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Akt protein degradation. The decreased activity of PI3K/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 cell-cell adhesion, increased motility on fibronectin-coated surfaces, and
increased invasiveness in animals (Grille, et al., 2003). A decrease in PI3K/Akt 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 protein 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. Aktl 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 cells (Haslinger, Haider, Sonderegger, Otten,
Pollheimer, Whitley and Kndéfler, 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
cells. 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 cells are
suspected to encapsulate the conceptus in presence of trophoblastic cells. In our models,
no influence of trophoblast cells or signals are present and we observed both a decrease
in cell motility and decreased of Akt isoforms. We also demonstrated that the decrease is
directly associated with Akt protein levels and not with decrease of their substrate such

as mTOR.

Activation of PI3K/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 (IGFBP1 and PRL) was observed (Yin, et al., 2012). An inhibition of
Akt activity using LY294002, a PI3K inhibitor, resulted in an increase of IGFBPI
mRNA. Additionally, a majority of endometrial cancers present a mutation in PTEN or a
decrease of its expression, causing an increased PI3K/Akt 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 PI3K/Akt
pathway activity seems to be an important step in the process of decidualization in the

endometrial stromal cells.

The present study demonstrates that the PI3K/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



58

different pathologies such as some have a phase of tissues differentiation and this
process can be deregulated by an inappropriate regulation of the PI3K/Akt pathway. For
example, human embryo implantation needs a differentiation of the endometrium to be
receptive. Thus, deregulation of PI3K/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.

Author's roles

KG, FF, VL, SP performed the experiments. KG, FF, SP, EA wrote the manuscript. EA

conceived the studies.

Acknowledgment

Kathy Grenier was holder of master scholarship from Réseau Québécois en

Reproduction (RQR). We are grateful to Michel A. Fortier for the HIESC cells.

Funding

This work was supported by a grant from Natural Sciences and Engineering Research

Council of Canada (NSERC) (238501-01).

Conflict of interest

None to declare



59
References

Brar A, Frank G, Kessler C, Cedars M, Handwerger S. Progesterone-dependent
decidualization of the human endometrium is mediated by cAMP. Endocr 1997,
6: 301-307.

Brosens JJ, Hayashi N, White JO. Progesteroné Receptor Regulates Decidual Prolactin
Expression in Differentiating Human Endometrial Stromal Cells. Endocrinology
1999; 140: 4809-4820.

Brosens JJ, Takeda S, Acevedo CH, Lewis MP, Kirby PL, Symes EK, Krausz T, Purohit
A, Gellersen B, White JO. Human endometrial fibroblasts immortalized by simian

virus 40 large T antigen differentiate in response to a decidualization stimulus.
Endocrinology 1996; 137: 2225-2231.

Bushnik T, Cook JL, Yuzpe AA, Tough S, Collins J. Estimating the prevalence of
infertility in Canada. Hum Reprod 2012; 27: 738-746.

Chen WS, Xu P-Z, Gottlob K, Chen M-L, Sokol K, Shiyanova T, Roninson I, Weng W,
Suzuki R, Tobe K er al. Growth retardation and increased apoptosis in mice
with homozygous disruption of the aktl gene. Genes & Development 2001;
15:2203-2208.

Chin YR, Toker A. Function of Akt/PKB signaling to cell motility, invasion and the
tumor stroma in cancer. Cellular Signalling 2009; 21: 470-476.

Cho H, Mu J, Kim JK, Thorvaldsen JL, Chu Q, Crenshaw EB, 3rd, Kaestner KH,
Bartolomei MS, Shulman GI, Birnbaum MJ. Insulin resistance and a diabetes
mellitus-like syndrome in mice lacking the protein kinase Akt2 (PKB beta).
Science (New York, NY) 2001;292: 1728-1731.

Cho H, Thorvaldsen JL, Chu Q, Feng F, Birnbaum MJ. Aktl/PKBa Is Required for
Normal Growth but Dispensable for Maintenance of Glucose Homeostasis in
Mice. Journal of Biological Chemistry 2001; 276: 38349-38352.

Daly DC, Maslar 1A, Riddick DH. Prolactin production during in vitro decidualization
of proliferative endometrium. American journal of obstetrics and gynecology
1983; 145: 672-678.

Datta SR, Brunet A, Greenberg ME. Cellular survival: a play in three Akts. Genes &
Development 1999; 13: 2905-2927.



60

Dery MC, Leblanc V, Shooner C, Asselin E. Regulation of Akt expression and
phosphorylation by 17beta-estradiol in the rat uterus during estrous cycle. Reprod
Biol Endocrinol 2003; 1: 47.

Dunn CL, Kelly RW, Critchley HO. Decidualization of the human endometrial stromal
cell: an enigmatic transformation. Reprod Biomed Online 2003; 7: 151-161.

Easton RM, Cho H, Roovers K, Shineman DW, Mizrahi M, Forman MS, Lee VM-Y,
Szabolcs M, de Jong R, Oltersdorf T et al. Role for Akt3/Protein Kinase By in
Attainment of Normal Brain Size. Molecular and Cellular Biology 2005;
25:1869-1878.

Enomoto A, Murakami H, Asai N, Morone N, Watanabe T, Kawai K, Murakumo Y,
Usukura J, Kaibuchi K, Takahashi M. Akt/PKB regulates actin organization and
cell motility via Girdin/APE. Developmental cell 2005; 9: 389-402.

Fabi F, Asselin E. Expression, activation, and role of AKT isoforms in the uterus.
Reproduction 2014; 148: R85-95.

Grille SJ, Bellacosa A, Upson J, Klein-Szanto AJ, van Roy F, Lee-Kwon W, Donowitz
M, Tsichlis PN, Larue L. The Protein Kinase Akt Induces Epithelial Mesenchymal
Transition and Promotes Enhanced Motility and Invasiveness of Squamous Cell
Carcinoma Lines. Cancer Research 2003; 63: 2172-2178.

Haslinger P, Haider S, Sonderegger S, Otten JV, Pollheimer J, Whitley G, Knofler M.
AKT Isoforms 1 and 3 Regulate Basal and Epidermal Growth Factor-Stimulated
SGHPL-5 Trophoblast Cell Migration in Humans. Biology of reproduction 2013,
88: 54, 51-11.

Kong D, Suzuki A, Zou TT, Sakurada A, Kemp LW, Wakatsuki S, Yokoyama T,
Yamakawa H, Furukawa T, Sato M et al. PTENT is frequently mutated in primary
endometrial carcinomas. Nat Genet 1997; 17: 143-144.

Logan PC, Steiner M, Ponnampalam AP, Mitchell MD. Cell Cycle Regulation of
Human Endometrial Stromal Cells During Decidualization. Reproductive Sciences
2012; 19: 883-894.

Park BK, Zeng X, Glazer RI. Aktl induces extracellular matrix invasion and matrix
metalloproteinase-2 activity in mouse mammary epithelial cells. Cancer Res 2001;
61:7647-7653.

Risinger JI, Hayes K, Maxwell GL, Carney ME, Dodge RK, Barrett JC, Berchuck A.
PTEN mutation in endometrial cancers is associated with favorable clinical and
pathologic characteristics. Clinical Cancer Research 1998; 4: 3005-3010.



61

Sarbassov DD, Guertin DA, Ali SM, Sabatini DM. Phosphorylation and Regulation of
Akt/PKB by the Rictor-mTOR Complex. Science 2005; 307: 1098-1101.

Sekuli¢ A, Hudson CC, Homme JL, Yin P, Otterness DM, Kamitz LM, Abraham RT. A
Direct Linkage between the Phosphoinositide 3-Kinase-AKT Signaling Pathway
and the Mammalian Target of Rapamycin in Mitogen-stimulated and Transformed
Cells. Cancer Research 2000; 60: 3504-3513.

Tang B, Guller S, Gurpide E. Cyclic adenosine 3',5'-monophosphate induces prolactin
expression in stromal cells isolated from human proliferative endometrium.
Endocrinology 1993; 133: 2197-2203.

Tang B, Guller S, Gurpide E. Mechanism of Human Endometrial Stromal Cells
Decidualization. Annals of the New York Academy of Sciences 1994; 734: 19-25.

Telgmann R, Gellersen B. Marker genes of decidualization: activation of the decidual
prolactin gene. Human Reproduction Update 1998, 4: 472-479.

Toker A, Yoeli-Lerner M. Akt Signaling and Cancer: Surviving but not Moving On.
Cancer Research 2006; 66: 3963-3966.

Vanhaesebroeck B, Alessi DR. The PI3K-PDK1 connection: more than just a road to
PKB. Biochem J 2000; 346 Pt 3: 561-576.

Veillette A, Grenier K, Brasseur K, Frechette-Frigon G, Leblanc V, Parent S, Asselin E.
Regulation of the PI3-K/Akt survival pathway in the rat endometrium. Biology of
reproduction 2013; 88: 79.

Yin X, Pavone ME, Lu Z, Wei ], Kim JJ. Increased Activation of the PI3K/AKT
Pathway Compromises Decidualization of Stromal Cells from Endometriosis.
Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 2012; 97: E35-E43.

Zhang X-H, Liang X, Liang X-H, Wang T-S, Qi Q-R, Deng W-B, Sha A-G, Yang Z-M.
The Mesenchymal-Epithelial Transition During In Vitro Decidualization.
Reproductive Sciences 2013; 20: 354-360.



Figures

Figure 1

o8]

-
i
)

prolachn (ng/mL}

G

IGFBP1 /fi-actn

L

cAMP+MPA

g e Fr0'oct
— —— - Prolactin
D

——— = —————
2 15
I Control BB Convol
Bl cAMP+MPA W cAMP+MPA
1.0+
ab

prolactn / fi-achin

62



Figure 2

AKZ £ penctin
At 2 | femctin

| Akt total
| B-actin

3 Conwel
B cAMP-AIPA

At 1 | fleactn
- - : =
|i
| 1N
8
£3
H 4
A2 | fladin

(oA fiaelin

,_
i

0 Conbor

| pAkt {serd73)
[————————1] B-actin

e B cAMPIPA

bzl T 0kt 2

B-actin

ALY ( feactn

Ak | -ty

g 00 e Akt 3
B-actin

| S oo n oo JANE
et (-actin

63




Figure 3

\ N PUT I e
C - -— -
ol g2 — factn ] fractn

£ b ¢ b

Axlotal ! fl-acen

f3-actin
18 15
ab

s ab
§ oo 2 :
= a
! LF £ s

L1

Figure 4

1-—...—1-.'-..—-.._-' mTOR

=== p-actn

3 Contel

B ffeacan

" ' I E 1 [
s r 3 T
o _il_l_ili e ‘

1 :We i




65

Figure 5

|013u0)

24H

12H  12H  24H

(%) 8ansojo punopp




Figure 6

Control

cAMP + MPA

Wortmannin

Rapamycin

Wormannin + Rapamycin

66



67

[g°]
o [4+]
o)
=
<
b~|||
1]
& Py o o
- < ~N
{oseaiou pog)
unoe-y/ Tudb
T
S
£E
[
=y
S o
QQ
L g <
o
- B
apa O
= al
353
DOEN o
i (3} on
> >
= 4
< <C
Q-
g} -

601

3 3 2 >
{asweeiou pogd) (esea i ppl)
ugoe-{| / Tdb upoe-y / 1udb

Figure 7



68
Figures legends

Figure 1: Induction of decidualization. (A) Treatment with cAMP (0.5 mM) and MPA
(10°M) 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 of PRL 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<0.0001). The data represent the mean = SEM from three
independent experiments run in duplicate. Expression of decidual marker genes,
IGFBP1 (C) and PRL (D), mRNA were analysed by qRT-PCR. The data represents the
mean + SEM from three independent experiments. B-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).

Figure 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°M) 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 mRNA 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 PI3K/Akt pathway with the induction of
decidualization. Induction of decidualization was induced with ¢cAMP (0.5 mM)
and MPA (10-6 M) for 48 h, then MG132 was added and incubated for another 24 h.
(A) Treatment using Mgl132 increased total ubiquitination, both in control conditions
and decidualized cells, indicating that the Mgl32 was effective at inhibiting proteasomal

degradation. (B) Total Akt and pAkt levels were measured by Western blot.



69

(C) Individual Akt isoforms levels were assessed by Western blot. f-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 4: In vitro modulation of PI3K/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 (10-6M) for a total of nine days. mTOR and pmTOR protein expression (A),
IkB and plkB protein expression (B) and Slug protein expression (C) were measured
during decidualization. Total proteins were collected on different days of
decidualization. B-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 induces reduced cell motility. (A) Wound healing assays were
performed using HIESC treated with either vehicle or cAMP (0.5 mM) and MPA
(10°M). 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 PI3K/Akt pathway induces a cell motility arrest. Wound healing
assays were performed using HIESC treated with either vehicule or cAMP (0.5 mM) and
MPA (10°M). 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 (10°M), 10°M Wortmannin (PI3K
_inhibitor) or 100 nM Rapamycin (mTOR pathway inhibitor) or combinations of these
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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 MPA (10°M). They were
then either concomitantly treated with doxycycline (Iug/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. B-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’infertilit¢ féminine touche de plus en plus de femmes en dge de procréer.
Plusieurs raisons aménent ce déclin de la fertilité. En effet, les femmes de nos jours sont
portées a d’abord s’instruire et se construire une carriere avant de batir leur famille. De
plus, il arrive que certains désordres dans des processus cellulaires et moléculaires soient

responsables de I’infertilité féminine.

[l existe diverses approches pour aider la femme a porter un enfant malgré leur
baisse de fertilité, comme la stimulation hormonale et la fécondation in vitro. Par contre,

ces mécanismes contournent 1’origine du probleme.

Le laboratoire du Dr Eric Asselin posséde une expertise sur une protéine impliquée
dans plusieurs processus biologiques, la protéine Akt. Cette derni¢re a été étudiée a
plusieurs reprises dans des études pourtant sur la croissance cellulaire, la résistance a
’apoptose, la mort cellulaire, de méme que pour ses roles dans I’invasion et la
progression du cycle cellulaire. Certaines études ont permis de montrer que Akt était
impliqué dans le phénoméne 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
I’endométriose cause des douleurs et de I’infertilité. C’est pourquoi nous nous sommes

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

Ainsi, la présente étude tente de déterminer le role 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 I’endométre a 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 I’AMPc et du MPA. Par la suite, nous avons
confirmé que la décidualisation était bien induite en mesurant des marqueurs de
décidualisation bien connus que sont I'IGFBP1 et la prolactine dans le surnageant des
cellules induites, ainsi que leur expression génique. Une fois I’induction de la
décidualisation confirmée nous avons mesuré les niveaux protéiques d’Akt et de ses
trois isoformes (Aktl, Akt2 et Akt3). L’expression protéique des différentes isoformes
est diminuée par I’'induction de la décidualisation, ainsi que I’activation par
phosphorylation de ces dernieres. 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-a~dire que la
morphologie de la cellule se modifie et que les cellules acquiérent de nouvelles
caractéristiques. La différenciation des cellules endométriales lors de la décidualisation
pourrait expliquer pourquoi la voie de signalisation Akt est réprimé€e. Les cellules ne

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

Aprés avoir observé la diminution protéique des isoformes d’Akt, nous avons
mesuré I’expression génique des différentes isoformes pour savoir si la diminution
protéique résultait d’une diminution de I’expression du geéne 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 controles et les cellules ou
la décidualisation est induite. Restait a savoir si cette dégradation protéique était due a
une dégradation par le protéasome. Nous avons bloqué le protéasome a 1’aide d’un
inhibiteur du protéasome, le MG132. Suite a 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 I’inhibition de ce dernier ne restaurait pas les

niveaux d’isoformes d’Akt.
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Pour comprendre davantage I’inhibition de la voie de signalisation PI3K/Akt, nous
avons regardé certains substrats connus d’Akt, comme le mTOR pour savoir si ces
derniers €taient aussi réprimés lors de I’induction de la décidualisation [46]. Nous avons
ainsi remarqué que la phosphorylation de mTOR normalement induite par Akt était
¢galement réprimée par ’induction de la décidualisation. Ces résultats montrent que
Iinhibition 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 I’invasion. Nous
avons donc vérifié si la mobilité des cellules endométriales était affectée lors de la
décidualisation. Ainsi, nous avons procédé a 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 bréche dans ce tapis cellulaire et induit ou non la décidualisation et
mesuré le temps nécessaire pour refermer la bréche. Suite a cette expérience, nous avons
conclu que I’induction de la décidualisation induit un ralentissement de la mobilité des
cellules endométriales étant donné que les cellules décidualisées prennent beaucoup plus
de temps a refermer la bréche que les cellules ou la décidualisation n’a pas été induite.
De plus, pour confirmer que la diminution de la mobilité des cellules était effectivement
due a I’inhibition des isoformes d’Akt, nous avons refait I’expérience de la breche 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
subs.trat d’Akt, mTOR ou un traitement combiné de ces deux inhibiteurs. Ainsi, nous
observons que le ralentissement des cellules vient de I’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 bréche.

Finalement, pour vérifier si I’expression d’ Akt doit effectivement étre inhibée lors
de I’induction de la décidualisation, nous avons modifié nos cellules HIESC en insérant

un vecteur inductible a la doxycycline contenant les trois différentes isoformes d’Akt
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dans des vecteurs différents. Ainsi, nous pouvons comparer I’effet des trois isoformes de
fagon séparé sur I’expression des marqueurs de décidualisation. Dans cette, expérience,
nous avons mesuré le taux d’expression génique de la prolactine suite a I’induction de
chacune des isoformes d’Akt. Ainsi, nous observons que I’induction d’Akt peut
interférer avec le processus de décidualisation étant donné I’expression forcée de
’isoforme Akt2 diminue de fagon significative I’expression de la prolactine. L’isoforme
Aktl diminue également I’expression génique de la prolactine, mais moins intensément
que I’isoforme Akt2 et finalement I’isoforme Akt3 ne semble pas diminuer I’expression

de la prolactine.

3.2 Perspectives de recherche

D’autres études sont nécessaires pour comprendre plus précisément comment les
différentes isoformes d’ Akt peuvent nuire a la décidualisation des cellules endométriales
et si une mauvaise régulation la voie de signalisation d’Akt pourrait étre la cause de
certains cas d’infertilité féminine. En effet, une surexpression anormale d’Akt lors du
processus de décidualisation pourrait nuire a la bonne induction de la décidualisation et

ainsi occasionner une mauvaise préparation de I’endometre a recevoir un embryon.

De plus, pour confirmer les résultats obtenus in vitro, I’étude de la voie de
signalisation d’Akt chez la souris pourrait étre envisagée. Une étude précédente au
laboratoire a montré que I’utilisation de Wortmannin n’affectait pas le nombre de sites
d’implantation, ce qui montre que I’inhibition d’Akt serait aidante pour I’implantation
[71]. Mais il serait intéressant de procéder a une induction des isoformes d’Akt 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 méme que de voir si chacune des
isoformes d’Akt affecte de fagon équivalente le nombre de sites d’implantation. Nous
pourrions comparer les nombres de feetus 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 I’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 lumiére le réle 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 roles distinctes et qu’une surexpression
inadéquate d’Aktl et Akt2 induisent une diminution de ’expression des marqueurs de
décidualisation. Cela est corrél¢ avec une induction plus faible de la décidualisation.
Une plus faible induction de la décidualisation peut se solder pour une préparation
insuffisante de ’endométre pour accueillir un feetus et ainsi causer des probléemes
d’implantation embryonnaire. L’étude de I’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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