosomes (31) ; 

- GROUPE 3 « EBSS + CQ » : culture dans une solution de chloroquine à 100uM en milieu 

EBSS, pendant 1h à 37°C ; 

- GROUPE 4 « contrôle » : culture en milieu DMEM. 

 

Après incubation dans ces différentes conditions, les cellules sont lavées deux fois au PBS, 

récoltées puis centrifugées à 2 000rpm pendant 5 minutes à 4°C. Le surnageant est ensuite 

éliminé. Les culots cellulaires sont conservés à -80°C ou utilisés immédiatement pour 

l'extraction protéique. 
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7. Extraction protéique  

Un quart de rein issu des souris IR est broyé pendant 2 x 30 secondes (Retsch® MM300) dans 

150µl d'un tampon de lyse RIPA (RIPA Lysis Buffer System, Santa Cruz Biotechnologies) 

contenant 10mM de Fluoride de Sodium (NaF, Santa Cruz), 200mM de Phenylmethanesulfonyl 

Fluoride (PMSF, Santa Cruz), 100mM d'Orthovanadate de Sodium (Santa Cruz) et un cocktail 

d'inhibiteurs de protéases (Protease inhibitor cocktail, Santa Cruz). Les culots cellulaires sont 

quant à eux mis en suspension et lysés dans 30µL du même tampon. Les lysats sont laissés en 

incubation sur glace pendant 30 minutes. Le lysat est centrifugé pendant 15 minutes à 4 000g 

à 4°C pour éliminer les débris cellulaires et nucléaires. Le surnageant est ensuite collecté et la 

concentration est déterminée grâce à un test au Bradford (Protein Assay, Bio-Rad) ou au BCA 

(Thermo Scientific Pierce). 

 

8. Western blot  

Pour l’expression de LC3-II dans les cellules HEK : Les protéines sont dénaturées par ajout d’un 

tampon dénaturant (NuPAGE® LDS Sample Buffer contenant 2,5mM de β-mercaptoéthanol) 

pendant 5 minutes à 95°C. Pour chaque échantillon, 15µg de protéines sont chargés et séparés 

sur des gels de polyacrylamide à gradient 4-20%. Les membranes sont bloquées dans une 

solution de BSA 5% diluée dans du TBS 1X contenant 0,1% de Tween (TBST) pendant 2 heures 

à température ambiante et sous agitation puis incubées dans une solution TBST-BSA 

contenant l’anticorps primaire anti-LC3-II (Cell Signalling, 3868), dilué au 1/1000ème toute la 

nuit à 4°C. Les protéines de référence sont l’alpha-tubuline (ab6160, Abcam dilué au 

1/2000ème) et la GAPDH (ab8245, Abcam dilué au 1/80 000ème). Ces anticorps sont dilués 

respectivement au 1/2000ème et au 1/80000ème dans une solution TBST-lait. 

Pour l’expression de STAT5 dans les reins de souris : Les protéines sont dénaturées par ajout 

d’un tampon dénaturant (NuPAGE® LDS Sample Buffer et Sample Reducing Agent, 

ThermoFischer Scientific) pendant 10 minutes à 70°C. Pour chaque échantillon, 20ug de 

protéines sont chargés et séparés sur des gels SDS-polyacrylamide à 12%. Après migration, les 

protéines sont transférées sur des membranes de nitrocellulose. Les membranes sont 

bloquées grâce à une solution de lait 5% dans du TBST pendant 2 heures à température 

ambiante et sous agitation. Les membranes sont ensuite incubées en présence de l’anticorps 

primaire anti-STAT5 (ab16276, Abcam) dilué au 1/1 000ème dans la solution TBST-lait toute la 
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nuit à 4°C. Les protéines de référence utilisée sont la GAPDH (ab181602, Abcam) et l’HSC70 

(ab51052, Abcam). Ces anticorps sont dilués respectivement au 1/80000ème et au 1/500ème 

dans une solution TBST-lait. 

Dans les trois cas, les membranes sont ensuite lavées 3 x 10 minutes dans du TBST puis 

incubées dans une solution de TBST-lait contenant l’anticorps secondaire adéquat couplé à la 

peroxydase (Amersham GE Healthcare), dilué au 1/5 000ème pendant 2h à température 

ambiante sous agitation. Le kit ECL Western Prime Blotting (Cytiva) est utilisé pour détecter 

les bandes. Les membranes sont ensuite analysées grâce au système PXi (New Compact Gel 

Documentation System, Syngene). Les bandes ont été quantifiées grâce au logiciel ImageJ. Les 

différents anticorps utilisés sont présentés dans le Tableau II. 

 

 

Anticorps Référence Dilution Solution 

Anti-LC3 #3868,Cell Signalling  1/1000ème TBST-BSA 

Anti-STAT5 ab16276, Abcam 1/1000ème TBST-Lait 

Anti-alpha-tubuline ab6160, Abcam 1/2000ème TBST-Lait 

Anti-GAPDH ab8245, Abcam 1/80000ème  TBST-Lait 

Anti-HSC70 ab51052, Abcam 1/2000ème  TBST-Lait 

Tableau II : Anticorps primaires utilisés pour les western blots 

 

 

9. Coloration au Periodic Acid Schiff et score d’atteinte tubulaire 

Des coupes de rein de 4 µm sont colorées au Periodic Acid Schiff (PAS). Pour cela, les lames 

sont déparaffinées et hydratées comme indiqué ci-dessus puis placées dans une solution 

d’acide périodique 1% pendant 15 minutes. Après lavage dans de l'eau, elles sont ensuite 

mises dans le réactif de Schiff (DiaPath) pendant 30 minutes et passées dans une solution 

d’hématoxyline puis de carbonate de Lithium pour marquer les noyaux.  
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Pour chaque souris, plusieurs champs non chevauchants de la zone cortico-médullaire sont 

photographiés au microscope puis un score composite, qualitatif et quantitatif, est attribué à 

chaque échantillon.  

Les critères qualitatifs sont : présence d’une dilatation tubulaire, présence de débris intra-

tubulaires (« casts »), nécrose cellulaire avec disparition de la bordure en brosse, présence de 

cellules tubulaires atypiques avec un cytoplasme vacuolisé.  

Pour l’aspect quantitatif, on évalue le pourcentage d’atteinte tubulaire de la coupe : 0 si 

absence de lésion, 1 si une partie de la jonction cortico-médullaire est atteinte, 2 si toute la 

jonction cortico-médullaire est atteinte, 3 si le cortex est atteint, 4 s’il y a en plus des lésions 

d’infarctus caractérisées par une effusion de globules rouges. 

 

10. Cytométrie en flux 

Les cellules HEK293 sont incubées dans des flasques avec 10µM de Bromo-desoxy-uridine 

(BrdU) pendant 1h à 37°C. Les cellules sont ensuite lavées au PBS 1X puis au PBS 1X contenant 

9mM d'EDTA. Elles sont ensuite centrifugées et le surnageant éliminé. Le culot cellulaire est 

fixé dans de l'éthanol 70% pendant 30 minutes sur glace puis incubé 30 minutes dans une 

solution à 2M d’acide chlorhydrique à température ambiante. Les cellules sont lavées 1 fois 

au PBS IX, puis incubées à nouveau 30 minutes avec un anticorps monoclonal anti-BrdU couplé 

à la fluorescéine et dilué au 1/10ème (14-5071-8, BU20A eBioscience™). Enfin, 200 µl d’une 

solution de Iodure de propidium et de RNAse est ajoutée (PI/RNAse Staining Buffer, BD 

Pharmingen). L’incorporation de BrdU par les cellules au cours de la phase de réplication de 

l’ADN est par la suite détectée par immunofluorescence en cytométrie de flux (MACSQuant 

Analyser, Miltenyi Biotec). 

 

11. Immunofluorescence 

Les reins (contrôles et ischémiés) préalablement fixés dans une solution de Formol sont 

déshydratés puis inclus dans la paraffine. Des coupes de 4 µm sont effectuées puis un 

marquage de la protéine p62 en immunofluorescence est réalisé. Pour cela, les lames sont 

déparaffinées par incubation dans du xylène pendant 3x 10 minutes puis hydratées par 

incubation dans des bains de concentration décroissante d'éthanol pendant 5 minutes.  

Les sites antigéniques sont ensuite démasqués grâce à un tampon Citrate pH6 (Solution 

Antigen Retrievel, Dako) dans le TintoRetriever Pressure Cooker (Bio SB) pendant 20 minutes. 
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Les lames sont perméabilisées 10 minutes dans une solution de TBS1X Triton 0,2%. Le blocage 

des sites antigéniques non spécifiques est réalisé grâce à une incubation dans une solution de 

TBST contenant 3% de BSA pendant 30 minutes à température ambiante. Les lames sont 

ensuite incubées dans la solution de blocage contenant l’anticorps primaire anti-p62 (GP62-

C, Progen), dilué au 1/400ème, toute la nuit à 4°C. 

Le lendemain, les coupes sont lavées 3 fois 10 minutes au TBST, puis mises en contact avec 

l’anticorps secondaire adéquat dilué au 1/500ème dans la solution de blocage. Un marquage 

des noyaux au DAPI est réalisé pendant 5 minutes. Les lames sont mises en contact avec du 

Noir Soudan 0,1% pendant 30 secondes pour atténuer le bruit de fond. Après rinçage à l’eau 

courante, les lames sont ensuite montées en milieu aqueux (Permafluor et lame Menzel  #1,5 

Diamant) puis conservées à 4°C. 

 

12.  Analyse Statistique  

Pour les expériences in vitro, les comparaisons entre plus de deux groupes ont été effectuées 

par une analyse de variance de Kurskal-Wallis, suivie de tests de comparaisons multiples de 

Dunn. Pour les expériences in vivo, le test de Student a été utilisé. Tous les tests sont bilatéraux 

et une p-value < 0.05 est considérée comme significative. Les analyses ont été réalisées grâce 

au logiciel GraphPad Prism v6. 
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III. RESULTATS   

1. Les conséquences de l’ischémie-reperfusion sont identiques dans les deux 

groupes de souris. 

Afin d’étudier les conséquences de l’inactivation de Stat5 sur l’IRA induite par ischémie-

reperfusion, nous avons constitué deux groupes de souris.  

Un groupe était constitué de 7 souris de la lignée Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox qui ont reçu une 

administration de sucrose et de doxycycline, afin d’induire l'expression de la recombinase Cre 

et permettre l’inactivation de Stat5. Un autre groupe était constitué de 7 souris de la même 

lignée et ont reçu une administration de sucrose seul, servant de contrôle.  

Après une semaine de wash-out, l’ischémie-reperfusion a été induite par néphrectomie du 

rein droit suivie du clampage de l’artère rénale gauche pendant 30 minutes (FIGURE 10). 

 

 

 

FIGURE 10 : Etapes du protocole d’étude 

Le groupe mutant (7 souris) a été traité par doxycyline pendant 17 jours afin de permettre 

l’inactivation spécifique de Stat5 au niveau tubulaire. Le groupe contrôle (7 souris) a été traité 

par sucrose seul. Une période de wash-out de 10 jours a été réalisée. L’ischémie-reperfusion 

a ensuite été réalisée dans les 2 groupes, par néphrectomie du rein droit suivie du clampage 

du rein gauche. Les souris ont ensuite été sacrifiées à 24h. 
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FIGURE 11 : Conséquences de l’ischémie-reperfusion après un clampage de 30 minutes. 

A. Concentration d’urée (mmol/L) et créatinine plasmatiques (µmol/L) après un clampage 

de 30 minutes chez les souris Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox traitées par doxycycline (« DOX ») 

ou par sucrose (« SUC »). N=7 dans chaque groupe. p>0,05, test de Student. B. Images 

représentatives de coupes de la jonction cortico-médullaire colorées à l’acide périodique 

de Schiff chez des souris Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox traitées ou non par doxycycline, après 

ischémie-reperfusion. Les flèches noires indiquent des tubules nécrotiques. Les têtes de 

flèche indiquent la présence de casts. L’astérisque indique une infiltration d’hématies.  
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Nous avons tout d’abord évalué la fonction rénale par une mesure de l’urée et de la créatinine 

plasmatique à 24h de l’ischémie (FIGURE 11A). Nos résultats montrent que les deux groupes 

de souris présentaient une insuffisance rénale sévère caractérisée par une hausse élevée de 

l’urée et de la créatinine plasmatiques, mais il n’y avait pas de différence significative entre 

les deux groupes.  

Nous avons ensuite réalisé une analyse du parenchyme rénal afin d’évaluer l’atteinte 

histologique (FIGURE 11B). Nous avons pour cela réalisé des coupes de 4 µm colorées au 

Periodic Acid Schiff. De nombreuses lésions étaient observées dans les deux groupes, telles 

qu’une dilatation tubulaire, la présence de casts et une infiltration tubulo-interstitielle de 

globules rouges Cependant il n’y avait à nouveau pas de différences entre les groupes. 

Afin de réduire la sévérité de l’atteinte ischémique pour permettre de mettre en évidence une 

potentielle aggravation entre les deux groupes, nous avons sélectionné une deuxième cohorte 

de souris, pour réaliser un clampage plus court de 25 minutes (FIGURE 12).  Le groupe traité 

par doxycycline était constitué de 9 souris et le groupe contrôle de 8 souris. A 24h, l’élévation 

de l’urée et de la créatinine plasmatiques était effectivement moins importante chez ces 

souris, par rapport à celles ayant subi un clampage de 30 minutes. Cependant, il n’y avait à 

nouveau pas de différence entre les deux groupes. En effet, dans le groupe mutant, la 

créatininémie moyenne était de 146 µmol/L contre 123 µmol/L dans le groupe sauvage ; 

l’urémie moyenne était de 37 mmol/L contre 34 mmol/L dans le groupe contrôle. 

Ces résultats suggèrent que l'inactivation de Stat5 tubulaire ne modifie pas les conséquences 

de l'ischémie rénale chez la souris dans le modèle de l’ischémie-reperfusion, à la fois sur le 

plan histologique et sur le plan fonctionnel. Ces résultats sont ainsi en désaccord avec ceux 

obtenus lors d'expériences préliminaires. En effet, les souris porteuses d’une inactivation 

tubulaire de Stat5 et exposées à une néphropathie à la cisplatine présentaient des lésions 

moins sévères que les souris du groupe contrôle.  
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FIGURE 12 : Conséquences de l’ischémie-reperfusion après un clampage de 25 minutes  

A. Concentrations d’urée (mmol/L) et créatinine plasmatique (µmol/L) après un clampage de 

25 minutes chez les souris Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox traitées par doxycycline (« DOX », N=8) ou 

par sucrose (« SUC », N=9). p>0,05, test de Student. Chaque point correspond à un échantillon 

et les barres représentent la moyenne ± sem.B Détail des valeurs pour chaque souris. 
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2. L’expression de Stat5 sur extrait de rein total semble identique dans les 

deux groupes. 

Devant ces résultats discordants, nous avons souhaité vérifier le bon fonctionnement de notre 

construction génétique, en vérifiant l’inactivation du gène Stat5 par le système induit par la 

doxycycline. Pour cela, nous avons quantifié l'abondance protéique de Stat5 dans le rein. 

Nous avons ainsi réalisé un western blot sur extrait protéique de rein total des souris des 2 

séries (30 minutes et 25 minutes). Nos résultats montrent que, pour les deux séries, il n’y avait 

pas de différence significative d’expression de Stat5 entre les 2 groupes (FIGURE 13). Les 

protéines GAPDH et HC70 ont été utilisées comme contrôle.  
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FIGURE 13 : L’expression du facteur de transcription Stat5 est équivalente chez les souris 

des deux groupes. 

A. Western blot des protéines Stat5 (100kDa) et HSC70 (70kDa) sur extraits protéiques de 

reins issus des souris Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox de la première série, traitées par sucrose 

(« SUC ») ou doxycycline (« DOX »). N=7 dans chaque groupe. B. Western blot des protéines 

Stat5 et GAPDH (40 kDa) sur extraits protéiques de reins issus des souris Pax8-

rtTA;LC1;Stat5lox/lox de la deuxième série, traitées par doxycycline (N=8) ou par sucrose (N=4) 

C. Expression relative de Stat5/HSC70. D. Expression relative de Stat5/GAPDH. Chaque point 

correspond à un échantillon et les barres représentent la moyenne ± sem.  
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Face à ce résultat inattendu, nous avons alors souhaité vérifier que les différents éléments de 

la construction génétique étaient présents. Nous avons donc vérifié que les souris étaient bien 

porteuses de l'allèle Stat5lox et des transgènes Pax8-rtTA et LC1. Pour cela, nous avons réalisé 

une PCR de génotypage sur les biopsies de queues de souris. Nos résultats montrent que les 

souris des deux groupes étaient bien porteuses de l’allèle Stat5lox à l’état homozygote et des 

transgènes Pax8-rtTA et LC1 (FIGURE 14).  

 

 

 
 

 

 

Nous avons alors vérifié que les souris induites par doxycycline étaient capables d’exprimer la 

recombinase Cre. Pour cela, nous avons constitué une troisième cohorte de souris Pax8-

rtTA;LC1;Stat5lox/lox afin de caractériser l’expression du transcrit de la recombinase Cre par RT-

PCR.  

FIGURE 14 : Les souris des deux groupes sont porteuses de l’allèle Stat5lox et des 

transgènes Pax8-rtTA et LC1. 

PCR de génotypage de l’allèle Stat5lox et des transgènes Pax8-rtTA et LC1, sur biopsies de 

queues des souris Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox traitées par doxycycline (N=9) ou par sucrose 

(N= 5). Les PCR des échantillons des puits n°9 et n°11 ont été renouvelés et montrent bien 

la présence de l’allèle Stat5lox. Les résultats montrés sont représentatifs de l’ensemble des 

souris étudiées. 
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Dans cette 3ème cohorte, 5 souris ont reçu du sucrose seul et 13 souris ont reçu de la 

doxycycline. Nous n’avons cette fois-ci pas réalisé de période de wash-out, car celle-ci 

annulerait l’expression de la Cre. Nous avons de plus sélectionné des souris d’âge différents 

(5 animaux âgés de 9 semaines, 4 âgés de 8 semaines, 3 âgés de 6 semaines et 5 âgés de 6 

semaines). En effet, des travaux ont montré que l’efficacité de la recombinase Cre peut varier 

en fonction de l’âge des animaux. 

De façon surprenante, nous avons observé une expression de la recombinase Cre dans les 

souris traitées par doxycycline mais également dans les souris contrôles (FIGURE 15). 

Cependant, et même si cette RT-PCR n'est pas quantitative, l'expression dans le groupe traité 

semble plus importante que dans le groupe contrôle. 

 

 

 

 

 

Face à ce résultat imprévu obtenu en FIGURE 15, nous avons émis l’hypothèse que 

l'amplification observée dans le groupe traité par sucrose était due à une contamination des 

ARN par de l’ADN, qui serait survenue lors de la technique de RT-PCR. 

Nous avons donc effectué une PCR pour amplifier la recombinase Cre sur les mêmes 

échantillons d'ARN, avec un nouveau traitement à la DNAse I mais sans reverse-transcription. 

La PCR ne permettant d’amplifier que l’ADN, cela permettrait de mettre en évidence l’ADN 

contaminant.  

 

FIGURE 15 : Le transcrit de la recombinase Cre semble présent dans les 

groupes de souris recevant ou non de la doxycycline. 

RT-PCR de la recombinase Cre sur rein total chez les souris Pax8-

rtTA;LC1;Stat5lox/lox traitées  par sucrose (N=5) ou par doxycycline (N=13). 
 

Cre 
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Nos résultats montrent qu’il existe bien une contamination des échantillons d'ARN par de 

l’ADN génomique puisqu'une amplification est observée dans les deux groupes (FIGURE 16).  

Il est donc possible que l'amplification de la Cre observée après réverse-transcription des ARNs 

du groupe traité par le sucrose soit due uniquement à une amplification de l'ADN 

contaminant.  

La validité de notre construction génétique étant remise en question, d’autres travaux sont 

donc nécessaires pour conclure sur le rôle de STAT5 dans l’ischémie-reperfusion chez la souris. 

 

 

 

 

 

3. STAT5B semble stimuler la prolifération des cellules HEK293. 

En culture cellulaire, nous avons observé de manière empirique une différence de 

prolifération entre les 2 lignées de cellules HEK293 STAT5B+/+ et HEK293 STAT5B-/-.  

Afin de mieux mettre en évidence cette différence, nous avons ensemencé un nombre précis 

de cellules de chaque génotype (150 000, 200 000 et 300 000) dans chaque puit et avons pris 

des photographies au microscope optique à lumière blanche 24h et 48h après 

ensemencement (FIGURE 17). 

FIGURE 16 : Existence d’une contamination des échantillons d’ARN par de 
l’ADN génomique. 

Réalisation d’une PCR sur les échantillons d’ARN des souris Pax8-

rtTA;LC1;Stat5lox/lox traitées par sucrose (N=5) ou par doxycycline (N=13). Les ARN 

ont été traités à la DNAse sans reverse-transcription. 
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A titre d’exemple, à 24h et pour un ensemencement à 150 000 cellules par puits, la confluence 

des cellules HEK293 STAT5B+/+ était d’environ 60% alors qu’elle n’était que d’environ 20% pour 

les cellules HEK293 STAT5B-/- . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afin de s’assurer que cette observation n’était pas seulement un phénomène attribuable à un 

effet dépendant de l’opérateur lors du processus de congélation ou de décongélation, un 

échantillon de cellules HEK293 STAT5B-/- différent du premier mais issu de la même souche a 

été décongelé (ci-après nommé HEK STAT5B-/-.2). Nous avons à nouveau pu constater que les 

cellules HEK293 STAT5B-/-.2 prolifèrent moins vite que les cellules HEK293 STAT5B+/+ à 

ensemencement identique. 

 

FIGURE 17 : Observation des cellules HEK STAT5B+/+ et STAT5B-/- en microscopie optique.  

Observation des cellules HEK STAT5B+/+ et STAT5B-/- en microscopie optique 24 heures après 

ensemencement avec le nombre de cellules indiquées. Résultats représentatifs de deux 

expériences indépendantes.  
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Afin de caractériser plus précisément ce défaut de prolifération, nous avons quantifié le 

pourcentage de cellules en prolifération grâce à la détection de l'incorporation de BrdU par 

cytométrie en flux. Pour chaque échantillon (HEK293 STAT5+/+, HEK293 STAT5B-/-, HEK STAT5B-

/-.2), nous avons réalisé cette quantification en duplicat. Une condition de contrôle négatif 

(cellules STAT5B+/+ incubées sans BrdU) a également été réalisée (FIGURE 18). 

 

 

 

 

 

FIGURE 18 : STAT5B semble stimuler la prolifération des cellules HEK293. 
Cytométrie en flux mesurant l’incorporation de BrdU, dans les cellules HEK293 STAT5+/+, 
HEK293 STAT5B-/- (1ère décongélation) et HEK STAT5B-/-.2 (2ème décongélation). Chaque 
échantillon a été analysé en duplicat. Le pourcentage indiqué est celui de cellules BrdU-
positives. 
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Nos résultats montrent que le pourcentage moyen de cellules STAT5B+/+ ayant incorporé du 

BrdU est 20,52%. Celui des cellules STAT5B-/- et STAT5B-/-.2 est 4,83% et 17,53%, 

respectivement. Ces résultats suggèrent donc que STAT5B stimule la prolifération des cellules 

HEK293. 

. 

 

4. STAT5B semble stimuler l’autophagie dans les cellules HEK293. 

Afin de caractériser le rôle de STAT5B sur l’activité autophagique des cellules HEK293, nous 

avons quantifié l’expression de LC3-II par western blot dans les différentes lignées cellulaires 

sous l’effet d’un activateur de l’autophagie (jeûne par incubation en milieu EBSS), d’un 

inhibiteur de la formation des autolysosomes (chloroquine), et sous l’action conjointe de ces 

deux traitements.  

La protéine LC3 (light chain complex 3) est une protéine de 17kDa. La forme cytosolique de 

LC3 (LC3-I) se conjugue à la phosphatidyl-éthanolamine pour former LC3-II recrutée à la 

membrane de l’autophagosome. LC3-I et LC3-II sont détectées par 2 bandes distinctes. 

L’intensité de la bande LC3-II reflète l’activité autophagique (28).  

Comme attendu, l'abondance de LC3-II augmente après incubation dans de l'EBSS ou en 

présence de CQ dans les cellules STAT5B+/+. En revanche, les cellules STAT5B-/-.2 présentent 

une augmentation de l'abondance de LC3-II sous chloroquine mais pas sous EBSS (FIGURE 

19A-C). Ce résultat suggère donc que l’absence de STAT5 est un frein à l’activation de 

l’autophagie. 

La même expérience a été donc été menée en utilisant les cellules HEK293 STAT5B-/- issues de 

l’autre décongélation, afin de voir si l’on obtenait des résultats similaires.  

De façon surprenante, ces cellules présentent cette fois-ci une augmentation de l’expression 

de LC3II en présence d’EBSS comparable à celle observée pour les cellules STAT5B+/+ (FIGURE 

19B-D).  

Des expériences complémentaires sont donc nécessaires pour conclure sur le rôle de STAT5B 

dans la régulation du flux autophagique. 
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FIGURE 19 : Conséquences de l'inactivation de STAT5B dans les cellules HEK293 sur 

le flux autophagique. 

A. Western blot des protéines LC3-I, LC3-II (17 et 15kDa, respectivement) et tubuline 

(50kDa) sur extraits protéiques des cellules HEK293 STAT5+/+et HEK 293 STAT5B-/-.2, en 

condition contrôle (CT), de jeûne (EBSS), inhibition de l’autophagie (CQ) ou les deux. 

B. WB des protéines LC3-II et GAPDH (40kDa) dans les cellules HEK293 STAT5+/+et 

HEK293 STAT5B-/- dans les mêmes conditions. C. Abondance relative de LC3-

II/Tubuline. D. Abondance relative de LC3-II/GAPDH. Chaque point correspond à un 

échantillon et les barres représentent la moyenne ± sem. * p< 0,05 Analyse de variance 

de Kruskal-Wallis, suivie de tests de comparaisons multiples de Dunn. 
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IV. DISCUSSION 

Le premier objectif de mon projet a été de tester le rôle protecteur de STAT5 dans un modèle 

d’insuffisance rénale aiguë tubulaire, l’ischémie-reperfusion (IR). Pour cela, j'ai utilisé des 

souris porteuses d’une inactivation de Stat5 spécifique de l'épithélium tubulaire et inductible 

par la doxycycline (Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox). Un groupe de souris a été traité par doxycycline. 

L’autre groupe de souris a été traité par sucrose seul, servant de contrôle. L’ischémie-

reperfusion a été induite par néphrectomie du rein droit suivie du clampage de l’artère rénale 

gauche. A 24h du sacrifice, j’ai effectué une analyse de la fonction rénale par dosage d’urée et 

de créatinine plasmatique et une analyse histologique. 

Le deuxième objectif de mon projet a été de caractériser le rôle de STAT5B dans la régulation 

de l'autophagie. J’ai pour cela utilisé des cellules embryonnaires humaines de rein de la lignée 

HEK293, sauvages ou porteuses d'une délétion spécifique de STAT5B obtenue grâce au 

système CRISPR-Cas9.  J’ai effectué une étude d’incorporation du BrdU par cytométrie de flux. 

J’ai ensuite étudié l’activité autophagique des cellules en les traitant par un inhibiteur de 

l’autophagie (la chloroquine) et un activateur de l’autophagie (le milieu de jeûne EBSS). J’ai 

étudié par western-blot l’abondance de LC3-II, reflet de l’activité autophagique. 

Nous n’avons pas mis en évidence de rôle protecteur de STAT5 dans l’insuffisance rénale aiguë 

induite par ischémie-reperfusion chez les souris Pax8;LC1;Stat5lox/lox. Cependant, nos résultats 

montrent également que l’expression de Stat5 n’est pas diminuée chez les souris traitées par 

doxycycline. In vitro, mes travaux ont mis en évidence une incorporation plus faible du BrdU 

dans les cellules HEK293 STAT5B-/- comparées aux HEK293 STAT5B+/+, ce qui suggère que 

STAT5B favorise la prolifération cellulaire dans les cellules HEK293. De plus, l’étude du flux 

autophagique montre que STAT5B pourrait stimuler l’autophagie. 

La force de notre travail résidait dans l’utilisation de souris transgéniques porteuses d’une 

inactivation inductible de Stat5 et spécifique de l’épithélium tubulaire. Notre modèle 

génétique murin est cependant remis en question et ne permet pas de conclure formellement 

sur le rôle de STAT5 dans l’ischémie-reperfusion. 

En effet, nos western blots montrent que l’expression protéique de STAT5 est identique dans 

les groupes de souris traitées ou non par doxycycline. La PCR de génotypage sur queues de 

souris a cependant confirmé que les souris étaient bien porteuses des transgènes Pax8-rtTA 

et LC1 ainsi que de l’allèle Stat5lox.  
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Nous avons formulé plusieurs hypothèses pouvant expliquer ce résultat.  

Une première hypothèse est qu’il peut exister une méthylation des transgènes Pax8-rtTA ou 

LC1 au fur et à mesure des générations de souris, pouvant conduire à une baisse ou une perte 

de l’expression de la recombinase Cre (41). En effet, les souris Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox ont 

été générées par de précédents étudiants en Master dans le laboratoire plusieurs mois 

auparavant. A ce moment-là, ils avaient pu mettre en évidence une diminution de l'expression 

de Stat5 après administration de doxycycline. Cette observation est donc en faveur de cette 

première hypothèse.  

Nous avons donc vérifié l'expression de la recombinase Cre dans nos groupes de souris par 

RT-PCR, qui a montré une expression de la Cre non seulement dans le groupe recevant de la 

doxycyline mais également dans celui ne recevant que du sucrose.  

Cela amène à deux nouvelles hypothèses : ce résultat peut être dû soit à une expression 

constitutive de la recombinase Cre chez les souris Pax8;LC1;Stat5lox/lox, indépendante de la 

présence de doxycycline (ce qui n'a pas été décrit dans la littérature), soit à une contamination 

des échantillons d'ARN par de l’ADN génomique, et ce malgré le traitement par la DNAse I.  

Le résultat de la Figure 9 montre qu’il existe effectivement une contamination par de l’ADN. 

Ceci montre que la RT-PCR peut difficilement être utilisée pour quantifier l'expression de la 

Cre dans nos échantillons d'ARN. Nous avons donc essayé de mettre en évidence la 

recombinase Cre par d’autres techniques. Nous avons tenté de réaliser des analyses en 

immunofluorescence et en immunohistochimie avec un anticorps dirigé contre la Cre, mais 

nous n'avons pas réussi à obtenir de signal, malgré l’utilisation de différents protocoles de 

laboratoire. L'expression correcte de la recombinase Cre dans le néphron uniquement après 

administration de doxycycline reste donc à confirmer. 

Une autre hypothèse est qu’il existe des variations d’efficacité de la recombinase Cre en 

fonction de l’âge des souris. En effet, les travaux de l'équipe d'Edith Hummler (Université de 

Lausanne, Suisse) indiquent que l'inactivation du gène codant la sous-unité  du canal ENaC 

induite par la doxycycline dans le tubule rénal à l'aide des transgènes Pax8-rtTA et LC1 est 

efficace chez des souris de 3 semaines mais pas chez des souris âgées de plus de 6 semaines 

(Edith Hummler, communication personnelle).  Ceci a motivé notre volonté d’utiliser des 

souris d’âge différent dans la 3ème cohorte de souris. Nous avons en effet administré de la 

doxycycline à des souris âgées de 3-4 semaines ou 2 mois. Une perspective serait de mesurer 

l'expression de Stat5 dans ces différents groupes de souris.  
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Le western blot Stat5 a été réalisé sur extrait de rein total et n’est donc pas représentatif de 

l’expression de Stat5 dans l’épithélium tubulaire. Nous avons réalisé d’autres expériences 

pour déterminer l'expression de Stat5 spécifiquement dans le tubule des souris. Nous avons 

tenté de réaliser un immunomarquage de Stat5 sur coupe de reins de souris. Nous avons testé 

plusieurs anticorps dirigés contre les deux isoformes de Stat5, phosphorylées ou non. Les 

résultats ne sont cependant pas concluants. Nous avons également essayé de mettre en 

évidence Stat5 par immunofluorescence, selon différents protocoles, sans succès non plus. 

Une autre possibilité serait de réaliser un western blot de Stat5 sur tubules proximaux 

microdisséqués ou cellules tubulaires proximales isolées. 

Plusieurs techniques existent pour induire une ischémie-reperfusion chez la souris. Un 

clampage bilatéral des pédicules rénaux peut être effectué, mais des travaux ont montré que 

cela augmentait fortement la variabilité pour une même expérience (42). L’ischémie 

unilatérale précédée de la néphrectomie controlatérale permet d’obtenir une meilleure 

reproductibilité des résultats et d’utiliser le rein droit comme contrôle négatif de l’expérience. 

Notre première série d’expérience réalisée avec un clampage de 30 minutes montrait que 

cette durée d’ischémie était trop importante puisqu'elle a induit des lésions très sévères. 

Cette sévérité très importante a pu masquer les effets de l'inactivation de STAT5 puisque nous 

nous attendions à une aggravation des lésions induites par l'ischémie en absence de STAT5. 

Dans la littérature, il n’existe pas de durée parfaitement définie pour la durée du clampage 

(42). Chaque expérimentateur doit définir ses propres conditions expérimentales. En effet, le 

temps nécessaire pour obtenir des lésions significatives varie en fonction du fond génétique, 

de la lignée, de l’âge et du sexe de la souris. Par exemple, pour des souris mâles Balb/c âgées 

de 8 semaines, une augmentation de la sévérité de l’atteinte rénale est évidente dès une 

augmentation de la durée d’ischémie de 2 minutes (43).  

Notre groupe contrôle était constitué de souris Pax8;LC1;Stat5lox/lox qui ont reçu du sucrose 

seul. Ceci induit l’inconvénient qu’un groupe de souris est exposé à la doxycycline mais pas 

l’autre. On ne peut donc théoriquement pas exclure un effet propre de la doxycycline dans nos 

résultats. Un autre groupe contrôle possible aurait été constitué de souris de la lignée 

Stat5lox/lox qui auraient également reçus de la doxycycline ; ainsi les deux groupes auraient été 

exposés au traitement. 

Cependant, les concentrations de doxycycline utilisées sont faibles et ne sont pas sensées 

induire de phénotype rénal (38). 
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Mes résultats suggèrent que STAT5B pourrait stimuler la prolifération des cellules HEK293. En 

effet, les expériences in vitro ont mis en évidence une incorporation plus faible du BrdU dans 

les cellules HEK293 STAT5B-/- comparées aux HEK293 STAT5B+/+, ce qui suggère que STAT5B 

favorise la prolifération cellulaire dans les cellules HEK293. 

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Fragiadaki, qui ont montré l’implication de 

STAT5 dans la prolifération des cellules tubulaires, dans le contexte de la polykystose rénale 

autosomique dominante (26). En effet, STAT5 est activé dans les cellules épithéliales qui 

bordent les kystes et stimule la transcription du gène codant la Cycline D1. STAT5 pourrait donc 

jouer un rôle dans la prolifération des cellulaires tubulaires lors de la formation des kystes, en 

aval de l'hormone de croissance, dont la sécrétion est anormalement augmentée chez les 

patients polykystiques.  

A la suite d’une insuffisance rénale aiguë , comme l’a montré l’équipe de Humphreys (17), il 

existe une stimulation de la prolifération des cellules tubulaires proximales qui participe à la 

réparation de l’épithélium. Le rôle pro-prolifératif de STAT5B, néfaste dans le contexte de la 

polykystose, pourrait donc favoriser la réparation de l’épithélium lors d’une insuffisance 

rénale aiguë . Cette prolifération pourrait donc être protectrice dans le cadre d’une 

insuffisance rénale aiguë d’origine tubulaire. Cette hypothèse, qui ne faisait pas partie des 

hypothèses de départ lors de la préparation de notre projet, sera à explorer par des 

expériences supplémentaires. 

 

Nous avons obtenu ici des résultats discordants sur le rôle de STAT5 dans la régulation de 

l’autophagie.  

Suite à mon départ, l’équipe d’accueil a pu obtenir des données in vivo pour compléter les 

résultats in vitro sur le rôle stimulateur de Stat5 sur l'autophagie, grâce à des extraits de souris 

Stat5+/+et  Stat5-/-  soumises à un modèle murin de néphropathie à l’adriamycine et traitées 

ou non par Interleukine 15 : l'expression de LC3II augmente d’avantage chez les souris 

mutantes que chez les souris sauvages. Cela suggère que l’administration d’interleukine 15 

permet de restaurer l’autophagie, via une activation de Stat5. 
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A 

 

FIGURE 20 : Conséquences de l’administration d’interleukine 15 sur la régulation de 
l’autophagie 

A.Western blot sur extrait de rein total des protéines LC3a, LC3b (17 et 15kDa, 

respectivement) et tubuline (50kDa) sur extraits protéiques des souris STAT5+/+et  STAT5B-/- 

porteuses d’une néphropathie à l’adriamycine et traitées ou non par Interleukine 15 (Baf) : 

l'expression de LC3b augmente d’avantage chez les souris mutantes que chez les souris 

sauvages. B. Expression relative des expressions de LC3b et tubuline dans les différents 

groupes.  

 

Nos travaux suggèrent un rôle protecteur de STAT5. Dans le podocyte, le rôle de STAT3 a été 

d’avantage étudié, avec mise en évidence d’un rôle délétère, comme dans la néphropathie 

diabétique, la néphropathie induite par le VIH et le modèle murin de glomérulonéphrite 

toxique (21). Il pourrait donc exister au niveau podocytaire une balance STAT5/STAT3, STAT5 

étant protecteur et STAT3 délétère. 

B 
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Cette balance STAT5/STAT3 est décrite dans les cellules immunitaires. En effet, lors du 

développement lymphocytaire, les deux isoformes de STAT5 participent à la différenciation et 

à la survie des lymphocytes T régulateurs. De plus, STAT5 inhibe la différenciation du 

lymphocyte Th17. Pour rappel, le lymphocyte Th17 est un élément clé de l’inflammation 

locale, agissant grâce à l’action de cytokines pro-inflammatoires qu’il sécrète (44). Son rôle est 

impliqué dans le développement de maladies inflammatoires comme le psoriasis, les maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin ou la polyarthrite rhumatoïde (45). A l’inverse, STAT3 

est indispensable à la différenciation des lymphocytes Th17 et inhibe la différenciation des 

lymphocytes T régulateurs. 

Le rôle protecteur de STAT5 pourrait passer par différents mécanismes en cas d'agression 

glomérulaire. Les expériences réalisées ici montrent que STAT5 pourrait induire une activation 

de l’autophagie. Des travaux effectués par le laboratoire d’accueil suggèrent que STAT5 

pourrait réguler des voies métaboliques en modulant le stress oxydatif. STAT5 pourrait 

également induire l’activation directe de voies anti-apoptotiques comme Bcl2 ou Bclxl et 

inhiber l’activité de STAT3. 

Le facteur de transcription STAT5 peut être activé par l’IL15, via sa liaison à la sous-unité γC. Si 

nous confirmons le rôle protecteur de STAT5 dans l’insuffisance rénale aiguë , nous pourrons 

répéter les expériences d’administration d’interleukine 15 chez la souris.  

L’équipe du laboratoire a déjà pu mettre en évidence que l’administration d’IL15 chez la souris 

à un rôle protecteur au niveau rénal. L’agoniste de l’IL15 ou ALT803 est déjà commercialisé et 

est en cours d’étude dans le domaine de l’oncologie. Dans nos résultats préliminaires, 

l’injection d’IL15 est associée au développement d’une splénomégalie chez la souris. Nous 

pourrons alors déterminer la dose minimale d’interleukine 15 à administrer dans différents 

modèles de néphropathies pour limiter les effets sur le système immunitaire. 

Une meilleure connaissance des mécanismes de survie de l’épithélium rénal peut conduire au 

développement de thérapeutiques ciblées permettant de réduire la gravité des lésions et donc 

le pronostic. Les agonistes de ces voies de survie comme l’IL-15 ou d’autres dans le futur 

pourraient avoir un effet bénéfique dans diverses pathologies rénales impliquant l’épithélium 

glomérulaire ou tubulaire. 
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V. CONCLUSIONS SIGNEES 

Le facteur de transcription STAT5 existe sous deux isoformes STAT5A et STAT5B. Notre équipe 

a pu montrer qu’il existe une activation de STAT5B dans les glomérulopathies chez l’Homme 

et la souris, qui exerce un rôle protecteur. Cette activation a également été observée dans les 

tubules proximaux en conditions pathologiques. Le rôle protecteur de STAT5 pourrait être lié 

à une activation de l’autophagie. 

Le premier objectif de mon projet a été de tester le rôle protecteur de STAT5 dans un modèle 

d’insuffisance rénale aiguë tubulaire, l’ischémie-reperfusion. Pour cela, j'ai utilisé des souris 

porteuses d’une inactivation de Stat5 spécifique de l'épithélium tubulaire et inductible par la 

doxycycline (Pax8-rtTA;LC1;Stat5lox/lox). Le deuxième objectif de mon projet a été de 

caractériser le rôle de STAT5B dans la régulation de l'autophagie. J’ai pour cela utilisé des 

cellules embryonnaires humaines de rein (lignée HEK293), sauvages ou porteuses d'une 

délétion spécifique de STAT5B obtenue grâce au système CRISPR-Cas9.  

Mes résultats montrent que 24h après ischémie, la fonction et la structure rénales sont 

affectées de façon équivalente dans les souris porteuses d'une délétion de Stat5 et les souris 

contrôles. Cependant, nos résultats montrent également que l’expression de Stat5 n’est pas 

diminuée dans les souris traitées par doxycycline, remettant en cause la validité de notre 

modèle d’étude. De plus, in vivo, STAT5 stimule la prolifération cellulaire et pourrait stimuler 

l’autophagie.  

En conclusion, l’hypothèse d’un rôle protecteur de STAT5 dans l’insuffisance rénale aiguë est 

à confirmer par des expériences supplémentaires.  
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TITRE DE LA THESE : Caractérisation du rôle du facteur de transcription STAT5 dans 

l’Insuffisance rénale aiguë  

AUTEUR : KADIATOU BALDET 

Introduction : Le facteur de transcription STAT5 existe sous deux isoformes STAT5A et STAT5B. 

Il peut être activé par l’interleukine 15, via la sous-unité yC commune aux récepteurs aux 

interleukines. L’équipe du laboratoire a pu montrer qu’il existe une activation de STAT5 chez 

l’Homme dans la hyalinose segmentaire et focale et dans la nécrose tubulaire aiguë. De plus, 

il existe une activation protectrice de STAT5 dans 2 modèles murins de glomérulopathies et 

dans un modèle murin de néphropathie à la cisplatine. Le rôle protecteur de STAT5 pourrait 

être lié à une activation de l’autophagie, permettant ainsi l’élimination d’éléments oxydés ou 

ubiquitinés. 

Objectifs : Déterminer le rôle de STAT5 au cours d'une insuffisance rénale aiguë induite par 

ischémie-reperfusion chez la souris et dans la régulation de l’autophagie. 

Méthodes : In vivo, j’ai utilisé un modèle murin d'inactivation de Stat5 spécifique de 

l'épithélium tubulaire et inductible par la doxycycline. L’insuffisance rénale aiguë a été induite 

par clampage de l’artère rénale précédée d’une néphrectomie controlatérale. In vitro, j’ai 

utilisé des cellules embryonnaires humaines de rein (lignée HEK293), sauvages ou porteuses 

d'une délétion spécifique de STAT5B obtenue grâce au système CRISPR-Cas9. 

Résultats : 24h après ischémie, la fonction et la structure rénales sont affectées de façon 

équivalente dans les souris porteuses d'une délétion de Stat5 et les souris contrôles. 

Cependant, nos résultats montrent également que l’expression de Stat5 n’est pas diminuée 

chez les souris traitées par doxycycline, remettant en cause la fiabilité de notre construction 

génétique. De plus, STAT5 joue un rôle dans la prolifération cellulaire et l’autophagie. 

Conclusion : L’hypothèse d’un rôle protecteur de STAT5 dans l’insuffisance rénale aiguë 

ischémique est à confirmer par des expériences supplémentaires. Si ce rôle est confirmé, 

l’utilisation d’agonistes de cette voie comme l’interleukine 15 pourrait avoir un effet 

bénéfique dans diverses pathologies rénales impliquant l’épithélium glomérulaire ou 

tubulaire. 

MOTS-CLES : STAT5, insuffisance rénale aiguë, ischémie-reperfusion, autophagie 
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