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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Akt and pAkt expression in the rat endometrium during pregnancy and
pseudopregnancy. Total endometrial proteins were collected at different days of
pregnancy and pseudopregnancy. B-actin blots shown were used as controls to correct
for loading. Blots shown are from one representative experiment. Graphics represent
Western blot densitometrical analysis. Data represent the mean = SEM of four

independent experiments. Different letters represent significantly different means

(P<0,05).

Figure 2: Aktl-1, -2 and -3 expression in the rat endometrium during pregnancy and
pseudopregnancy. Total endometrial proteins were collected at different days of
pregnancy and pseudopregnancy. -actin blots shown were used as controls to correct
for loading. Blots shown are from one representative experiment. Graphics represent
Western blot densitometrical analysis. Data represent the mean + SEM of three
independent experiments. Different letters represent significantly different means

(P<0,05).

Figure 3: Immunoprecipitation of each isoform and western blot of pAkt. Total
endometrial proteins were collected A) at day 5 of pregnancy and B) at the time of
parturition. C) Ratio pAkt/Akt3 expression in the rat endometrium during pregnancy.
Total endometrial proteins were collected at different days of pregnancy. Graphics
represent Western blot densitometrical analysis. Data represent the mean + SEM of three
independent experiments. Different letters represent significantly different means

(P<0,05).

Figure 4: XIAP, smac/DIABLO and PTEN expression in the rat endometrium during
pregnancy and pseudopregnancy. Total endometrial proteins were collected at different
days of pregnancy and pseudopregnancy. -actin blots shown were used as controls to
correct for loading. Blots shown are from one representative experiment. Graphics

represent Western blot densitometrical analysis. Data represent the mean = SEM of three
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independent experiments. Different letters represent significantly different means
(P<0,05).

Figure 5: A) plkB and NF«B expression in the rat endometrium during pregnancy and
pseudopregnancy. Total endometrial proteins were collected at different days of
pregnancy and pseudopregnancy. B-actin blots shown were used as controls to correct
for loading. Blots shown are from one representative experiment. Graphics represent
Western blot densitometrical analysis. Data represent the mean + SEM of three
independent experiments. Different letters represent significantly different means
(P<0,05). B) Immunochemistry of NF«B in the rat endometrium at the day 5 of
pregnancy and pseudopregnancy. Tissues were collected at the day 5 of pregnancy and

pseudopregnancy. IgG were used as control.

Figure 6: Effect of PI 3-K inhibitor wortmannin at the day 5 of the pregnancy on pAkt,
XIAP, PTEN and plkB expression. B-actin blots shown were used as controls to correct
for loading. Blots shown are from one representative experiment. Graphics represent
Western blot densitometrical analysis and are the mean + SEM of independent
experiments (three control and five treatments). Different letters represent significantly

different means (P<0,05).

Figure 7: Effect of PI3-K inhibitor LY294002 for 24h on Akt, pAkt and XIAP
expression in cultured rat decidual cells. B-actin blots shown were used as controls to
correct for loading. Blots shown are from one representative experiment. Graphics
represent Western blot densitometrical analysis. Data represent the mean + SEM of three
independent experiments. Different letters represent significantly different means

(P<0,05).
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Figure 4
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CHAPITRE III

DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La gestation implique une communication protéique complexe entre I’endométre
de la mére et I’embryon. Il est généralement admis que la gestation chez les rongeurs est
affectée par une induction ponctuelle d’apoptose (mort cellulaire programmeée) et de
survie cellulaire dans I’endometre utérin entourant le conceptus. Les deux sont présentes
lors de I’implantation embryonnaire afin de faciliter ’attachement de 1’embryon a
I’endométre maternel. On sait que le stimulus initial qui permet une bonne implantation
est dicté entre ’embryon lui-méme et ’endoméetre. Egalement, la régression déciduale,
qui est caractérisée par 1’apoptose, permet au conceptus de se développer et d’évoluer
dans le milieu adéquat. Par contre, les mécanismes moléculaires impliqués dans le
déclenchement de ces processus, dans les cellules endométriales, sont encore mal
compris. La voie PI3-K/Akt est une voie signalétique qui contrdle la balance entre
I’apoptose et la survie cellulaire. Lorsque la kinase Akt (trois isoformes connus) est
phosphorylée, celle-ci active d’autres protéines qui vont bloquer 1’apoptose et favoriser
la prolifération cellulaire. Sans cette activation, 1’inhibition de protéines pro-apoptotique

est réduite, déclenchant ainsi I’apoptose [36].

L’hypothése qui a dirigé cette étude est que la voie de signalisation PI3-K/Akt et
les isoformes d’ Akt, en interaction avec la voie des TGF-p, jouent un réle majeur dans la
régulation entre 1’apoptose et la survie cellulaire dans I’endométre utérin de la ratte

durant la gestation.

Afin de permettre I’implantation, le blastocyste libére certains facteurs
embryonnaires, comme le TGF-B. Le TGF-f est une cytokine qui régule la prolifération,
la différenciation et I’invasion. Les isoformes du TGF-p (TGF-B1, TGF-B2 et TGF-33)

activent leurs récepteurs et permet ainsi la transcription qui menera a 1’apoptose.
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Afin de mieux comprendre les mécanismes protéiques impliqués dans la gestation,
la ratte a été le modé¢le animal utilisé. La gestation de ce rongeur est sensiblement
affectée de la méme fagon par 1’cestrogéne et la progestérone que chez la femme. Le
court cycle cestral et la durée de gestation de 22 jours ont permis d’apprendre rapidement
comment les protéines de la voie PI3-K/Akt évoluaient dans ’endométre. Egalement, les
échantillons d’endomeétre utérin récoltés aux deux jours de la gestation étaient
suffisamment volumineux pour effectuer diverses analyses. La pseudogestation a été
réalisée a I’aide de males vasectomisés. Celle-ci est caractérisée par le méme
changement hormonal, mais I’endométre n’est pas affecté par un embryon. La
comparaison avec la gestation a donc permis de voir I’impact du conceptus sur les

cellules endométriales.

Nos données montrent que I’expression protéique de chaque isoforme d’Akt est
constante tout le long de la pseudogestation. Tous sont exprimés en début de gestation,
avec une légére augmentation au jour 5, en comparaison avec le jour 3. Entre les jours
12 et 22, une diminution du niveau d’expression d’Akt2 et Akt3 a été observée. Ces
résultats sont en accord avec d’autres études (présentées plus bas) qui démontrent que
les trois isoformes ont sensiblement les mémes modes d’action, mais que chacun
posséde un role défini dans un contexte particulier. Aktl aurait un réle crucial dans la
survie cellulaire. Des souris mutantes Aktl présentent une taille plus petite que les souris
sauvages [44]. Le taux d’apoptose est également plus élevé chez les souris mutantes [44,
45]. L’isoforme Akt2 aurait davantage un réle dans le maintien de I’homéostasie du
glucose [46]. La mutation de !’isoforme Akt2 chez des souris a entrainé un
développement d’un diabéte de type 2 comme phénotype. Egalement, leurs cellules
utilisaient difficilement le glucose [46, 47]. Des souris mutantes Akt3 sont pour leur part
des souris viables et fertiles. Cependant, elles affichent un retard de développement au
niveau du cerveau [48]. Une étude récente a démontré que la double mutation Akt1/Akt3
est létale au stade embryonnaire chez la souris [31]. Aussi, une suppression d’Aktl et
d’Akt2 a entrainé la mort des nouveaux nés peu de temps aprés la naissance [49]. Par
contre, un seul allele fonctionnel d’Aktl permet a ces souris d’étre viables. Celles-ci

présentent par contre un poids corporel réduit et une intolérance a I’insuline et au
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glucose [31]. Ces données appuient fortement I’hypothése que les différents processus
cellulaires sont sous le contréle des différents isoformes d’Akt. Nos résultats soutiennent
également I’idée que chaque isoforme pourrait jouer un role différent dans chacune des

¢tapes de la grossesse et pendant le processus de récupération aprés ’accouchement.

Les présents résultats renforcent notre hypothése selon laquelle Akt, lorsqu’elle est
activée (pAkt), est une protéine importante pour la survie cellulaire de ’endométre de
ratte gestante. Au jour 5 et au jour 1 post-partum, pAkt montre une augmentation.
L’immunoprécipitation de chaque isoforme, suivi d’un immunobuvardage de type
western, a permis de révéler que seul I'isoforme Akt3 est phosphorylé a ces
deux périodes de la gestation. Comme 1’implantation est au jour 5 de la gestation, il est
proposé que I’isoforme Akt3 joue, & cette étape, un réle de protection dans les cellules
endométriales de 1’utérus. Aprés la parturition, 1’utérus doit revenir a un état normal. La
prolifération cellulaire est de mise pour reconstruire la paroi interne de 1’utérus. Akt3
serait donc I’isoforme responsable de cette régénération cellulaire. Des résultats
antérieurs a la présente étude ont montré qu’au moment de I’implantation, le taux de
pAkt est augmenté et le taux de caspase-3 clivée est diminué [1]. L’apoptose est donc
diminuée également. A ce stade, la caspase-3 n’est pas sous I’influence de 1’activation
de I’isoforme Akt3, ici démontré lors de 1’inhibition par la wortmannin. Dans la phase
tardive de la grossesse, on observe I’effet contraire. Au moment de la régression
déciduale, pAkt diminue et la caspase-3 clivée augmente [1]. L’apoptose est ainsi
augmentée. Des traitements au 17-estradiol chez des rattes avec une ovariectomie ont
augmenté I’expression et ’activation de la kinase Akt. Ceci est un mécanisme important
afin de protéger les cellules de 1’endomeétre d’un déclenchement inapproprié du
phénoméne d’apoptose [S0]. L’augmentation de la phosphorylation d’Akt pourrait étre

un mécanisme similaire impliqué dans 1’utérus de la ratte en gestation.

La présence de caspase-3 clivée n’indique pas nécessairement que 1’apoptose est
déclenchée. 1l existe plusieurs inhibiteurs de caspases dans le cytoplasme qui ont pour
but de bloquer P’action de celles-ci. Un exemple d’un tel inhibiteur est le X-linked

inhibitor of apoptosis (XIAP) [51]. Les résultats de la présente étude ont montré que
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I’expression de XIAP est élevée au jour | et qu’elle diminue progressivement jusqu’au
jour 9. Egalement, nos résultats ont montré une augmentation de ’expression de XIAP
au début de la régression déciduale (jour 14). Une situation similaire est observée dans
I'utérus de ratte dans le cycle cestral. Ces rattes présentaient de I’apoptose en oestrus et
un taux d’expression de XIAP élevé [39]. Etant un facteur anti-apoptotique, son
expression devrait étre réduite au moment d’induction d’apoptose. L’inhibition de XIAP
par un facteur pro-apoptotique dans des cellules spécifiques est toutefois plausible afin
de permettre 1’apoptose. Smac/DIABLO pourrait étre ce facteur pro-apoptotique qui
bloquerait XIAP dans les cellules endométriales de ratte en gestation. Smac/DIABLO
est conservé dans la mitochondrie. La cellule doit subir un stress afin de relacher cette
protéine dans le cytosol [52]. Si ’on compare 1’expression de Smac/DIABLO durant la
gestation et la pseudogestation, il est proposé que les conceptus induisent un
relaichement constant de Smac/DIABLO dans le cyfosol afin d’inhiber XIAP.
L’expression de XIAP correle avec la prolifération cellulaire et ses propriétés
anti-apoptotique. Par contre, d’autres activités cellulaires ont été attribuées a XIAP. Il a
été démontré que XIAP peut avoir une fonction de cofacteur au TGF-f dans la
régulation de I’expression génique [53]. Egalement, I’expression de XIAP est régie par
les trois isoformes de TGF-P par I’entremise des Smads [2]. Des traitements au TGF-3
ont engendré une diminution du taux de XIAP et une baisse de phosphorylation d’Akt
dans des cellules endométriales de ratte [1, 9]. Des études antérieures ont démontré que
XIAP peut agir comme ubiquitine ligase E3 pour PTEN [38]. Lors de nos traitements a
la wortmaninn et au LY294002, I’inhibition d’Akt a entrainé une diminution de
’expression de XIAP. Ces résultats supportent 1’idée que I’activation d’Akt dans les
cellules endométriales de ratte en gestation a un impact sur I’expression de XIAP. Il est
donc possible qu’ Akt régule I’expression de XIAP avec I’aide d’un facteur nucléaire, tel

le Nuclear Factor-kB (NF-«B).

NFkB joue un rdle important dans la régulation du systéme immunitaire et il peut
participer au mécanisme par lequel le feetus évite le rejet maternel. Des études récentes
ont montré que NFkB pouvait étre activé par la voie de signalisation PI3-K/Akt [54].

L’activité d’Akt peut induire la mobilisation et D’activation de NFxB par la
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phosphorylation d’IxkB [55-57]. L’utérus qui pergoit les signaux de I’embryon va
apporter divers changements afin de maintenir et de nourrir le conceptus. Certains
signaux extracellulaires peuvent provenir du conceptus ou de I’endométre lui-méme.
Lorsque ’on compare la gestation et la pseudogestation, on peut en déduire que le feetus
a un impact sur la phosphorylation d’IxB. Dans la gestation, un taux constant de pIkB
est observé. Par contre, lors de la pseudogestation, aucune phosphorylation d’IxB n’est
présente. NFkB ne peut pas migrer au noyau, tel que démontré avec I’immunochimie
réalisée sur les tissus utérins. La présence d’embryon semble activer NFkB en
phosphorylant IxB. L’embryon active donc le systtme immunitaire maternel. Les
cellules du systéme immunitaire présentes dans ’endométre ont donc un grand impact
dans le soutien de I’implantation [43]. La progestérone est également nécessaire afin
d’établir et de maintenir 1’épaississement de I'utérus dans lequel le blastocyste
s’implante. Cette hormone stéroidienne est également connue pour avoir un effet
immunosuppresseur [58]. Celle-ci augmenterait la synthése de IxkB [59], ce qui
empécherait le rejet du feetus par le systéme immunitaire de la mére. En somme, ces
données indiquent que des facteurs spécifiques régulent I’activation de NFkB par un
mécanisme typique a la gestation. Ainsi, le feetus évite le rejet maternel. A la fin de la
gestation de notre modeéle, il est possible d’observer une augmentation d’expression de
NFkB. Nos résultats suggérent également que la voie PI3-K/Akt pourrait étre impliquée
dans la parturition par le facteur de transcription NFkB. Des études antérieures ont
démontré que NFkB est capable de contrdler la transcription de la cyclooxygénase-2
(COX-2) dans différents systémes [30, 56]. 11 a été démontré qu’une légere
augmentation de COX-2 augmente la production de prostaglandine par les cellules
endométriales [8]. Egalement, ’augmentation de pAkt pourrait avoir un impact sur la

régénération de I’endometre aprés la parturition.

Une augmentation d’expression de PTEN est observée a la fin de la gestation.
PTEN est une phosphatase localisée a la membrane plasmique qui déphosphoryle
directement le PIP3 en PIP2 [60]. Le PIP3 est important pour la phosphorylation d’Akt.
Contrairement a notre hypothése, cette phosphatase ne semble pas étre impliquée dans la

régulation de D’activité d’Akt durant I’implantation et la régression déciduale. Les
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résultats de la présente étude montrent que la protéine PTEN est présente dans
’endométre et que celle-ci est influencée par les hormones en début de gestation. Une
étude dans I’endométre humain a révélé que PTEN pourrait étre régulée par la
progestérone tout le long du cycle menstruel chez 1’humain [61]. Il est démontré
¢galement que XIAP régule PTEN. En effet, XIAP contrdle la compartimentalisation et
le contenu cellulaire de PTEN. Le PIP3 ne peut plus se faire déphosphoryler et cela
engendre une activation d’Akt [38]. L’inhibition par la wortmaninn au jour 5 de la
gestation a inhibé D’activation d’Akt3 (seul isoforme phosphorylé) et a diminué
I’expression de XIAP, mais pas celle de PTEN. Il est donc possible que I’activation

indirecte de PTEN puisse &tre spécifique a un isoforme d’Akt, soit Aktl ou Akt2.

Il a été¢ démontré que les trois isoformes de TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3)
dans I'utérus de ratte gestante et que le phénoméne d’apoptose dans les cellules
épithéliales de ’endomeétre étaient présents au moment de I’implantation et de la
régression déciduale [1, 62]. Dans une étude réalisée dans le laboratoire de recherche du
Dr. Asselin, il a été observé que les formes sécrétées de TGF-B1 et TGF-B2 augmentent
au jour 5,5 et au jour 6,5 [1]. Pour sa part, I’isoforme TGF-B3 n’a pas été détecté.
Cependant, il a été démontré que les trois isoformes induisent I’apoptose. Ces résultats
suggérent que les TGF-B pourraient &tre d’importants régulateurs dans le destin
cellulaire au cours de la gestation [1]. Une autre étude au sein de ce méme laboratoire a
permis de démontrer que le TGF-B1 et le TGF-B3 induisent la phosphorylation de
Smad2, contrairement a TGF-B2 qui la diminue [9]. Le traitement de wortmaninn
effectué au moment de I’implantation a causé¢ une diminution significative de la
phosphorylation de Smad2. Ces mémes traitements montrent également une diminution
significative de la forme active de 1’isoforme TGF-B2. Ces résultats suggérent donc que
la phosphorylation de Smad2 est dépendante de I’activation de I’isoforme Akt3 au
moment de 1’implantation embryorinaire. Cela pourrait étre expliqué par des résultats
récents qui démontrent que 1’activation d’Akt engendre la progression de la division
cellulaire par une phosphorylation de p27Kjpl au niveau de la thréonine 157. Cette
phosphorylation enléve I’inhibition que le p275P! exerce sur les Cyclin-Dependente-

Kinase (CDK). Celle-ci peut par la suite permettre la prolifération cellulaire en activant
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la transcription par la phosphorylation de Smad2 [41, 63]. Une autre étude a démontré
qu’Akt peut moduler la signalisation de TGF-B par une interaction directe avec Smad3
[64]. Par ces résultats, il est plausible qu’un autre lien entre la voie de signalisation
PI3-K/Akt et la voie des TGF-B (impliquant Smad2) soit présent au moment de
I’implantation. Il est possible que la wortmannin ait affecté les embryons en modifiant la
sécrétion de TGF-B2 de ceux-ci. Ceci pourrait étre causé par la diminution de pAkt dans
les cellules endométriales. Cette diminution empéche une trop grande quantité de

cellules d’entrer en apoptose.

En résumé, la communication proposée entre les cellules endométriales et celles
du conceptus estque DI’embryon sécréte certains facteurs afin que les cellules
endométriales entrent en apoptose. Ceux-ci agiraient sur la voie de signalisation
PI3K/Akt au niveau d’Akt et sur la voie des TGF-B au niveau de Smad2. La diminution
de pAkt aurait un impact sur P’activation de NFkB et sur 1’expression de XIAP.

L’apoptose et la survie cellulaire des cellules endométriale seraient ainsi régulées.

Figure 3.1  Schéma récapitulatif du mécanisme protéique impliqué entre I'embryon et
'endometre lors de la gestation.
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Par ailleurs, ni la wortmannin, ni le LY294002, n’inhibent totalement la PI3-K. De
plus, la wortmannin inhibe d’autres polo-like kinases (PLK, protéine impliquée dans la
régulation de différentes étapes du cycle cellulaire) [65]. Par contre, I’inhibition in vivo a
permis d’observer un nombre normal de sites d’implantation, soit une moyenne de
11,3 sites/ratte. Ceci indique que I’activation d’Akt n’est pas totalement nécessaire a
I'implantation embryonnaire dans I’endométre de ratte. 11 est possible qu’une autre voie
puisse compenser la régulation a la baisse de la voie PI3-K/Akt. Il a été démontré que les
voies d’ERK et d’Akt pourraient collaborer au maintien et la mise en place des

différents stades précoces de la grossesse [14].

En somme, il existe plusieurs facteurs qui peuvent influencer la réussite de
I’implantation. Cette étude a démontré que 1’activité d’ Akt est importante pour le destin
des cellules endométriales durant la grossesse. Egalement, la modulation des
trois isoformes d’Akt a été étudiée lors de la gestation et de la pseudogestation. 1l a été
observé que seul I’isoforme Akt3 est activé au moment de 1’implantation et lors de la
parturition. Ceci prouve que les isoformes ont des activités spécifiques a certaines étapes
de la gestation. La voie PI3-K/Akt pourrait étre impliquée dans 1’implantation et aprés la

parturition chez la ratte par ’entremise de la voie de TGF-p.

La comparaison entre la gestation et la pseudogestation a permis de voir que le
conceptus a un impact sur I’activation d’Akt, sur la phosphorylation de pIkB (donc sur
’activation de NFxB) et sur le reldichement de Smac/DIABLO. L’inhibition de la PI3K
par la wortmannin propose un lien entre la voie des TGF-B et la voie d’Akt par
I’entremise de Smad2. L expression de XIAP dans I’endometre de la ratte au moment de
I’implantation est dépendante de I’activation d’Akt, tel que démontré lors de I’inhibition
par la wortmannin et le LY294002. L’inhibition de la PI3K par la wortmannin n’a pas
diminué le nombre de sites d’implantations, ce qui propose que d’autres voies
interagissent pour permettre une bonne implantation embryonnaire. Toutes les
informations acquises lors de cette étude permettent d’éclaircir ’importance de
I’apoptose et de la survie cellulaire dans les processus de reproduction. Egalement, ces
données serviront a mieux documenter les voies de signalisation et les acteurs cellulaires

qui contrélent les mécanismes des étapes clés de la gestation.
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Afin de valider que I’isoforme Akt3 est important au moment de I’implantation et
aprés la parturition, ’utilisation de ratte K.O. d’Akt3 serait de mise. Aussi, des
immunoprécipitations de chaque isoforme dans des cellules déciduales en culture
permettraient de voir quel isoforme est activé. Afin de permettre une meilleure
caractérisation moléculaire lors de traitement au LY294002, des immunobuvardages de
type western devront é&tre faits pour les protéines PTEN, Smac/DIABLO et
IkB/pIkB/NFxB. Egalement, une confirmation supplémentaire 4 I’aide d’une autre
technique pour vérifier la translocation de NFkB au noyau seulement chez les rattes
gestantes pourrait étre réalisée. Enfin, dans 1’idée de transposer les résultats de la
présente étude a I’humain, il serait de mise d’effectuer des analyses sur des endometres

de femme.
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