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Akt prote in degradation. The decreased activity of PI3KJ Akt pathway during 

decidualization affects downstream pathways such as EMT. EMT is an important 

pathway during development and oncogenesis and is regulated by Akt pathway. During 

this cell transformation, epithelial cells acquire fibroblast-like properties and show 

reduced intracellular adhesion and increased motility. In a recent study, constitutively 

active Akt were expressed in squamous cell carcinoma lines and they underwent EMT 

(Grille, et al. , 2003). The induction of EMT was characterized by down-regulation of 

epithelial markers desmoplakin, E-cadherin, and ~-catenin, and up-regulation of the 

mesenchymal marker vimentin. Those constitutively active Akt cells also exhibited 

reduced ceIl-cell adhesion, increased motility on fibron~ctin-coated surfaces, and 

increased invasiveness in animaIs (Grille, et al. , 2003). A decrease in PI3KJAkt pathway 

will conduct to the reverse phenotype of this phenomenon called mesenchymal to 

epithelial transition (MET). When the cells undergoes MET, they let go of their 

fibroblast-like properties, that are characteristic of mesenchymal cells, to acquire more 

epithelial cells-like characteristics. The morphological changes that we observed with 

the induction of decidualization concord with this phenotype. MET can be measured by 

looking at the expression level of Snail and Slug known to decrease with MET and by 

switch of cadherin, the up-regulation of E-cadherin and down-regulation of N-cadherin. 

A recent study also shows those changes during in vitro decidualization (Zhang, Liang, 

Liang, Wang, Qi, Deng, Sha and Yang, 2013). In our study, we observed a decrease in 

Slug prote in level that confirms the induction of MET process. 

Akt protein is responsible of migration regulation by controlling actin organization, cell­

to-cell adhesion, cell motility and extracellular degradation. In particular, Aktl is known 

to increase fibroblasts motility by phosphorylating Girdin, an actin-binding protein 

essential for the integrity of the actin cytoskeleton and cell migration (Enomoto, et al. , 

2005). Phosphorylation of Girdin by Akt controls its association with plasma membrane 

and facilitates the lamellipodium formation. Akt1 also enhances matrix 

metalloproteinase-2 (MMP2) activity in mouse mammary epithelial cells and invasion 

(Park, et al. , 2001). This proteinase is responsible for extracellular matrix modification 

and known to degrade the matrix components. Moreover, the influence of Akt isoform 1 
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and 3 are known to influence cell motility since a shRNA of those isoforms resulted in a 

decrease cell migration in trophoblast ceUs (Raslinger, Raider, Sonderegger, Otten, 

Pollheimer, Whitley and Knôfler, 2013). In them study, Akt2 isoform did not show 

increased or decreased in cell motility. Cells motility seems to be an important event in 

the successfulness of the implantation because trophoblastic cells are known as invasive 

ceUs. This invasiveness is important for a profound implantation in the decidual tissue. 

The endometrial stromal cells can also affect this implantation process but it is not 

known how the cell motility is involved during decidualization. Stromal ceUs are 

suspected to encapsulate the conceptus in presence of trophoblastic ceUs. In our models, 

no influence of trophoblast cells or signaIs are present and we observed both a decrease 

in ceU motility and decreased of Akt isoforms. We also demonstrated that the decrease is 

directIy associated with Akt prote in levels and not with decrease of their substrate such 

asmTOR. 

Activation of PI3K1 Akt is known to affect the synthesis of decidual markers. During 

endometriosis where increase activity of this pathway is present, a decrease in the 

decidual marker (IGFBPI and PRL) was observed (Yin, et al. , 2012). An inhibition of 

Akt activity using L Y294002, a PI3K inhibitor, resulted in an increase of IGFBPI 

mRNA. AdditionaUy, a majority of endometrial cancers present a mutation in PTEN or a 

de crea se of its expression, causing an increased PI3K1Akt activity (Kong, et al. , 1997, 

Risinger, et al. , 1998). In our study, decidualization induced a decrease of each Akt 

isoforms. Reinsertion of those isoforms during decidualization may interfere with 

differentiation. Our results show that forced induction of Aktl and Akt2 decreased 

expression of the decidual marker PRL. Reinsertion of Akt2 was the isoform with the 

most important impact on the level of PRL expression. Thus, decrease of the PI3K1 Akt 

pathway activity seems to be an important step in the pro cess of decidualization in the 

endometrial stromal ceUs. 

The present study demonstrates that the PI3K1 Akt has many effects during the 

decidualization process and that its forced expression may interfere within this process. 

We know that a deregulated activity of this pathway is being responsible of number of 
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different pathologies such as sorne have a phase of tissues differentiation and this 

process can be deregulated by an inappropriate regulation of the PI3K1Akt pathway. For 

example, human embryo implantation needs a differentiation of the endometrium to be 

receptive. Thus, deregulation of PI3K1 Akt pathway can results in a non-receptive 

endometrium and cause infertility. A deeper understanding of this pathway in the 

decidualization process could allow the development of novel therapies against 

infertility . 
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Figure 3 
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Figures legends 

Figure 1: Induction of decidualization. (A) Treatment with cAMP (0.5 mM) and MPA 

(10-6M) for 9 days induced a morphological change in HIESC from a spindle to an ovoid 

shape. Images were taken using an Olympus BX60 microscope at 40x magnification. 

(B) Induction ofPRL secretion by the same treatment in HIESC at different days (1 , 3, 6 

and 9) of culture. A significant increase was found at days 6 and 10 with maximal levels 

observed at day 6 (P<O.OOOl). The data represent the mean ± SEM from three 

independent experiments run in duplicate. Expression of decidual marker genes, 

IGFBPI (C) and PRL (D), rnRNA were analysed by qRT-PCR. The data represents the 

mean ± SEM from three independent experiments. ~-actin blots was used as loading 

controls. Blots shown are from one representative experiment. Graphics represent 

Western blot densitometric analysis. Data are means ± SEM three independent 

experiments. Different letters represent significantly different means (p < 0.05). 

F igure 2: Expression of Akt isoform, total Akt and pAkt during induction of 

decidualization. Cells were incubated in the presence or absence of cAMP (0.5 mM) 

and MPA (10-6M) for a total of nine days. Total protein and RNA were then extracted. 

(A) Western blot was performed to quantify the change in specific Akt isoforms levels 

as well as total Akt levels. pAkt (ser473) was used to assess Akt activation (B) RT-PCR 

was performed for each Akt isoforms to evaluate change in rnRNA transcription. Data 

represent means ± SEM for three independent experiments. ~-actin was used as a 

loading control. Blots shown are from one representative experiment. Graphics represent 

densitometric analysis. Data are means ± SEM three independent experiments. Different 

letters indicate significantly different means (p < 0.05). 

Figure 3: In vitro modulation of PI3K1 Akt pathway with the induction of 

decidualization. Induction of decidualization was induced with cAMP (0.5 mM) 

and MP A (l0-6 M) for 48 h, then MG 132 was added and incubated for another 24 h. 

(A) Treatment using Mg132 increased total ubiquitination, both in control conditions 

and decidualized cells, indicating that the Mg132 was effective at inhibiting proteasomal 

degradation. (B) Total Akt and pAkt levels were measured by Western blot. 
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(C) Individual Akt isoforms levels were assessed by Western blot. ~-actin was used as 

loading control. Blots shown are from one representative experiment. Graphics represent 

Western blot densitometric analysis. Data are means ± SEM three independent 

experiments. Different letters represent significantly different me ans (p < 0.05). 

Figure 4: In vitro modulation of PI3K1 Akt pathway and their effects with the induction 

of decidualization. Cells were incubated in the presence or absence of cAMP (0.5 mM) 

and MPA (l0-6M) for a total ofnine days. mTOR and pmTOR protein expression (A), 

I1cB and pl1cB prote in expression (B) and Slug protein expression (C) were measured 

during decidualization. Total proteins were collected on different days of 

decidualization. ~-actin was used as loading control. Blots shown are from one 

representative experiment. Graphics represent Western blot densitometric analysis. Data 

are means ± SEM three independent experiments. Different letters represent 

significantly different means (p < 0.05). 

Figure 5: Decidualization indu ces reduced cell motility. (A) Wound healing assays were 

performed using HIESC treated with either vehicle or cAMP (0.5 mM) and MP A 

(l0-6M). HIESC were allowed to grow until they reached confluence; cells monolayers 

were then scratched with the blunt end of a tip and images were captured at 0, 6, 12 and 

24 h postwounding in order to assess cell motility. Wound closure was quantified as the 

percentage of recovered area. Data are means ± SEM three independent experiments. 

Different letters represent significantly different means (p < 0.05). Images were taken 

using an Olympus BX60 microscope at 40x magnification. 

Figure 6: Inhibition of PI3K1 Akt pathway induces a cell motility arrest. Wound healing 

assays were performed using HIESC treated with either vehicule or cAMP (0.5 mM) and 

MP A (l0-6M). HIESC were allowed to grow until they reached confluence; cells 

monolayers were then scratched with the blunt end of a tip and images were captured at 

0, 6, 12 and 24 h postwounding in order to assess cell motility. Treatment consisted of 

either vehicle (control), cAMP (0.5 mM) and MPA (l0-6M), 1O-6M Wortmannin (PI3K 

. inhibitor) or 100 nM Rapamycin (mTOR pathway inhibitor) or combinations of the se 
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compounds. Wound closure was quantified as the percentage of recovered area. Data are 

means ± SEM three independent experiments. Different letters represent significantly 

different means (p < 0.05). Images were taken using an Olympus BX60 microscope at 

40x magnification. 

Figure 7: Effect of forced expression of Akt isoforms (CA-Akt) on PRL expression. 

mRNA expression of each Akt isoform following three day treatments. HIESC cells 

were subjected to decidualization using cAMP (0.5 mM) and MP A (10·6M). They were 

then either concomitantly treated with doxycycline (1llg/mL) in order to induce the 

expression of the constitutive Akt isoform construct (cAMP+MPA+Doxycycline) or 

cells were allowed to decidualize for 24 h before doxycycline was added 

(cAMP+MPA+Doxycycline 24H). Cells were lysed after three days and qRT-PCR 

analyses were performed to quantify each Akt isoforms mRNA expression. ~-actin 

mRNA expression was used as control for qPCR results. Data are means ± SEM three 

independent experiments. Different letters represent significantly different means (p < 

0.05). 



CHAPITRE III 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

3.1 Discussion 

L' infertilité féminine touche · de plus en plus de femmes en âge de procréer. 

Plusieurs raisons amènent ce déclin de la fertilité. En effet, les femmes de nos jours sont 

portées à d' abord s' instruire et se construire une carrière avant de bâtir leur famille. De 

plus, il arrive que certains désordres dans des processus cellulaires et moléculaires soient 

responsables de l' infertilité féminine. 

Il existe diverses approches pour aider la femme à porter un enfant malgré leur 

baisse de fertilité, comme la stimulation hormonale et la fécondation in vitro. Par contre, 

ces mécanismes contournent l' origine du problème. 

Le laboratoire du Dr Éric Asselin possède une expertise sur une protéine impliquée 

dans plusieurs processus biologiques, la protéine Akt. Cette dernière a été étudiée à 

plusieurs reprises dans des études pourtant sur la croissance cellulaire, la résistance à 

l' apoptose, la mort cellulaire, de même que pour ses rôles dans l'invasion et la 

progression du cycle cellulaire. Certaines études ont permis de montrer que Akt était 

impliqué dans le phénomène d' endométriose. L'endométriose se définit comme la 

présence de muqueuse utérine en dehors dans la cavité utérine. Nous savons que le tissu 

endométrial est hormono-sensible, que la protéine Akt y est impliquée et que 

l' endométriose cause des douleurs et de l' infertilité. C'est pourquoi nous nous sommes 

intéressés à Akt et son impact sur les cellules endométriales lors du cycle menstruel. 

Ainsi, la présente étude tente de déterminer le rôle de cette protéine dans la 

décidualisation des cellules stromales endométriales humaines. Le processus de 
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décidualisation est essentiel pour la préparation de l' endomètre à recevoir un embryon et 

peut assurément affecter la fertilité féminine. Nous avons utilisé des cellules HIESC, des 

cellules stromales endométriales humaines immortalisées et nous avons induit le 

processus de décidualisation avec de l' AMPc et du MP A. Par la suite, nous avons 

confirmé que la décidualisation était bien induite en mesurant des marqueurs de 

décidualisation bien connus que sont l' IGFBP1 et la prolactine dans le surnageant des 

cellules induites, ainsi que leur expression génique. Une fois l' induction de la 

décidualisation confirmée nous avons mesuré les niveaux protéiques d' Akt et de ses 

trois isoformes (Akt1 , Akt2 et Akt3). L' expression protéique des différentes isoformes 

est diminuée par l' induction de la décidualisation, ainsi que l' activation par 

phosphorylation de ces dernières. Cela montre que la voie de signalisation Akt est 

réprimée lors de la décidualisation des cellules endométriales. Nous savons que lors de 

la décidualisation survient un processus de différenciation cellulaire, c' est-à-dire que la 

morphologie de la cellule se modifie et que les cellules acquièrent de nouvelles 

caractéristiques. La différenciation des cellules endométriales lors de la décidualisation 

pourrait expliquer pourquoi la voie de signalisation Akt est réprimée. Les cellules ne 

sont plus en phase de croissance, mais bien en phase de différenciation 

Après avoir observé la diminution protéique des isoformes d' Akt, nous avons 

mesuré l' expression génique des différentes isoformes pour savoir si la diminution 

protéique résultait d ' une diminution de l' expression du gène de la protéine ou bien une 

dégradation de la protéine. Les résultats obtenus montrent que la diminution de la 

protéine vient probablement d' une dégradation de la protéine étant donné que les 

niveaux d' expression génique ne varient pas entre les cellules contrôles et les cellules où 

la décidualisation est induite. Restait à savoir si cette dégradation protéique était due à 

une dégradation par le protéasome. Nous avons bloqué le protéasome à l' aide d'un 

inhibiteur du protéasome, le MG 132. Suite à cette expérience, nous avons constaté que 

la diminution des niveaux protéiques des isoformes d'Akt ne résultait pas d' une 

dégradation par le protéasome puisque l' inhibition de ce dernier ne restaurait pas les 

niveaux d'isoformes d'Akt. 
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Pour comprendre davantage l'inhibition de la voie de signalisation Pl3K1Akt, nous 

avons regardé certains substrats connus d'Akt, comme le mTOR pour savoir si ces 

derniers étaient aussi réprimés lors de l' induction de la décidualisation [46]. Nous avons 

ainsi remarqué que la phosphorylation de mTOR normalement induite par Akt était 

également réprimée par l'induction de la décidualisation. Ces résultats montrent que 

l'inhibition des isoformes d'Akt lors de la décidualisation peut avoir de multiples 

conséquences étant donné la grande quantité de substrats d ' Akt. 

Nous savons que Akt est également impliqué dans la migration des cellules dans 

certains cancers, par un processus appelé la migration cellulaire et l'invasion. Nous 

avons donc vérifié si la mobilité des cellules endométriales était affectée lors de la 

décidualisation. Ainsi, nous avons procédé à des tests de mobilité des cellules en laissant 

les cellules poussées sur une plaque de pétri, puis une fois le tapis cellulaire formé, nous 

avons créé une brèche dans ce tapis cellulaire et induit ou non la décidualisation et 

mesuré le temps nécessaire pour refermer la brèche. Suite à cette expérience, nous avons 

conclu que l'induction de la décidualisation induit un ralentissement de la mobilité des 

cellules endométriales étant donné que les cellules décidualisées prennent beaucoup plus 

de temps à refermer la brèche que les cellules où la décidualisation n' a pas été induite. 

De plus, pour confirmer que la diminution de la mobilité des cellules était effectivement 

due à l' inhibition des isoformes d'Akt, nous avons refait l ' expérience de la brèche du 

tapis cellulaire, mais au lieu d' induire la décidualisation nous avons traité les cellules 

avec un inhibiteur de la PI3K, le Wortmannin ou avec la rapamycine, un inhibiteur du 

substrat d 'Akt, mTOR ou un traitement combiné de ces deux inhibiteurs. Ainsi, nous 

observons que le ralentissement des cellules vient de l'inhibition d'Akt étant donné que 

les résultats avec le traitement au Wortmannin seul indiquent un ralentissement 

important de la mobilité des cellules, tandis que le traitement avec la rapamycine seule 

ne ralentissait pas la fermeture de la brèche. 

Finalement, pour vérifier si l'expression d' Akt doit effectivement être inhibée lors 

de l' induction de la décidualisation, nous avons modifié nos cellules HIESC en insérant 

un vecteur inductible à la doxycycline contenant les trois différentes isoformes d'Akt 
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dans des vecteurs différents. Ainsi, nous pouvons comparer l ' effet des trois isoformes de 

façon séparé sur l' expression des marqueurs de décidualisation. Dans cette, expérience, 

nous avons mesuré le taux d' expression génique de la prolactine suite à l' induction de 

chacune des isoformes d'Akt. Ainsi, nous observons que l' induction d'Akt peut 

interférer avec le processus de décidualisation étant donné l' expression forcée de 

l'isoforme Akt2 diminue de façon significative l ' expression de la prolactine. L' isoforme 

Aktl diminue également l ' expression génique de la prolactine, mais moins intensément 

que l' isoforme Akt2 et finalement l' isoforme Akt3 ne semble pas diminuer l' expression 

de la prolactine. 

3.2 Perspectives de recherche 

D'autres études sont nécessaires pour comprendre plus précisément comment les 

différentes isoformes d'Alet peuvent nuire à la décidualisation des cellules endométriales 

et si une mauvaise régulation la voie de signalisation d' Alet pourrait être la cause de 

certains cas d' infertilité féminine. En effet, une surexpression anormale d'Akt lors du 

processus de décidualisation pourrait nuire à la bonne induction de la décidualisation et 

ainsi occasionner une mauvaise préparation de l' endomètre à recevoir un embryon. 

, De plus, pour confirmer les résultats obtenus in vitro, l 'étude de la VOle de 

signalisation d'Akt chez la souris pourrait être envisagée. Une étude précédente au 

laboratoire a montré que l' utilisation de Wortmannin n' affectait pas le nombre de sites 

d' implantation, ce qui montre que l' inhibition d'Alet serait aidante pour l' implantation 

[71]. Mais il serait intéressant de procéder à une induction des isoforrnes d' Alet chez la 

souris lors de la décidualisation pour observer si le nombre de sites d' implantation serait 

diminué par une induction des isoformes d' Akt. De même que de voir si chacune des 

isoformes d'Akt affecte de façon équivalente le nombre de sites d' implantation. Nous 

pourrions comparer les nombres de fœtus entre ceux ayant une induction d' expression 

des isoformes d'Akt et celles n' ayant pas subient cette induction artificielle. 
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Des traitements réduisant l' expression d'Akt durant le processus de 

décidualisation pourraient rétablir la situation et permettre d'avoir un utérus accueillant 

pour un embryon. 

3.3 Conclusion 

En conclusion, les résultats obtenus dans cette étude montrent que les trois 

isoformes d'Akt sont d' importants facteurs dans la régulation de la décidualisation des 

cellules stromales endométriales humaines. De plus, cette étude est innovatrice étant 

donné qu'elle met en lumière le rôle d'Akt dans la décidualisation et son impact 

potentiel lors d'une surexpression d'Akt. Ainsi, la présente étude permet de constater 

que les trois différentes isoformes d' Akt ont des rôles distinctes et qu 'une surexpression 

inadéquate d'AldI et Akt2 induisent une diminution de l'expression des marqueurs de 

décidualisation. Cela est corrélé avec une induction plus faible de la décidualisation. 

Une plus faible induction de la décidualisation peut se solder pour une préparation 

insuffisante de l'endomètre pour accueillir un fœtus et ainsi causer des problèmes 

d' implantation embryonnaire. L'étude de l'expression des isoformes Akt et leurs 

impacts différents sur le processus de décidualisation des cellules endométriales permet 

d'envisager de nouvelles avenues dans le traitement et le diagnostic de certains cas 

d' infertilité féminine. 
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