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RÉSUMÉ 

Les cellules endométriales stromales sont un élément clé au sein de la fonction 
reproductive de l'endomètre. Elles jouent différentes fonctions physiologiques et 
métaboliques à différents stades du cycle menstruel, de la péri-implantation et de la 
grossesse. Chez l’humain, la fonction des cellules endométriales stromales est soumise à 
l’action des hormones, comme la progestérone, de nombreux ligands, comme l’OSM 
(Oncostatine M) et le LIF (Leukemia Inhibitory Factor), et de plusieurs facteurs de 
transcription, comme STAT3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3). De 
plus, le métabolisme des cellules endométriales stromales est un processus complexe et 
essentiel à leur fonctionnement. En particulier au cours du cycle menstruel et en cas de 
grossesse, ces cellules doivent être dynamiques et réactives pour répondre aux besoins 
changeants de l'organisme. Il est proposé aussi que la fonction des cellules endométriales 
stromales ainsi que leur transformation en cellules déciduales exigent une augmentation 
de la glycolyse et de la production de lactate. Bien que des études antérieures aient mis en 
évidence l'implication de la protéine STAT3 dans la promotion du catabolisme glucidique, 
la compréhension complète du rôle spécifique de l'OSM dans la modulation du 
métabolisme des cellules endométriales stromales, notamment lors de stress glucidique, 
est encore à être investigué et documenté. 
 
Dans cette étude, en utilisant une lignée de cellules endométriales stromales humaines 
immortalisées (cellules HIESC), notre objectif visait à démontrer que dans les cellules 
endométriales stromales, l’OSM pourrait intervenir, potentiellement via l'activation de 
STAT3, dans le maintien de l'activité glycolytique et de l'homéostasie énergétique, 
particulièrement lorsque ces cellules sont soumises à des conditions de stress métabolique. 
 
Notre première analyse a démontré que les cytokines OSM, IFNγ et TGF-β1 activent 
respectivement STAT3, STAT1 et SMAD2 en conditions normales de concentration en 
glucose. Nous avons ensuite établi que seulement la condition de privation en glucose et 
non celle hyper-glucidique (25 mM glucose) inhibe spécifiquement l'activation de la voie 
de signalisation OSM/STAT3, mais pas les voies TGF-β1/SMAD2 ou IFNγ/STAT1. 
L’induction de STAT3 par LIF a été également inhibée en absence de glucose. Alors que 
la viabilité cellulaire est très peu affectée, l’activité métabolique et la production de lactate 
ont été fortement réduites en condition de privation en glucose par rapport à des conditions 
normo-glucidiques (5 mM glucose). Des analyses subséquentes dans des conditions de 
culture en absence ou en présence des faibles concentrations de glucose (0.25, 0.5, 0.75 et 
1 mM glucose) ont confirmé que contrairement aux voies de signalisation TGF-
β1/SMAD2 ou IFNγ/STAT1, l’activation de la voie OSM/STAT3 est réduite de façon 
proportionnelle à la baisse de concentration en glucose. Ces observations suggèrent 
fortement que les médiateurs de la glycolyse seraient cruciaux pour activer les voies 
OSM/STAT3 et LIF/STAT3 dans les cellules HIESC, probablement en facilitant le 
couplage entre les récepteurs OSMR et LIFR avec STAT3 mais pas entre le récepteur de 
l’IFNγ (IFNGR) et STAT1, ou entre le récepteur de TGF-β1 (TGF-βR1) et les protéines 
SMAD2/3. Par ailleurs, les données obtenues à l’aide de dosage de lactate et de l’ATP 
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suggèrent que l'effet de la privation de glucose sur l'induction de STAT3 phosphorylé par 
l’OSM serait en grande partie le résultat d'une baisse de l'activité métabolique et/ou 
glucidique et non d’une mortalité cellulaire. Finalement, nous avons démontré que l’OSM 
induit la production de lactate et de l’ATP en absence et à faibles concentrations de 
glucose.  
 
L’ensemble de ces résultats démontrent pour la première fois que le glucose et la glycolyse 
sont nécessaires à l'activation de STAT3 par l’OSM qui à leur tour assurent le maintien 
du flux glycolytique et l'homéostasie énergétique, particulièrement en conditions de 
privation glucidique. 
 
 
Mots-clés : Cellules endométriales stromales, Endomètre, Cytokine, Stress métabolique, 
Stress glucidique, Oncostatine M, Leukemia Inhibitory Factor, Transforming Growth 
Factor beta 1, Interféron gamma, Glucose, Lactate, ATP 
 



 

TABLE DES MATIÈRES 

REMERCIEMENTS ............................................................................................. III 
RÉSUMÉ ................................................................................................................ IV 

LISTE DES FIGURES ......................................................................................... IX 
LISTE DES ABRÉVIATIONS ............................................................................ XI 

LISTE DES SYMBOLES ................................................................................... XIV 
 CHAPITRE I 

INTRODUCTION .................................................................................................... 1 
1.1 L’utérus et la biologie de la reproduction féminine .......................................... 1 

1.1.1 L’utérus ................................................................................................. 1 
1.1.2 L’endomètre et ses cellules épithéliales et stromales ........................... 3 

1.1.3 Les cellules endométriales durant le cycle menstruel ........................... 5 
1.1.4 Les cellules endométriales durant la fécondation ................................. 8 

1.1.5 Les cytokines reproductives ................................................................ 10 
1.1.6 L’activité des voies de JAK/STAT dans l’endomètre ........................ 21 

1.2 Le métabolisme énergétique dans l’endomètre et la fonction reproductive ... 24 
1.2.1 Le métabolisme énergétique des cellules : fondements ...................... 24 

1.2.2 Le métabolisme énergétique des cellules endométriales .................... 25 
1.3 Problématique, hypothèse et objectifs ............................................................ 29 

1.3.1 Problématique de la recherche ............................................................ 29 
1.3.2 Hypothèse ........................................................................................... 30 

1.3.3 Objectifs .............................................................................................. 31 
1.4 Modèle expérimental ...................................................................................... 32 
 CHAPITRE II 
APPROCHES EXPÉRIMENTALES ET MÉTHODOLOGIQUES ................ 33 
2.1 Cellules et réactifs ........................................................................................... 33 
2.2 Culture cellulaire ............................................................................................ 34 
2.3 Cinétique des différentes voies de signalisation dans les cellules HIESC en 

conditions normo-glucidiques ........................................................................ 34 
2.4 Impact de la concentration de glucose sur l'activation des différentes voies de 

signalisation dans les cellules HIESC ............................................................. 35 



vii 

2.5 Essai de l’activité métabolique des cellules HIESC dans les conditions normo-
glucidiques, de privation en glucose et hyper-glucidique (MTT assay) ......... 36 

2.6 Impact des conditions normo-glucidiques, de privation en glucose et hyper-
glucidique sur la production de lactate et d’ATP par les cellules HIESC ...... 37 

2.7 Essai d’exclusion au bleu de trypan ................................................................ 38 
2.8 Impact de conditions de privation et restreintes en glucose sur l'activation des 

différentes voies de signalisation .................................................................... 39 

2.9 Immunobuvardage de type Western ............................................................... 39 
2.10 Dosage du lactate et de l’ATP dans des conditions de privation et restreintes 

en glucose ....................................................................................................... 40 
2.11 Analyses statistiques ....................................................................................... 41 
 CHAPITRE III 
RÉSULTATS .......................................................................................................... 42 
3.1 Cinétique des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et 

IFNγ/STAT1 dans les cellules HIESC en conditions normo-glucidiques ...... 42 
3.2 Impact de la concentration de glucose sur l'activation des voies de 

signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 dans les 
cellules HIESC ................................................................................................ 48 

3.3 Impact des conditions normo-glucidique, de privation en glucose et hyper-
glucidique sur l’activité métabolique, la production de lactate et la viabilité 
des cellules HIESC ......................................................................................... 54 

3.4 Impact de conditions de privation totale ou partielle en glucose sur l'activation 
des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 . 57 

3.5 Étudier l’influence de l'activation de la voie OSM/STAT3 sur le métabolisme 
énergétique dans le contexte d'une privation totale ou partielle de glucose au 
sein des cellules HIESC .................................................................................. 64 

 CHAPITRE IV 

DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSION ....................................... 67 
4.1 Interprétation des résultats .............................................................................. 67 

4.1.1 Cinétique des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 
et IFNγ/STAT1 dans les cellules HIESC en conditions normo-
glucidiques .......................................................................................... 67 

4.1.2 Impact du glucose sur l'activation des voies de signalisation, l’activité 
métabolique, la production de lactate et la viabilité des cellules HIESC
 ............................................................................................................ 69 

4.1.3 Impact de conditions de privation totale ou partielle en glucose sur 
l'activation des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 
et IFNγ/STAT1 ................................................................................... 75 



viii 

4.1.4 Influence de l'activation de la voie OSM/STAT3 sur le métabolisme 
énergétique dans le contexte d'une privation totale ou partielle de 
glucose au sein des cellules HIESC .................................................... 77 

4.2 Les limites et perspectives du projet ............................................................... 82 
4.3 Conclusion ...................................................................................................... 83 
RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES ............................................................. 84 
 



 

LISTE DES FIGURES 

Figure Page 

1.1 Anatomie du système reproducteur féminin. ...................................................  2 

1.2 Vue sur les cellules endométriales stromales. ..................................................  4 
1.3 Les cycles ovarien et utérin. .............................................................................  7 

1.4 Le voyage d'un œuf fécondé chez une femme. ................................................  9 
1.5 Formation de complexes de récepteurs de signalisation pour l'OSM. .............  17 

1.6 Voies schématiques sur l'afflux de glucose en glycolyse. ................................  29 
3.1 Niveau relatif de phosphorylation de STAT3 lors du traitement par OSM. ....  43 

3.2 Niveau relatif de phosphorylation de SMAD2 lors du traitement par TGF-β1. 45 
3.3 Niveau relatif de phosphorylation de STAT1 lors du traitement par IFNγ. .....  47 
3.4 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la modulation 
de la phosphorylation de STAT3 par l’OSM. ..............................................................  49 
3.5 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la modulation 
de la phosphorylation de STAT3 par le TGF-β1. ........................................................  51 
3.6 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la modulation 
de la phosphorylation de STAT3 par l’IFNγ. ...............................................................  53 
3.7 Mesure de l’impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur 
l’activité métabolique (MTT) des cellules HIESC. ......................................................  55 
3.8 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la production 
de lactate par les cellules HIESC. ................................................................................  56 
3.9 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la viabilité 
(mesurée par le test au bleu de trypan) des cellules HIESC. .......................................  57 

3.10 Activation de la voie OSM/STAT3 en condition d’hypoglucose. ...................  59 
3.11 Activation de la voie TGF-β1/SMAD2 en condition d’hypoglucose. .............  61 

3.12 Activation de la voie IFNγ/STAT1 en condition d’hypoglucose. ....................  63 
3.13 Mesure de la production d’ATP des cellules HIESC en condition d’hypoglucose. 
    ..............................................................................................................  65 
3.14 Mesure de la production de lactate des cellules HIESC en condition 
d’hypoglucose. .............................................................................................................  66 
4.1 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la modulation 
de la phosphorylation de STAT3 induite par LIF. .......................................................  71 
4.2 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la viabilité des 



x 

cellules HIESC, mesurée par le test d’exclusion à l'iodure de propidium (PI). ...........  74 

4.3 Rôle de la boucle STAT3/HIF-1a/PKM2 dans l'influx du glucose et le maintien 
de la glycolyse. .............................................................................................................  77 

 

 



 

LISTE DES ABRÉVIATIONS 

Acétyl-CoA Acétyl-Coenzyme A 

ADN Acide désoxyribonucléique 

ADP Adénosine diphosphate 

AKT Protein Kinase B 

ATP Adénosine triphosphate 

CCR Center of Cancer Research 

CEE Cellules endométriales épithéliales 

CES/ESC Cellules endométriales stromales 

CHUL Centre hospitalier de l'Université Laval 

CNTF Facteur neurotrophique ciliaire 

ECM Matrice extracellulaire 

ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase 

FBS Sérum fœtal bovin 

FSH Hormone de stimulation folliculaire 

G6P Glucose-6-phosphate 

G6PDH Phosphoénolpyruvate déshydrogénase 

GAS Sites activés par le gamma 

GH Hormone de croissance 

GLUT Transporteur de glucose 

GP130 Glycoprotéine 130 

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution 

HIESC Cellules endométriales stromales humaines immortalisées 

HIF-1α Facteur inductible par l'hypoxie 1-alpha 



xii 

HRP Peroxydase de raifort 

IFNGR Récepteur de l’IFNγ 

IFNγ Interféron gamma 

IgG Immunoglobulines G 

IL Interleukine 

IRM Imagerie par résonance magnétique 

JAK Janus Kinase 

LDH Lactate déshydrogénase 

LH Hormone lutéinisante 

LIF Facteur inhibiteur de la leucémie 

LIFR Récepteur du LIF 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases 

MCT4 Monocarboxylate transporteur 4 

NAD Nicotinamide adénine dinucléotide 

NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NK Natural Killer 

OSM Oncostatine M 

OSMR Récepteur de l’OSM 

OXPHOS Phosphorylation oxydative 

p-SMAD SMAD phosphorylé 

p-STAT STAT phosphorylé 

P4 Progestérone 

PBS Phosphate-Buffered Saline 

PDH Pyruvate déshydrogénase 

PDK Pyruvate déshydrogénase kinase 



xiii 

PEP Phosphoénolpyruvate 

PI Iodure de propidium 

PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PKM Pyruvate kinase musculaire 

PVDF Polyfluorure de vinylidène 

RIPA Radio-immunoprécipitation 

RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute medium de type 1640 

SDS Dodécylsulfate de sodium 

SMAD Mothers against decapentaplegic homolog 

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription 

t-SMAD SMAD total 

t-STAT STAT total 

TGF-β Transforming Growth Factor Beta 

TGF-βR Récepteur du TGF-β 

TYK Tyrosine Kinase 

 



 

LISTE DES SYMBOLES 

g Gramme 

kDa Kilo Dalton 

L Litre 

M Molaire 

mL Millilitre 

mM Milli molaire 

n Nano 

ns Non significative 

α Alpha 

β Bêta 

γ Gamma 

µ Micro 

 



 

 

CHAPITRE I 

INTRODUCTION 

1.1 L’utérus et la biologie de la reproduction féminine 

1.1.1 L’utérus 

L'utérus, également connu sous le nom de matrice, est un organe essentiel au sein 

du système reproducteur féminin. Niché dans la cavité pelvienne, il assume un rôle vital 

dans le processus reproductif et la gestation (1). Au fil des années, la recherche sur l'utérus 

et ses fonctions a captivé l'attention des scientifiques, donnant lieu à des avancées 

substantielles dans notre appréhension de cet organe complexe. 

 

La Figure 1.1 illustre la structure complexe du système reproducteur féminin, dans 

lequel l’utérus est représenté. L'utérus se présente sous la forme d'une structure musculaire 

creuse, ressemblant à une poire inversée, et se compose de trois couches majeures : 

l'endomètre, le myomètre et le périmètre (2). L'endomètre, couche la plus intérieure, revêt 

un rôle essentiel dans la régulation des menstruations et dans le processus de la grossesse, 

et c'est là que l'implantation de l'embryon se produit. Cette couche épaisse est composée 

de tissu glandulaire et vasculaire qui se prépare chaque mois à accueillir un ovule 

fécondé (3). Le myomètre est la couche musculaire moyenne de l'utérus. Il est composé 

de cellules musculaires lisses qui se contractent pendant le travail et l'accouchement. Le 

myomètre joue également un rôle dans l'expulsion du placenta après la naissance (4). Le 

périmètre, également appelé séreuse utérine, est la couche externe de l'utérus. Elle est 

constituée de tissu conjonctif dense et protège l'utérus contre les infections et les 

lésions (2). 
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Figure 1.1 Anatomie du système reproducteur féminin. 
L'utérus est un organe musculaire du système reproducteur féminin, situé entre la vessie et le 
rectum. Il est en forme de poire inversé. Il a pour rôle de nourrir et d’abriter l'œuf fécondé jusqu'à 
ce que l'enfant soit prêt pour l’accouchement. L'utérus est composé de trois couches tissulaires : 
1) l'endomètre, la muqueuse interne ; 2) le myomètre, la couche musculaire composée de cellules 
musculaires lisses ; et 3) le périmètre, la fine couche externe composée de cellules épithéliales. La 
figure est tirée de l’Encyclopedia Britannica (5). 

 

L'utérus est un organe dynamique qui subit des changements cycliques tout au long 

du cycle menstruel d'une femme, préparant ainsi l'utérus à accueillir un embryon en cas 

de fécondation. Ces changements sont régulés par des hormones, notamment les 

œstrogènes et la progestérone, qui influencent la croissance et la régénération de 

l'endomètre (6). 

 

L'utérus remplit principalement la fonction cruciale de fournir un environnement 

propice à l'implantation d'un ovule fécondé et à l'accompagnement du développement du 

fœtus pendant la grossesse (1). Lorsqu'un ovule est fécondé par un spermatozoïde, il migre 

vers l'utérus et s'implante dans l'endomètre, où il se développe en fœtus (7). Après 

l'accouchement, l'utérus subit une involution, c'est-à-dire qu'il retrouve sa taille et sa forme 
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initiales. L’involution est stimulée par l'allaitement maternel et les contractions 

utérines (8). 

 

L'utérus est également responsable de la contraction musculaire pendant les 

menstruations, ce qui permet à la couche fonctionnelle de l'endomètre de se détacher et de 

s'écouler hors du corps. Ce processus est appelé menstruation. En l'absence de la 

fécondation, l'endomètre est évacué lors des menstruations (9). L'utérus est alimenté en 

sang par les artères utérines qui fournissent l'oxygène et les nutriments nécessaires à la 

croissance du fœtus pendant la grossesse. Toutefois, certaines conditions médicales 

peuvent entraîner des problèmes de circulation sanguine dans l'utérus, ce qui peut affecter 

la fertilité et la santé reproductive (10). 

 

Notre compréhension de l'utérus et de ses mécanismes s'est considérablement 

enrichie grâce aux progrès de l'imagerie médicale, tels que l'échographie et l'imagerie par 

résonance magnétique (IRM), qui permettent une visualisation détaillée de la structure 

utérine, y compris d'éventuelles anomalies comme des tumeurs par exemple (11). En 

outre, la recherche sur les hormones impliquées dans la régulation des fonctions des 

cellules qui composent l’utérus, comme les œstrogènes et la progestérone, a contribué à 

une meilleure appréhension des mécanismes complexes qui gouvernent au cours du cycle 

menstruel et la gestation (12). 

 

1.1.2 L’endomètre et ses cellules épithéliales et stromales 

L'endomètre consiste en deux couches : une basale et une fonctionnelle (Figure 1.2). 

La couche fonctionnelle est adjacente à la cavité utérine. Cette couche se développe à 

partir de cellules souches à la fin des menstruations. Au cours de la phase folliculaire du 

cycle menstruel, l’épaississement de l'endomètre est dû à la prolifération des cellules 

endométriales en réponse à l'œstrogène produit par les ovaires (13). Ensuite, lors de la 

phase lutéale, des modifications à cette couche seront induites par la progestérone 

provenant du corps jaune. L'endomètre devient alors un environnement optimal pour 
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l'implantation et la croissance d'un embryon. Sans embryon, cette couche se désintègre 

pour être évacuée lors des menstruations (14). 

 

 

Figure 1.2 Vue sur le tissu endométrial et les cellules endométriales stromales au sein 
de l'utérus. 
L'endomètre consiste en deux couches : 1) basale, qui se situe sous la couche fonctionnelle et 
adjacente au myomètre ; et 2) fonctionnelle, adjacente à la cavité utérine. La cavité utérine est 
l'espace à l'intérieur de l'utérus entre le canal cervical et les trompes de Fallope. Les cellules 
endométriales stromales sont présentes dans le tissu conjonctif de l'endomètre, alors que les 
cellules endométriales épithéliales sont des cellules qui tapissent la paroi interne de l'utérus. 
ESCs : Endometrial Stromal Cells. La figure est tirée de Deryabin P. et al., 2020. (15) 

 

La couche basale se situe sous la couche fonctionnelle et adjacente au myomètre. 

Elle n'est jamais évacuée car les cellules souches qui s'y trouvent permettent de développer 

la couche fonctionnelle (13). 

 

Les cellules endométriales épithéliales (CEE) sont des cellules qui tapissent 

l’endomètre, la paroi interne de l'utérus. Elles jouent un rôle essentiel dans le cycle 

menstruel et la grossesse (16). Elles subissent des changements morphologiques et 

fonctionnels tout au long du cycle menstruel en réponse aux hormones. Ces changements 

sont importants pour la préparation de l'implantation d'un embryon (17). 
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Les cellules endométriales stromales (CES) sont présentes dans les tissus 

conjonctifs qui forment les couches basale et fonctionnelle de l'endomètre. Elles 

soutiennent les cellules endométriales épithéliales et participent à la régulation de la 

réponse immunitaire et inflammatoire (12). Les CES sécrètent des facteurs de croissance 

et des cytokines favorisant la vascularisation de l'endomètre, ce qui est crucial pour 

soutenir la croissance de l'embryon (18). Elles sont également impliquées dans la 

production de collagène et de protéines de la matrice extracellulaire, contribuant ainsi à la 

structure et à la fonction de l'endomètre (19). 

 

Les cellules endométriales épithéliales et stromales interagissent étroitement pour 

réguler la réponse immunitaire de l'endomètre et participent à la tolérance immunitaire 

nécessaire pour la survie et la protection de l'embryon (20). Elles jouent également un rôle 

dans la modulation de l'inflammation dans l'endomètre, ce qui est important pour la 

cicatrisation après la menstruation et la prévention des infections (21). 

 

Des dysfonctionnements dans les cellules endométriales épithéliales et stromales 

peuvent entraîner des problèmes de fertilité et des troubles menstruels. Des études sont en 

cours pour comprendre ces dysfonctionnements et développer de nouvelles approches 

thérapeutiques (22). La recherche sur les CEE et CES est en constante évolution pour 

mieux comprendre leur rôle dans la santé reproductive et identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques (23). 

 

1.1.3 Les cellules endométriales durant le cycle menstruel 

Le cycle menstruel est un processus physiologique qui se produit chez les femmes 

en âge de procréer. Il se caractérise par des changements hormonaux et physiologiques 

qui se produisent chaque mois dans le corps d'une femme. Ce cycle est critique pour la 

reproduction et la fertilité (24). 

 

Pendant le cycle menstruel, l’utérus se prépare à une éventuelle grossesse. Ce 

processus est régulé par les hormones produites par les ovaires, notamment les œstrogènes 
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et la progestérone, comme illustré à la Figure 1.3. Le cycle menstruel se divise en trois 

phases : 

1. La phase folliculaire : durant cette phase, l’hormone folliculostimulante (FSH) 

stimule le développement des follicules dans les ovaires. Un follicule contient 

un ovule immature. 

2. L’ovulation : c'est le moment où le follicule dominant libère un ovule mature 

dans la trompe de Fallope. C'est la période la plus fertile du cycle. 

3. La phase lutéale : après l'ovulation, le follicule vide se transforme en corps 

jaune, qui produit de la progestérone en vue d'une éventuelle implantation 

d’embryon dans l'utérus. 

 

Si la fécondation n'a pas lieu, le corps jaune se dégrade et les niveaux d'hormones 

diminuent, entraînant le début d'un nouveau cycle menstruel. 

 

Il est important de prendre en compte que chaque femme peut avoir des variations 

dans la durée et les symptômes de son cycle menstruel. Certains facteurs tels que le stress, 

les changements hormonaux, les troubles de santé et les contraceptifs peuvent également 

influencer le cycle menstruel (24). 

 

Tout au long du cycle menstruel, les cellules endométriales épithéliales subissent 

des changements. Pendant la phase menstruelle qui marque le début du cycle, les CEE 

subissent une desquamation, où la couche supérieure de l'endomètre est rejetée. Cela 

entraîne une baisse des niveaux d'œstrogène et de progestérone, ce qui provoque la 

menstruation (25). 

 

Au cours de la phase proliférative, qui suit la menstruation, les CEE commencent à 

se régénérer et à se multiplier. Sous l'influence de l'œstrogène produit par les ovaires, les 

CEE se développent et se multiplient, formant une nouvelle couche d'endomètre (26). 
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Figure 1.3 Les cycles ovarien et utérin. 
Pour un cycle de 28 jours, la FSH et la LH sont à leur maximum vers le 14ème jour, ce qui 
correspond au moment de l’ovulation. Les estrogènes ont un premier pic vers la fin de la phase 
folliculaire (phase proliférative du cycle menstruel) et un deuxième pic lors de la phase lutéale 
(phase sécrétoire du cycle menstruel). La progestérone a un pic lors de la phase lutéale (phase 
sécrétoire du cycle menstruel). La figure est tirée du mémoire de Merien M. 2021. (27) 

 

La phase ovulatoire est marquée par la libération d'un ovule mature par l'ovaire. Les 

CEE continuent de se diviser et de proliférer pour préparer l'endomètre à la possible 

implantation d'un embryon (28). 

 

Lors de la phase sécrétoire, les cellules endométriales épithéliales produisent des 

sécrétions riches en glycogène et en nutriments pour soutenir un éventuel embryon. Sous 
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l'influence de la progestérone produite par le corps jaune dans l'ovaire, les CEE deviennent 

plus glandulaires et développent des capacités sécrétoires accrues (28). 

 

Si une implantation n'a pas lieu, les niveaux d'œstrogène et de progestérone 

diminuent, entraînant la phase menstruelle suivante et ainsi un nouveau cycle 

commence (29). 

 

Les cellules endométriales épithéliales et stromales jouent également un rôle dans 

la modulation de l'inflammation dans l'endomètre, ce qui est important pour la 

cicatrisation après la menstruation et la prévention des infections (30). 

 

Il convient de noter que ces changements sont régulés par des hormones, notamment 

l'œstrogène et la progestérone, et sont essentiels pour la fertilité et la fonction 

reproductive (31). 

 

1.1.4 Les cellules endométriales durant la fécondation 

La fécondation est le processus par lequel un spermatozoïde fusionne avec un ovule, 

formant ainsi un embryon qui, par la suite, donne naissance à un nouvel être vivant. Ce 

processus est crucial pour la reproduction des organismes sexués (32). 

 

Lors de la fécondation, illustré à la Figure 1.4, c’est au cœur des trompes de Fallope 

qu’un spermatozoïde pénètre dans l'ovule, ce qui entraîne la fusion de leurs matériaux 

génétiques. C’est ainsi que naît le zygote diploïde unicellulaire, qui est la première cellule 

d’un nouvel individu. Ce dernier se développe dès sa création et poursuit sa croissance 

durant la migration pour former un embryon (33). 

 

La fécondation est régulée par des mécanismes hormonaux et des interactions 

moléculaires spécifiques entre les spermatozoïdes et l'ovule. La fécondation marque le 

début du développement embryonnaire, elle est suivie de l'implantation de l'embryon dans 

l'utérus qui marque le début de la grossesse (34,35). 
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Figure 1.4 Le voyage d'un œuf fécondé chez une femme. 
Chez les mammifères, les œufs sont libérés par les ovaires. Si un ovule rencontre un 
spermatozoïde, il peut être fécondé. L'ovule fécondé se déplace vers l'utérus, où il grandit et se 
développe en un nouvel individu. La figure est tirée de l’Encyclopedia Britannica (36). 

 

Lors du processus de fécondation, les CEE subissent plusieurs modifications pour 

permettre l'implantation réussie d'un embryon. Ces changements sont influencés par des 

signaux hormonaux et des interactions entre l'embryon et l'endomètre. Les principales 

modifications observées sont : 

- Réceptivité de l'endomètre : au cours de la phase de fécondabilité, l'endomètre 

subit des modifications dans sa composition et ses propriétés afin de devenir 

réceptif à l'implantation de l'embryon. Ces changements sont régulés par des 

hormones, notamment l'œstrogène et la progestérone (37). 

- Adhérence et invasion : une fois que l'embryon atteint l'endomètre, il doit 

s'attacher et s'infiltrer dans les cellules endométriales épithéliales. Les cellules 

endométriales stromales subissent une différentiation appelé décidualisation. La 
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décidualisation facilite l'adhérence de l'embryon et permet son invasion dans la 

paroi de l'endomètre (38). 

- Communication cellulaire : les CES communiquent avec l'embryon en libérant 

des signaux chimiques appelés cytokines et facteurs de croissance. Ces signaux 

aident à réguler la croissance et le développement de l'embryon, ainsi qu'à 

favoriser la formation du placenta (39). 

- Angiogenèse : pendant la fécondation, les CEE jouent également un rôle dans la 

formation de nouveaux vaisseaux sanguins, un processus appelé angiogenèse. 

Cela permet d'assurer un apport adéquat en nutriments et en oxygène à 

l'embryon en développement (40). 

 

1.1.5 Les cytokines reproductives 

 Facteur inhibiteur de la leucémie 

Le facteur inhibiteur de la leucémie (LIF) est le membre le plus pléiotrope de la 

famille des cytokines interleukine 6 (IL-6) qui comprend IL-11, OSM, CNTF et IL-6 (41) 

et est exprimé dans presque tous les types de tissus du corps (42). Bien que le LIF ait été 

nommé pour sa capacité à induire la différenciation des cellules leucémiques myéloïdes, 

des études du LIF dans d'autres maladies et des types de tumeurs solides ont montré qu'il 

a le potentiel de contribuer à de nombreuses autres pathologies (43). 

 

Découverte et rôle du LIF : 

Le LIF est une cytokine dont la première découverte remonte aux années 1980. Cette 

avancée scientifique résulte d'investigations visant à élucider les mécanismes de 

régulation de la leucémie. 

 

Il a été identifié pour la première fois en 1987 par Gearing D.P. et al. (44). Une autre 

étude capitale pour la découverte du LIF a été rendue publique en 1988 par Gough N.M. 
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et al. (45). Cette recherche a permis l'identification et la caractérisation du gène du LIF 

chez l'être humain. 

 

Depuis sa découverte, le LIF a fait l'objet d'études dans de nombreuses perspectives 

biologiques, notamment dans le contexte du développement embryonnaire, de la 

reproduction et de la régulation du système immunitaire (46). Il a été établi que le LIF 

joue un rôle essentiel dans la survie et la différenciation des cellules souches 

embryonnaires (47), ainsi que dans le processus de décidualisation de l'endomètre pendant 

la grossesse (48). 

 

Le LIF est produit par de nombreux types cellulaires différents (49) et joue un rôle 

essentiel dans la régulation du développement du système nerveux (50), de la pluripotence 

des cellules souches (51), du métabolisme osseux (52) et de l'inflammation (53). Il a été 

identifié et purifié à l'origine sur la base de sa capacité à induire la différenciation des 

cellules M1 de la leucémie myéloïde de la souris (44). Il a ensuite été démontré qu'il était 

impliqué dans le maintien de la pluripotence et de la capacité d'auto-renouvèlement des 

cellules souches embryonnaires (54) et dans l'augmentation des capacités d'auto-

renouvèlement des cellules souches neurales (50). En outre, il été constaté que le LIF avait 

des effets sur les systèmes nerveux, reproducteur, squelettique, musculaire et 

endocrinien (41). Il a été démontré qu'il stimule la production et la survie des neurones et 

des oligodendrocytes, facilite l'implantation réussie des embryons, régule la formation et 

le remodelage osseux, régule la survie et la différenciation des myoblastes, favorise la 

différenciation des cellules musculaires lisses cardiaques et des adipocytes, et régule la 

sécrétion de l'hormone adrénocorticotrope (41). Outre ces activités, le LIF a également été 

signalé comme régulant l’inflammation, favorisant la différenciation des cellules T 

régulatrices et induisant la réponse de phase aiguë dans les hépatocytes (55). 

 

Aspect moléculaire de l’action du LIF : 

Le LIF signale via le récepteur de cytokine gp130. Le récepteur du LIF est une 

protéine transmembranaire composée de plusieurs domaines fonctionnels. Il est constitué 
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d'une partie extracellulaire qui est responsable de la liaison au LIF, d'une partie 

transmembranaire qui traverse la membrane cellulaire et d'une partie intracellulaire qui 

est impliquée dans la transmission du signal (41). 

 

Le complexe de signalisation compétent de LIF est un hétérodimère (56) qui se 

compose d’une molécule de gp130 ainsi que d'une deuxième chaîne de récepteur appelée 

LIFR (récepteur LIF) (57) qui est architecturalement similaire à gp130 (58). Tout d’abord, 

le LIF se lie à faible affinité à gp130, puis recrute LIFR. 

 

Les chaînes gp130 et LIFR sont constitutivement associées à des membres de la 

famille JAK (Janus Kinase) des tyrosine kinases (59). Ces kinases existent dans un état 

inactif dans des conditions basales, mais sont rapidement activées lorsque le LIF engage 

son récepteur (41). Il y a quatre membres de la famille JAK (JAK1, JAK2, JAK3, TYK2). 

Des expériences utilisant des composants surexprimés ont initialement montré que le 

récepteur LIF est capable de se lier à au moins trois des quatre membres de la famille JAK 

(JAK1, JAK2 et TYK2) (60). Cependant, des études knock-out ont révélé que la 

signalisation de LIF est fortement abrogée en l'absence de JAK1, mais pas de JAK2 ou de 

TYK2, ce qui suggère qu'il s'agit du membre dominant de la famille JAK dans des 

conditions physiologiques (61). À l'appui de cela, Ernst M. et al. ont montré l'activation 

de JAK1, JAK2 et TYK2 après une exposition à LIF, mais une cinétique d'activation 

significativement plus rapide pour JAK1, ce qui implique encore une fois qu'il s'agit de la 

kinase initialement ciblée par LIF (62). Ainsi, l'association de LIF avec son récepteur se 

traduit par une compétence catalytique de JAK1 qui initie ensuite une cascade de 

phosphorylation de la tyrosine qui stimule la voie de signalisation JAK/STAT (60). Ainsi, 

l’une des voies de signalisation les plus importantes activées par le LIF est la voie JAK-

STAT (Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription) (60). Une fois 

dans le noyau, les dimères de protéines STAT régulent l'expression des gènes cibles en se 

liant à des éléments de réponse spécifiques dans leur région promotrice. Cette régulation 

transcriptionnelle induite par le LIF peut influencer divers processus cellulaires, tels que 

la différenciation cellulaire, la prolifération, la survie cellulaire et l'inflammation (63). 
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En plus de la voie JAK-STAT, le LIF peut également activer d'autres voies de 

signalisation, telles que les voies MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein 

Kinase/Extracellular Signal-Regulated Kinase) (64), PI3K/AKT (Phosphatidylinositol 3-

Kinase/Protein Kinase B) (65). Ces voies interviennent dans la régulation de divers 

processus cellulaires, notamment la croissance, la survie et la différenciation (66). 

 

Tout comme le LIF, le récepteur du LIF est largement exprimé dans de nombreux 

tissus et joue un rôle important dans le développement embryonnaire, la différenciation 

cellulaire et la régulation de la pluripotence des cellules souches. Il participe également à 

la régulation de la réponse immunitaire et inflammatoire (41). 

 

Des altérations dans la signalisation du LIF et de son récepteur ont été associées à 

diverses maladies, notamment le cancer (67), les maladies inflammatoires (68) et les 

troubles de la reproduction (69). Comprendre le fonctionnement du récepteur de LIF peut 

donc avoir des implications importantes pour le développement de thérapies ciblées. 

 

LIF et implantation embryonnaire : 

L'implantation embryonnaire est un processus complexe qui se produit lorsqu'un 

embryon en développement s'attache et s'implante dans la paroi de l'utérus. L'implantation 

se produit généralement environ 6 à 10 jours après la fécondation, lorsque l'embryon 

atteint le stade de blastocyste, qui est une structure composée de cellules différenciées. 

L'implantation nécessite une interaction précise entre l'embryon et l'endomètre. 

L'embryon sécrète des signaux moléculaires qui favorisent la réceptivité de l'endomètre et 

facilitent l'adhésion et l'invasion de l'embryon dans l'endomètre. Une fois que 

l'implantation est réussie, l'embryon commence à se développer et à former le placenta, 

qui est essentiel pour la fourniture de nutriments et d'oxygène au fœtus en croissance (70). 

 

Dans l'endomètre des femmes fertiles, l'expression du LIF est limitée aux glandes 

endométriales pendant la phase sécrétoire mais n'est pas présente dans l'endomètre 

pendant la phase proliférative. Le récepteur LIFR et gp130 sont exprimés dans 
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l'épithélium luminal et glandulaire tout au long du cycle (71). LIF joue un rôle clé dans la 

préparation de l'endomètre pour l'implantation embryonnaire. Il favorise la croissance et 

la différenciation des cellules endométriales stromales en cellules déciduales, préparant 

ainsi l'utérus à recevoir l'embryon (72). 

 

LIF stimule la production de facteurs de croissance et de cytokines dans l'endomètre, 

favorisant ainsi la vascularisation et la préparation de l'endomètre pour l'implantation. Il 

régule également l'expression de molécules d'adhésion cellulaire, facilitant ainsi 

l'interaction entre l'embryon et l'endomètre (72). 

 

L'expression de LIF dans l'endomètre est étroitement régulée par des facteurs 

hormonaux, tels que les œstrogènes et la progestérone. Ces hormones influencent la 

production de LIF, assurant ainsi une fenêtre d'implantation optimale (72). Des 

dysfonctionnements dans la signalisation de LIF ont été associés à des problèmes 

d'implantation et d'infertilité. Par exemple, des niveaux anormalement bas de LIF peuvent 

entraîner un échec d’implantation chez la femme (73). 

 

 Oncostatine M 

L'oncostatine M (OSM) est une cytokine multifonctionnelle qui appartient à la 

famille des IL-6. Parmi les membres de la famille, l'OSM est le plus étroitement lié au LIF 

et utilise en fait le récepteur LIF (LIFR) en plus de son récepteur spécifique chez l'humain 

(OSMR). Alors que l'OSM était à l'origine reconnu par son activité unique à inhiber la 

prolifération des cellules tumorales, l'accumulation de preuves indique maintenant que 

l'OSM présente de nombreuses activités biologiques uniques dans l'inflammation, 

l'hématopoïèse et le développement (74). 

 

Découverte et rôle de l’OSM : 

La découverte de l'OSM a été le fruit de recherches menées par des scientifiques 

dans le domaine de l'immunologie et de la biologie cellulaire. L'OSM a d'abord été purifié 
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et caractérisé biochimiquement sur la base de son activité antiproliférative sur la lignée 

cellulaire de mélanome humain A375 in vitro (75). Une fonction potentielle dans la 

régulation du cancer a été explorée et d'autres études ont clairement montré des actions 

pléiotropes dans les processus hématopoïétiques, d'altération des tissus squelettiques, 

métaboliques, immunologiques, de différenciation et de maladies inflammatoires (76). 

 

Ainsi, OSM intervient dans divers processus biologiques, allant de l'inflammation à 

la différenciation cellulaire. Bien que son rôle précis soit encore en cours d'exploration, 

des études ont mis en évidence plusieurs fonctions clés de l'OSM dans le corps humain. 

 

L'OSM joue un rôle dans la modulation de la réponse inflammatoire en stimulant la 

production d'autres médiateurs inflammatoires. Il est impliqué dans la régulation de divers 

processus immunitaires, y compris la régulation des réponses immunitaires cellulaires et 

humorales (77). L'OSM est connu pour son impact sur la différenciation cellulaire, en 

particulier dans le contexte du développement et de la régénération tissulaire. Il peut 

influencer la différenciation de divers types de cellules, notamment les cellules souches 

hématopoïétiques, les cellules musculaires et les cellules nerveuses (78). D’autres études 

ont également suggéré que l'OSM pourrait jouer un rôle dans la progression de certains 

cancers. Il peut stimuler la croissance cellulaire et la survie des cellules cancéreuses, ainsi 

que favoriser la métastase en influençant le microenvironnement tumoral (79). L'OSM 

participe à la régulation de la prolifération cellulaire dans divers tissus. Il peut agir comme 

un agent de croissance pour certains types de cellules, tout en inhibant la croissance 

d'autres types cellulaires, contribuant ainsi à maintenir l'équilibre cellulaire dans 

l'organisme (80). 

 

L’OSM a aussi un effet inhibiteur sur la différenciation des adipocytes. Il est 

rapporté que l'OSM est exprimé de manière différentielle dans le tissu adipeux des patients 

hyperglycémiques atteints d'obésité par rapport aux patients normoglycémiques 

présentant un degré similaire d'obésité. De plus, OSM inhibe l'adipogenèse humaine, 

réduit l'expression de Glut4 (un transporteur de glucose dépendant de l’insuline) et induit 

un état inflammatoire dans les adipocytes humains. Il a également été démontré que l'OSM 
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réduit les marqueurs inflammatoires et diminue les niveaux de glucose basal chez les 

souris obèses (81). 

 

De plus, OSM est impliqué dans une variété de maladies cardiaques humaines telles 

que la sténose aortique, l'infarctus du myocarde, la myocardite, la sarcoïdose cardiaque et 

diverses cardiomyopathies (82). 

 

Aspect moléculaire de l’action de l’OSM : 

L'OSM, tout comme le LIF, se lie au récepteur de cytokine gp130. À la différence 

du LIF, l’OSM peut agir en se liant à deux hétérodimères distincts de gp130, soit le LIFR 

ou le récepteur de l’OSM (OSMR) (64). L’hétérodimère entre gp130 et LIFR est appelé 

complexe récepteur de type I et celui entre gp130 et OSMR est appelé complexe récepteur 

de type II. Le récepteur de type I peut se lier à l'OSM ou au LIF, tandis que le récepteur 

de type II a plus d'affinité pour l'OSM (83). 

 

La liaison de l'OSM à la gp130/OSMR ou à la gp130/LIFR induit l'activation des 

membres de la famille JAK (JAK1, JAK2 et TYK2) (60,84). Ainsi, la cascade de 

signalisation JAK induite par l'activation du récepteur OSM de type I est similaire à celle 

induite par le récepteur OSM de type II (85). Les membres de la famille JAK activés 

induisent à leur tour l'activation des facteurs de transcription STAT, principalement 

STAT3 (86). La Figure 1.5 illustre la voie de signalisation activé par l’OSM. 

 

Alternativement, les récepteurs activés peuvent également activer d’autres voies de 

signalisation, notamment la voie de la MAPK/ERK (87) ou encore la voie 

PI3K/AKT (86,88). 
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Figure 1.5 Formation de complexes de récepteurs de signalisation pour l'OSM. 
L’OSM active plusieurs cascades de signalisation. 1) OSM se lie à gp130, puis recrute LIFR pour 
former un complexe de type I. 2) OSM se lie à gp130, puis recrute sa sous-unité du complexe 
récepteur principal OSMR pour former un complexe de type II. Cela s’en suit de l’activation de 
la voie JAK/STAT. La figure est tirée du livre de Dembic Z. 2015 (89). 

 

Ainsi, les voies de signalisation de l’OSM et du LIF présentent plusieurs similitudes 

dans leur mécanisme d'action, bien qu'elles puissent également présenter des différences 

subtiles en raison de leurs effets spécifiques. Ces deux cytokines ont leur récepteur gp130 

en commun. Malgré qu’OSM active le complexe récepteur gp130/OSMR de type II, il 

peut également se lier au complexe récepteur gp130/LIFR type I. Cette similarité dans les 

récepteurs impliqués suggère une certaine convergence dans les voies de signalisation 

activées par ces deux cytokines (90). 

 

Tant le LIF que l'OSM activent les kinases JAK et les facteurs de transcription 

STAT. Cette activation conduit à la modulation de divers processus cellulaires, y compris 

la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire (64). 

 

Les voies de signalisation du LIF et de l'OSM régulent toutes deux la différenciation 

cellulaire dans plusieurs types de cellules, ce qui les rend importantes pour le 
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développement embryonnaire, la régénération tissulaire et d'autres processus de 

différenciation cellulaires. Tant le LIF que l'OSM jouent un rôle dans la modulation de la 

réponse inflammatoire en stimulant la production d'autres médiateurs inflammatoires, ce 

qui peut influencer la régulation de divers processus immunitaires (91). 

 

OSM et implantation embryonnaire : 

L'OSM est une cytokine dont le rôle dans l'implantation embryonnaire reste un 

domaine de recherche en cours. Bien que son rôle précis dans ce processus ne soit pas 

complètement élucidé, certaines études suggèrent qu'il peut contribuer à plusieurs aspects 

de l'implantation embryonnaire. 

 

L'OSM peut jouer un rôle dans la préparation de l'endomètre à la réception de 

l'embryon. Il est suggéré que l'OSM pourrait être impliqué dans la régulation des 

changements morphologiques et biochimiques de l'endomètre, contribuant ainsi à créer un 

environnement propice à l'implantation de l'embryon (92). 

 

D’autres études suggèrent que l'OSM pourrait favoriser l'adhérence et la fixation de 

l'embryon à l'endomètre en participant à la régulation des interactions entre les cellules 

embryonnaires et les cellules de l'endomètre. Cela pourrait faciliter l'ancrage initial de 

l'embryon dans l'endomètre (93). 

 

L'OSM pourrait également jouer un rôle dans la régulation de la communication 

croisée entre l'embryon et l'endomètre. Cela pourrait inclure la modulation des voies de 

signalisation impliquées dans cette interaction cruciale, contribuant ainsi à un dialogue 

harmonieux entre l'embryon en développement et l'endomètre (94). 

 

Notre laboratoire a récemment démontré que l’OSM joue un rôle important dans 

l’intégration de signaux pro-inflammatoires par les cellules trophoblastiques (95). Ces 

études démontrent que les cytokines pro-inflammatoires, comme l’interféron gamma 

(IFNγ), affectent la fonction hormonale et l’activité fusogénique des cellules 
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syncytiotrophoblastiques, deux processus nécessaires à l’implantation embryonnaire et la 

placentation (96). L’importance de l’OSM réside dans le fait qu’elle est en mesure de 

restaurer l’homéostasie cellulaire en s’opposant à l’effet de ces cytokines par des 

mécanismes dépendants et indépendants de l’activation de STAT3. 

 

 Transforming Growth Factor Beta 

La famille de Transforming Growth Factor Beta (TGF-β), est une famille de 

cytokines impliquées dans la régulation de divers processus cellulaires, y compris la 

croissance cellulaire, la différenciation, la prolifération, et la réponse immunitaire. Il 

existe plusieurs isoformes de la famille TGF-β (comme TGF-β1, TGF-β2, et TGF-β3), 

chacun ayant des rôles spécifiques dans différents tissus et contextes biologiques (97). 

 

La découverte et rôle du TGF-β1 : 

En 1981, les scientifiques du Center of Cancer Research (CCR) (Bethesda, MD , 

États-Unis) ont découvert une molécule qui peut soit favoriser, soit inhiber la croissance 

cellulaire. En caractérisant en profondeur cette molécule, qu'ils ont appelé TGF-β, ils ont 

démontré comment différents contextes biologiques peuvent modifier l'effet d'une 

molécule de signalisation et ont révélé comment le TGF-β pourrait être exploité pour 

traiter le cancer (98,99). 

 

Le TGF-β1 est produit par de nombreuses cellules, y compris les cellules 

immunitaires, les cellules épithéliales et les cellules du tissu conjonctif (100). 

 

Par la suite, il s’est avéré que le TGF-β1 joue un rôle crucial dans divers processus 

biologiques, y compris la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation, et la 

réponse immunitaire (100). 

 

Il a été démontré qu’il joue un rôle dans la régulation de la différenciation cellulaire, 

contribuant à la spécialisation des cellules dans des types cellulaires spécifiques (100). Le 
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TGF-β1 peut aussi moduler la réponse immunitaire en influençant l'activité des cellules 

immunitaires, parfois en agissant de manière anti-inflammatoire (101). De plus, le TGF-

β1 a la capacité d'inhiber la prolifération cellulaire dans de nombreux types cellulaires. Il 

peut agir comme un régulateur de la croissance cellulaire, contribuant ainsi à prévenir une 

croissance cellulaire excessive (102). 

 

Aspect moléculaire de l’action du TGF-β1 : 

Le TGF-β1 exerce ses effets en se liant à des récepteurs spécifiques à la surface des 

cellules cibles, déclenchant ainsi des voies de signalisation intracellulaires qui modulent 

l'activité génique et d'autres réponses cellulaires (100). 

 

Tout d’abord, le TGF-β1 est sécrété sous forme inactive et nécessite une activation 

pour être fonctionnel. Une fois activé, il se lie à son récepteur, le récepteur du TGF-β 

(TGF-βR), qui est un récepteur de type tyrosine kinase de la membrane cellulaire. La 

liaison du TGF-β1 à son récepteur induit une autophosphorylation des récepteurs du TGF-

β, activant ainsi leur activité kinase intrinsèque. Une fois les récepteurs phosphorylés, ils 

recrutent des protéines SMAD (protéines de signalisation) spécifiques, en particulier 

SMAD2 et SMAD3. Les SMADs recrutés sont phosphorylés par les récepteurs activés. 

Cette phosphorylation active les SMADs pour qu'ils puissent former des complexes 

SMAD. SMAD2 ou SMAD3 phosphorylés forment un complexe avec SMAD4. Ce 

complexe SMAD (par exemple, SMAD2/SMAD4 ou SMAD3/SMAD4) est transporté 

dans le noyau de la cellule. Une fois dans le noyau, le complexe SMAD agit comme un 

facteur de transcription. Il se lie à des séquences spécifiques d'ADN, régulant ainsi 

l'expression des gènes cibles. Certains gènes cibles sont impliqués dans la croissance 

cellulaire, la différenciation et la régulation de la matrice extracellulaire. De plus, le TGF-

β1 peut interagir avec d'autres voies de signalisation, y compris celles impliquées dans la 

régulation de la prolifération cellulaire et de la survie cellulaire (103). 
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TGF-β1 et implantation embryonnaire : 

Dans le contexte de l'endomètre et de la fonction reproductive, le TGF-β1 peut 

influencer plusieurs aspects de la physiologie de cet organe et des processus reproductifs. 

Le TGF-β1 peut influencer la prolifération et la différenciation des cellules de l'endomètre. 

Il participe à la régulation du renouvellement cellulaire et de la maturation des cellules, 

processus essentiels pour maintenir l'homéostasie dans l'endomètre (104). Le TGF-β1 est 

également impliqué dans la modulation de la matrice extracellulaire (ECM) dans 

l'endomètre. Il peut réguler la production de composants de l’ECM, influençant ainsi la 

structure et la fonction de l'endomètre (105). Le TGF-β1 participe à la régulation de la 

réponse inflammatoire dans l'endomètre. Il peut moduler l'activité des cellules 

immunitaires locales et influencer la tolérance immunitaire pendant le processus de 

l'implantation embryonnaire (106). Il peut aussi jouer un rôle dans la préparation de 

l'endomètre pour l'implantation embryonnaire. Il intervient dans la régulation des facteurs 

impliqués dans cette phase critique du processus reproductif (107). De plus, des 

déséquilibres dans l'expression ou l'action du TGF-β1 ont été associés à certains troubles 

de la reproduction, tels que l'endométriose ou les complications de la grossesse (107). Le 

TGF-β1 est un acteur important dans la régulation de l'homéostasie et de la fonction de 

l'endomètre, ainsi que dans la modulation des événements clés de la reproduction. Son 

rôle est complexe et dépend du contexte spécifique du cycle menstruel, de la grossesse, et 

d'autres facteurs hormonaux et environnementaux (108). 

 

1.1.6 L’activité des voies de JAK/STAT dans l’endomètre 

Les protéines STAT ont été initialement identifiées comme étant des facteurs de 

transcription cytoplasmique latents, qui n'ont été transloqués dans le noyau que lors de la 

phosphorylation et de la dimérisation médiée par les kinases JAK après leur activation 

induite par une cytokine (109). Une fois dans le noyau, les dimères STAT activés peuvent 

se lier à des motifs de reconnaissance de l'ADN consensuelle, appelés sites activés par le 

gamma (GAS), dans les promoteurs des gènes inductibles par la cytokine, ce qui entraîne 

une activation transcriptionnelle. La compréhension de la voie JAK-STAT a subi plusieurs 

modifications conceptuelles basées sur de nouvelles preuves de dimérisation, de 
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phosphorylation et de navette nucléaire-cytoplasmique (110). Contrairement aux notions 

antérieures, des études ont révélé que les STAT peuvent exister en tant que dimères stables 

et non phosphorylés en l'absence de stimulation des cytokines (111). Alors que les 

protéines STAT non phosphorylées passent constamment entre le cytoplasme et le noyau, 

la protéine STAT phosphorylée est retenue dans le noyau et n'est libérée qu'après la 

déphosphorylation par les phosphatases nucléaires (112). Par conséquent, la rétention 

nucléaire, et non la translocation, de la protéine STAT phosphorylée active est la 

caractéristique importante de l'activation de la STAT induite par les cytokines (110). La 

famille STAT des mammifères comprend STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, 

STAT5b et STAT6 (113). 

 

 STAT3 dans l’endomètre et la fonction reproductive 

Bien que le mécanisme moléculaire de la réceptivité utérine ne soit pas 

complètement clarifié, plusieurs molécules et voies ont été identifiées comme des 

régulateurs clés de l'implantation embryonnaire tels que la progestérone (P4), le LIF, le 

transducteur de signal et l'activateur de la transcription 3 (STAT3) (114). 

 

STAT3 transduit les signaux des cytokines de la famille des IL-6, y compris l'IL-6, 

l'IL-11, le LIF, l'OSM et d'autres facteurs de croissance (115). Le LIF est crucial pour 

l'implantation embryonnaire et active la voie STAT3 utérine (116). Selon les ligands et 

les types de cellules, STAT3 exerce une variété de fonctions : par exemple, la 

prolifération/différenciation cellulaire et l'amplification/suppression des réponses 

inflammatoires (115). 

 

L'épithélium utérin et le stroma sont deux composants principaux de l'endomètre, et 

leurs interactions sont impliquées dans le processus d'acquisition de la réceptivité (117). 

L'épithélium utérin et le stroma ont des fonctions indépendantes et mutuelles pour soutenir 

la réceptivité utérine et l'implantation embryonnaire (118,119). Bien que la littérature 

précédente ait démontré l'importance de STAT3 dans l'implantation d'embryons (120), le 
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rôle de STAT3 lors de stress métabolique, notamment lors de stress glucidique, n’est pas 

encore élucidé (94). 

 

 STAT1 dans l’endomètre et la fonction reproductive 

Le facteur de transcription STAT1 est impliqué dans la transduction de signaux issus 

de cytokines de type I (favorisant le développement d'une forte réponse immunitaire 

cellulaire) et de type II (favorisant une forte réponse immunitaire humorale) (121), 

notamment l'IFNγ (122). Bien que le STAT1 soit généralement associé à des rôles dans la 

réponse immunitaire et la défense antivirale (123), il peut également jouer un rôle dans 

l'endomètre et la fonction reproductive (124). 

 

L'IFNγ est une cytokine importante impliquée dans la réponse immunitaire, 

notamment la réponse inflammatoire (125). Dans le contexte de l'endomètre et de la 

fonction reproductive, l'IFNγ peut exercer divers effets qui influencent la physiologie de 

cet organe et la régulation de la reproduction. Il peut notamment avoir un effet sur : 

- La réponse immunitaire dans l'endomètre : l'IFNγ est produit par diverses 

cellules immunitaires, y compris les lymphocytes T et les cellules Natural Killer 

(NK). Il peut jouer un rôle dans la modulation de la réponse immunitaire de 

l'endomètre, influençant ainsi la défense contre les infections et participant à la 

surveillance immunitaire (126). 

- La régulation du cycle menstruel : l'expression d'IFNγ dans l'endomètre peut 

varier au cours du cycle menstruel. Des niveaux accrus d'IFNγ peuvent être 

observés dans la phase lutéale, ce qui suggère un rôle potentiel dans la 

préparation de l'endomètre pour une éventuelle implantation (127). 

- La reproduction : l'IFNγ peut avoir des effets sur la fonction des cellules de 

l'endomètre, y compris les cellules stromales et épithéliales. Il a été suggéré que 

l'IFNγ peut influencer la différenciation des cellules de l'endomètre et jouer un 

rôle dans la régulation de l'implantation embryonnaire (128). 
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- Les troubles de la reproduction : des déséquilibres dans l'expression ou l'action 

de l'IFNγ ont été associés à certains troubles de la reproduction, tels que 

l'infertilité ou les complications de la grossesse (128). 

 

Plusieurs études ont suggéré que le STAT1 peut être régulé dans l'endomètre en 

réponse à des signaux hormonaux et cytokiniques (129). Son expression peut varier tout 

au long du cycle menstruel et pendant la grossesse (130). Le STAT1 peut influencer la 

réponse immunitaire de l'endomètre et participer à la modulation de la réponse 

inflammatoire (131). 

 

En ce qui concerne la fonction reproductive, le STAT1 peut jouer un rôle dans la 

régulation de la prolifération cellulaire, de la différenciation et de l'apoptose dans 

l'endomètre (124). Il peut également interagir avec d'autres facteurs de transcription et 

protéines impliqués dans la régulation des processus reproductifs (132). 

 

1.2 Le métabolisme énergétique dans l’endomètre et la fonction reproductive 

1.2.1 Le métabolisme énergétique des cellules : fondements 

Le métabolisme des cellules est un processus complexe qui englobe toutes les 

réactions chimiques qui se produisent à l'intérieur d'une cellule pour maintenir la vie et 

soutenir ses fonctions. Il comprend la transformation des nutriments en énergie, la 

synthèse de molécules essentielles, la régulation des voies métaboliques et l'élimination 

des déchets (133). 

 

Une des principales fonctions du métabolisme cellulaire est la production d'énergie. 

Les cellules utilisent des nutriments tels que les glucides, les lipides et les protéines 

comme sources d'énergie. Ces nutriments sont dégradés par des réactions chimiques pour 

libérer de l'énergie sous forme d'adénosine triphosphate (ATP), qui est la principale 

molécule utilisée par la cellule pour effectuer ses fonctions (133). 
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Le métabolisme cellulaire comprend également la synthèse de molécules 

essentielles à la croissance et au fonctionnement de la cellule. Par exemple, les cellules 

utilisent des précurseurs métaboliques pour synthétiser des protéines, des acides 

nucléiques, des lipides et d'autres molécules nécessaires à leur survie. Ces processus de 

synthèse sont régulés de manière précise pour maintenir l'équilibre et la fonctionnalité de 

la cellule (134). 

 

La régulation des voies métaboliques est un aspect clé du métabolisme cellulaire. 

Les cellules doivent s'adapter aux changements de l'environnement et aux besoins 

métaboliques en régulant l'activité des enzymes et des voies métaboliques. Cette 

régulation peut se faire par des mécanismes tels que l'allostérie, la phosphorylation et la 

déphosphorylation des enzymes, ainsi que par des signaux cellulaires et hormonaux (135). 

 

Enfin, le métabolisme cellulaire comprend également l'élimination des déchets 

produits par les réactions métaboliques. Les cellules doivent éliminer les produits 

métaboliques indésirables et toxiques pour maintenir leur fonctionnement optimal. Cela 

peut se faire par des processus tels que l'excrétion, la dégradation et le recyclage des 

déchets cellulaires (136). 

 

1.2.2 Le métabolisme énergétique des cellules endométriales 

Le métabolisme des cellules endométriales épithéliales et stromales est un processus 

complexe qui sous-tend de nombreuses fonctions biologiques essentielles au bon 

fonctionnement de l'endomètre, en particulier dans le contexte du cycle menstruel et de la 

reproduction. Ces cellules doivent être dynamiques et réactives pour répondre aux besoins 

changeants de l'organisme tout au long du cycle menstruel et lors de grossesse (137). 

 

Les CEE nécessitent une quantité importante d'énergie pour maintenir leurs 

fonctions cellulaires essentielles, telles que la synthèse de protéines, la signalisation 

cellulaire et la régulation du cycle cellulaire. Elles dépendent principalement du 
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métabolisme énergétique aérobie, qui se produit dans les mitochondries, pour la 

production d'ATP (138). 

 

Les glucides constituent une source importante de carburant pour les CEE. Elles 

peuvent métaboliser le glucose par glycolyse pour générer de l'énergie, ou bien par la voie 

des pentoses phosphates pour produire des précurseurs de la biosynthèse des nucléotides 

et des acides gras, nécessaires à la prolifération cellulaire et à la synthèse des composants 

cellulaires (139). 

 

Les acides aminés sont essentiels à la synthèse des protéines, des enzymes et des 

petites molécules, incluant les hormones dérivées des amines bioactives. Les CEE peuvent 

métaboliser les acides aminés pour la synthèse des protéines structurales, des enzymes 

impliquées dans la signalisation cellulaire et la régulation du cycle cellulaire, ainsi que 

pour la production de métabolites intermédiaires nécessaires à d'autres voies 

métaboliques (140). 

 

Les lipides sont importants pour la structure cellulaire, la signalisation et le stockage 

d'énergie. Les CEE peuvent métaboliser les lipides en utilisant des voies telles que la bêta-

oxydation pour la production d'ATP, la synthèse de membranes cellulaires et la production 

de médiateurs lipidiques impliqués dans la régulation de divers processus cellulaires, y 

compris l'inflammation et la signalisation hormonale (141). 

 

Les hormones telles que les œstrogènes et la progestérone exercent une influence 

significative sur le métabolisme des cellules endométriales épithéliales et stromales, 

régulant ainsi leur prolifération, leur différenciation et d'autres fonctions cellulaires. Ces 

hormones modulent les voies métaboliques spécifiques pour répondre aux besoins du 

cycle menstruel et de la grossesse (142). 

 

La compréhension approfondie du métabolisme des cellules endométriales 

épithéliales et stromales est cruciale pour élucider les mécanismes sous-jacents à la 

régulation du cycle menstruel, à l'implantation embryonnaire et à d'autres processus 
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biologiques essentiels à la reproduction humaine. Des recherches continues sont 

nécessaires pour explorer davantage ces mécanismes et leur implication dans la 

physiologie et la pathologie de l'endomètre. 

 

 Le métabolisme du glucose dans les cellules endométriales 

Le glucose est un substrat métabolique essentiel pour la plupart des cellules. Parce 

que les molécules de glucose sont polaires, elles ont besoin de protéines de transport 

spéciales pour traverser les membranes biologiques. Le transport du glucose à travers les 

membranes cellulaires se fait par diffusion facilitée et est catalysé par les transporteurs de 

glucose appartenant à l'une des superfamilles de transporteurs de glucose (GLUT), qui 

sont des protéines membranaires que l'on trouve dans la plupart des cellules de 

mammifères (143). La famille GLUT comprend huit isoformes, GLUT1-GLUT8, 

caractérisés par la présence de 12 hélices transmembranaires et de plusieurs motifs de 

séquences conservés (144). Ainsi, contrairement aux protéines de transport actives qui 

nécessitent l'ATP pour fonctionner et sont limitées par un faible rapport ATP/ADP, les 

protéines de transport à diffusion facilitées peuvent fonctionner sans consommer 

d'énergie. Les différentes isoformes des transporteurs de glucose jouent des rôles distincts 

dans le métabolisme du glucose, tel que défini par les modèles d'expression tissulaire, la 

spécificité du substrat, la cinétique de transport et l'expression différentielle dans diverses 

situations physiologiques (145). De plus, il a été rapporté que les cellules endométriales 

épithéliales expriment GLUT1, GLUT3, GLUT8, GLUT9, GLUT10 et 

GLUT12 (143,146). 

 

Une fois le glucose à l’intérieur de la cellule, il va rapidement être utilisé pour 

générer du glucose-6-phosphate (G6P). Après une série de réactions catalytiques, la 

plupart des G6P sont convertis en phosphoénolpyruvate (PEP), qui est le substrat du 

pyruvate kinase musculaire 2 (PKM2) tétramérique. PKM2, plutôt que PKM1, possède 

une propriété ajustable en formant une pyruvate kinase dimérique, ce qui affaiblit son 

activité catalytique et provoque l'accumulation de métabolites en amont (147). Par 

exemple, lorsque la PKM2 dimérique est prédominante, la synthèse des nucléotides est 
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améliorée, car davantage de G6P est disponible pour la voie des phosphates 

pentoses (148), qui est directement contrôlée par la G6P déshydrogénase (G6PDH) (149). 

Les cellules oxydatives s'appuient principalement sur la phosphorylation oxydative pour 

acquérir de l'énergie, de sorte que le pyruvate est destiné à entrer dans la mitochondrie où 

l'oxygène est consommé. Le pyruvate est oxydé par le pyruvate déshydrogénase (PDH) 

pour former de l'acétyl-CoA, qui est ensuite impliqué dans le cycle de l'acide 

tricarboxylique (cycle de Krebs). Cependant, les cellules glycolytiques activent le 

pyruvate déshydrogénase kinase (PDK), qui phosphoryle la sous-unité E1 de la PDH 

(PDHE1) pour compromettre l'activité catalytique de la PDH (150). Ainsi, l'oxydation du 

pyruvate est atténuée, et la plupart du pyruvate se transforme en lactate par le lactate 

déshydrogénase A (LDHA). En outre, le monocarboxylate transporteur 4 (MCT4) est 

également induit pour exporter le lactate (151). Un niveau élevé de lactate dans le milieu 

extracellulaire conduit à la prolifération des cellules endométriales indifférenciées. La 

Figure 1.6 illustre la voie de l’influx de glucose dans la glycolyse. 

 

La perte précoce de la grossesse est souvent due à des anomalies chromosomiques 

fœtales, à une sécrétion/action hormonale maternelle irrégulière ou à un soutien 

nutritionnel inapproprié de l'endomètre utérin ou des embryons (152). La plupart des 

pertes de grossesse chez la femme surviennent avant ou pendant l'implantation 

d'embryons, lorsqu'il y a une forte demande de glucose. Le glucose, une source majeure 

d'énergie métabolique, est crucial pour la décidualisation de l'endomètre et le 

développement embryonnaire (153). Des concentrations élevées de glucose peuvent être 

toxiques pour les embryons, ce qui suggère qu'il existe un besoin optimal en glucose pour 

la préimplantation et la survie des embryons (154). De plus, l'implantation embryonnaire 

est un processus synchronisé entre un blastocyste activé et un endomètre réceptif 

nécessitant une concentration de glucose maintenue dans une plage étroite pour optimiser 

la décidualisation de l'endomètre et le développement de l'embryon. Sinon, des niveaux 

de glucose trop élevés (hyperglucose) ou trop bas (hypoglucose) pourraient gravement 

nuire à son développement (152). 
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Figure 1.6 Voies schématiques sur l'afflux de glucose en glycolyse. 
PEP : phosphoénolpyruvate, AcCoA : Acétyl-Coenzyme A, Cycle TCA : cycle de Krebs. La 
figure est tirée de Zuo R.J. et al., 2015. (155) 
 

1.3 Problématique, hypothèse et objectifs 

1.3.1 Problématique de la recherche 

Bien que des études antérieures aient mis en évidence l'implication de la protéine 

STAT3 dans la promotion du catabolisme glucidique, la compréhension complète du rôle 

spécifique de l'oncostatine M (OSM) dans la modulation du métabolisme des cellules 

endométriales stromales et déciduales, notamment lors de stress glucidique, soit une 

hyperglycémie ou une hypoglycémie, demeure encore lacunaire. Étant donné l'importance 

cruciale de l'endomètre dans la physiologie reproductive féminine, une investigation 

approfondie du mécanisme précis par lequel l'OSM influence la reprogrammation 

métabolique de ces cellules lors de stress glucidique revêt une pertinence significative 
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pour une gamme de domaines, allant de la santé reproductive à la compréhension 

fondamentale des processus cellulaires régulateurs. 

 

La résolution de cette problématique pourrait potentiellement éclairer des 

perspectives thérapeutiques novatrices pour des conditions liées à la santé reproductive 

féminine, telles que l'endométriose et les complications liées à la grossesse, en fournissant 

des informations clés sur la manière dont l'OSM peut être ciblée pour réguler efficacement 

le métabolisme des cellules endométriales stromales. Une telle exploration approfondie 

pourrait également ouvrir de nouvelles voies de recherche dans le domaine de la biologie 

de l'endomètre et contribuer à la compréhension plus large des mécanismes cellulaires 

impliqués dans la régulation métabolique et hormonale au sein de l'utérus. 

 

1.3.2 Hypothèse 

Il est postulé que dans les cellules endométriales stromales, l'OSM pourrait 

intervenir, potentiellement via l'activation de la protéine STAT3, dans le maintien de 

l'activité glycolytique et de l'homéostasie énergétique, particulièrement lorsque ces 

cellules sont soumises à des conditions de stress métabolique. La compréhension 

approfondie des mécanismes moléculaires sous-jacents à cette hypothèse pourrait offrir 

des perspectives novatrices sur les mécanismes de réponse adaptative des cellules 

endométriales stromales aux perturbations métaboliques, jetant ainsi une lumière nouvelle 

sur la façon dont l'OSM et STAT3 interagissent pour maintenir l'équilibre énergétique 

dans ces cellules cruciales du microenvironnement endométrial. 

 

L'exploration de cette hypothèse revêt une importance particulière dans la mesure 

où elle pourrait apporter des éclaircissements significatifs sur la manière dont les 

mécanismes de régulation métabolique des cellules endométriales stromales pourraient 

être ciblés dans le cadre de thérapies potentielles visant à atténuer les déséquilibres 

métaboliques associés à des troubles endométriales courants, tels que l'endométriose et 

d'autres pathologies liées à la reproduction féminine. De plus, une telle exploration 

pourrait potentiellement ouvrir de nouvelles perspectives dans la compréhension des 
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mécanismes adaptatifs cellulaires dans d'autres contextes physiologiques et 

pathologiques, en dehors du microenvironnement endométrial. 

 

1.3.3 Objectifs  

L'objectif général de cette étude est d'explorer l'interrelation fonctionnelle entre les 

cytokines à la fois gestationnelles et inflammatoires, telles que l’OSM, le TGF-β1 et 

l’IFNγ, avec les métabolismes glucidique et énergétique des cellules endométriales 

stromales humaines immortalisées HIESC. 

 

Les objectifs spécifiques de cette étude sont les suivants : 

1. Déterminer la capacité des cytokines OSM, TGF-β1 et IFNγ à activer leur voie 

canonique respective dans les cellules endométriales stromales en conditions 

normales de concentration en glucose. 

2. Déterminer si l'activation des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-

β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 dépend de la concentration de glucose au sein des 

cellules HIESC. 

3. Comparer l’effet des conditions normo-glucidique, de privation en glucose et 

hyper-glucidique sur l’activité métabolique, la production de lactate et la 

viabilité dans les cellules HIESC. 

4. Évaluer l'effet de conditions de privation totale ou partielle en glucose sur 

l'activation des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et 

IFNγ/STAT1. 

5. Étudier l’influence de l'activation de la voie OSM/STAT3 sur le métabolisme 

énergétique dans le contexte d'une privation totale ou partielle de glucose au sein 

des cellules HIESC. 
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1.4 Modèle expérimental 

Le modèle cellulaire utilisé dans cette étude est dérivé d'une lignée de cellules 

HIESC. Elles ont été immortalisées grâce à l'expression de l'antigène T large du virus 

SV40. Ces cellules, conservées dans le laboratoire du Dr Michel A. Fortier du Centre de 

recherche du Centre hospitalier de l'Université Laval (CHUL), ont été rigoureusement 

caractérisées pour leur stabilité génétique, leur homogénéité phénotypique et leur fidélité 

à reproduire les caractéristiques clés des cellules endométriales stromales primaires in 

vivo. 

 

Le choix de ce modèle cellulaire repose sur sa pertinence biologique et sa 

représentativité significative des processus métaboliques et des voies de signalisation 

associées à l'endomètre humain. De plus, la lignée HIESC a fait l'objet d'études 

approfondies dans le domaine de la recherche endométriale (156,157), et son utilisation 

dans cette étude vise à assurer une continuité significative avec les connaissances 

antérieures tout en permettant une exploration approfondie des effets spécifiques de la 

voie OSM/STAT3 sur le métabolisme énergétique au sein de ces cellules. 

 



 

 

CHAPITRE II 

APPROCHES EXPÉRIMENTALES ET MÉTHODOLOGIQUES 

2.1 Cellules et réactifs 

La lignée cellulaire endométrial stromal humaine immortalisée (HIESC) provient 

du laboratoire de Dr. Michel A. Fortier, chercheur au Centre de recherche du Centre 

Hospitalier de l'Université Laval (CHUL, Québec, QC, Canada). Les milieux de culture 

et les réactifs utilisés pour la culture cellulaire proviennent de Wisent Bioproducts (Saint-

Bruno, QC, Canada). Cela comprend le milieu de culture RPMI-1640 (Roswell Park 

Memorial Institute medium de type 1640, #350-000-CL), le sérum fœtal bovin (FBS, 

#090-110), le pyruvate de sodium (#600-110-EL), la trypsine (#325-042-CL), le glucose 

(#609-036-EL), et les solutions de Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, #311-512-CL), 

de gentamicine sulfate à 50 mg/mL (#450-135-XL), de Phosphate-Buffered Saline (PBS, 

#311-010-CL), et de HEPES à 1 M (N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic 

acid, #330-050-EL). Les cytokines utilisées pour la signalisation cellulaire : LIF (#300-

05, 19.7 kDa), OSM (#300-10, 25.7 kDa), TGF-β1 (#100-21, 25 kDa) et IFNγ (#300-02, 

16.8 kDa) proviennent de PeproTech (Cranbury, NJ, États-Unis). Les anticorps primaires 

ciblant spécifiquement phospho-STAT1 (p-STAT1, Tyr701, #9167, 84-91 kDa), STAT1 

total (t-STAT1, #9172, 84-91 kDa), phospho-STAT3 (p-STAT3, Tyr705, #9145, 79-86 

kDa), STAT3 total (t-STAT3, #4904, 79-86 kDa), phospho-SMAD2 (p-SMAD2, 

Ser465/467, #18338, 60 kDa) et SMAD2 total (t-SMAD2, #5339, 60 kDa) ont été obtenus 

de Cell Signaling Technology (Danvers, MA, États-Unis). Les anticorps primaire p-

STAT3 et t-STAT3 ont été utilisés à une dilution de 1 :2 000, tandis que les anticorps 

primaires p-STAT1, t-STAT1, p-SMAD2 et t-SMAD2 à une dilution de 1 :1 000. 

L’anticorps secondaire (anti-Rabbit IgG, #6515), conjugués à la peroxydase de raifort 

(HRP), a été fourni par BioRad (Mississauga, ON, Canada). Cet anticorps secondaire, 

utilisé à une dilution de 1 :4 000, est d'origine caprine et cible spécifiquement les IgG de 

lapin. Pour les lyses cellulaires, le tampon RIPA (#89900), enrichi en inhibiteurs de 
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protéases a été utilisé. Ce dernier ainsi que la solution de chimiluminescence (SuperSignal 

West Femto, #34095) utilisée pour détecter le signal émis par la HRP provient de Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, MA, États-Unis). La solution de bleu de trypan 0,4 % 

(#15250061) provient de Gibco (Grand Island, NY, États-Unis). Le composé MTT 

(#475989) provient de Sigma Chemical Company (Oakville, ON, Canada). Le kit de 

dosage de l’ATP (#700410) provient de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, États-Unis) 

et celui du lactate (#J5021) de Promega Corporation (Madison, WI, États-Unis). 

 

2.2 Culture cellulaire 

Les cellules HIESC ont été entretenues dans le milieu de culture RPMI-1640 enrichi 

avec du FBS à une concentration de 10 %, 50 µg/mL de gentamicine, 1 mM de pyruvate 

de sodium et 10 mM de HEPES. Les cellules ont été incubées dans un milieu humide à 

37°C avec 5 % de CO2. Lors de chaque passage, les cellules étaient lavées avec du HBSS, 

puis décollées avec la trypsine. Les passages cellulaires ont été réalisés lorsqu'une 

confluence de 70 à 80 % était atteinte, suivis d'une dilution à un rapport de 1 pour 2 (5:10). 

Les cellules ainsi diluées ont été conservées pendant un maximum de 10 passages, après 

quoi, elles étaient remplacées par d’autres cellules, à plus bas passage, conservées dans de 

l’azote liquide. 

 

2.3 Cinétique des différentes voies de signalisation dans les cellules HIESC en 
conditions normo-glucidiques 

Les cellules ont été mises en culture dans des plaques de 24-puits (75 000 

cellules/puits). Après 24 heures d’incubation, elles ont été sevrées durant 3 heures dans 

un milieu de culture dépourvu de FBS, permettant ainsi d'éliminer l'impact du FBS sur 

l'activation des différentes voies de signalisation au sein des cellules. Par la suite, les 

cellules ont été traitées avec différentes cytokines cibles, notamment LIF, OSM, TGF-β1 

à une concentration de 25 ng/mL et IFNγ à une concentration de 10 ng/mL, et cela pendant 

différentes périodes (5, 15, 30, 45, 60, 90 minutes). À la fin des traitements avec les 

cytokines à l’étude, les cellules ont été directement collectées dans 200 µL de tampon de 
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lyse préchauffé contenant 1 % de SDS (v/v), ainsi que des inhibiteurs de protéases et de 

phosphatases. L'utilisation du tampon de lyse préchauffé accélère le processus de lyse 

cellulaire, permettant ainsi de respecter les intervalles de temps spécifiques pour évaluer 

la signalisation. En outre, ce tampon de lyse contient du bleu de bromophénol pour 

faciliter la visualisation des échantillons lors de la migration, dispensant ainsi la nécessité 

d'une dosette préalable des échantillons avant leur application sur le gel. Il est à noter que 

pour toutes les expérimentations présentées dans ce mémoire, la concentration des 

diverses cytokines utilisées a été choisie après plusieurs tests de type dose-réponse 

réalisées au préalable au laboratoire du Dr. Reyes-Moreno. Ces tests par Western Blot ont 

permis de mesurer le niveau de phosphorylation des principales cibles en aval de chaque 

cytokine. Pour OSM par exemple, c’est la phosphorylation de STAT3 qui a été 

déterminée, avec une réponse optimale entre 5 et 30 minutes de stimulation avec 25 ng/mL 

de cytokine (95). 

 

2.4 Impact de la concentration de glucose sur l'activation des différentes voies de 
signalisation dans les cellules HIESC 

Pour évaluer l’impact du glucose sur l’activation de différentes voies de 

signalisation dans les cellules HIESC par les cytokines cibles, les cellules ont été 

prétraitées avec différentes concentrations de glucose, créant ainsi des conditions normo-

glucidique, de privation en glucose ou hyper-glucidique. Pour ce faire, les cellules ont 

d’abord été mises en culture dans des plaques de 24-puits (75 000 cellules/puits). À la fin 

de l’incubation de 24 heures, les cellules ont été sevrées durant 3 heures dans un milieu 

de culture dépourvu de glucose et de FBS, permettant ainsi d'éliminer l'impact du FBS sur 

l'activation des différentes voies de signalisation au sein des cellules. Et l’absence de 

glucose visait à ramener le catabolisme du glucose à un même niveau au sein de toutes les 

cellules HIESC. Les cellules ont ensuite été prétraitées dans un milieu de culture contenant 

2,5 % de FBS avec des concentrations de 5 mM (condition normo-glucidique), 0 mM 

(condition de privation) et 25 mM de glucose (condition hyper-glucidique) et cela pendant 

48 heures. Une fois le prétraitement terminé, les cellules ont été traitées avec différentes 

cytokines cibles, notamment LIF, OSM, TGF-β1 à une concentration de 25 ng/mL et IFNγ 
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à une concentration de 10 ng/mL, et cela pendant 15 et 30 minutes. À la fin des traitements 

avec les cytokines à l’étude, les cellules ont été directement collectées dans 200 µL de 

tampon de lyse préchauffé contenant 1 % de SDS (v/v), ainsi que des inhibiteurs de 

protéases et de phosphatases. 

 

2.5 Essai de l’activité métabolique des cellules HIESC dans les conditions normo-
glucidiques, de privation en glucose et hyper-glucidique (MTT assay) 

L’activité métabolique a été évaluée via la réduction du réactif MTT (bromure de 3-

(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl-2H-tétrazolium). La réduction intracellulaire du 

MTT est médiée par les enzymes oxydoréductases et déshydrogénases et les donneurs 

d'électrons (principalement NADPH) à différentes étapes des voies glycolytiques vers la 

chaîne de transport d'électrons mitochondriale (158). Le test MTT est un outil commun 

pour mesurer autant l'activité mitochondriale/métabolique des cellules que la 

prolifération/viabilité cellulaire et la cytotoxicité des médicaments (159,160). Pour ce 

faire, les cellules ont d’abord été mises en culture dans des plaques de 96-puits (12 500 

cellules/puits). À la fin de l’incubation de 24 heures, les cellules ont été sevrées durant 3 

heures dans un milieu de culture dépourvu de glucose et de FBS. Les cellules ont ensuite 

été prétraitées dans un milieu de culture contenant 2,5 % de FBS avec des concentrations 

de 5, 0 et 25 mM de glucose pendant 24 heures. Ensuite, le composé MTT a été ajouté à 

chaque puits, de manière à obtenir une concentration finale de 0,5 mg/mL, et la plaque a 

été incubée pendant 3 heures à 37°C. Durant l’incubation, les cellules vivantes réduisent 

le MTT en cristaux de formazan pourpre, non solubles en milieu aqueux. Après 3 heures 

d’incubation, le surnageant a été aspiré et 100 µL d’une solution de solubilisation acide à 

base d’isopropanol a été ajoutée dans chaque puits, permettant de solubiliser les cristaux 

et produire une solution homogène dont l’intensité de coloration pourpre a été quantifiée 

par colorimétrie à l’aide du spectrophotomètre Synergy HT de BioTek (Winooski, VT, 

États-Unis) en utilisant une longueur d’onde à 590 nm. Dans cet essai, la densité optique 

est proportionnelle à l’activité métabolique de l’ensemble des cellules vivantes dans 

chaque puit (161). 
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2.6 Impact des conditions normo-glucidiques, de privation en glucose et hyper-
glucidique sur la production de lactate et d’ATP par les cellules HIESC 

L’activité glycolytique des cellules HIESC a été déterminée à l’aide d’un test 

bioluminescent dans lequel le lactate déshydrogénase (LDH) utilise le lactate 

extracellulaire, issu de la glycolyse, et le NAD+ pour produire du pyruvate et du NADH. 

En présence de NADH, un substrat pro-luciférine réductase est converti par la réductase 

en luciférine, qui est ensuite utilisée dans une réaction de luciférase pour produire de la 

lumière (162). La production d’ATP par les cellules HIESC a été déterminée à l’aide d’un 

test bioluminescent dans lequel la luciférase utilise la luciférine et l’ATP pour produire de 

l’oxyluciférine et de la lumière. La lumière émise dans cette réaction est directement 

proportionnelle à la concentration d’ATP (163). Pour mesurer la production de lactate et 

d’ATP, les cellules ont d’abord été mises en culture dans des plaques de 24-puits (75 000 

cellules/puits). À la fin de l’incubation de 24 heures, les cellules ont été sevrées durant 3 

heures dans un milieu de culture dépourvu de glucose et de FBS. Les cellules ont ensuite 

été prétraitées dans un milieu de culture contenant 2,5 % de FBS avec des concentrations 

de 5, 0 et 25 mM de glucose pendant 24 heures. Pour le dosage du lactate à la fin du 

prétraitement au glucose, la solution de LDH a été préparée selon les instructions et les 

réactifs fournis par le kit de dosage provenant de Promega Corporation. Pour commencer, 

10 µL est prélevé de chaque puits et transféré dans un autre puits d’une nouvelle plaque. 

Ce volume subi une dilution de 1:50 dans du HBSS (10 µL + 490 µL HBSS). Ensuite, 50 

µL de la dilution est transféré dans un autre puits d’une plaque de 96-puits à fond sombre 

(non transparente) ainsi que 50 µL de la solution LDH. La plaque est agitée 30 secondes, 

puis est placée dans un lieu sans lumière durant environ 60 minutes à température 

ambiante. À la fin du temps d’incubation, une lecture de la plaque a été faite à l’aide du 

spectrophotomètre Synergy HT de BioTek. Comme conseillé par le fabricant, toutes les 

manipulations ont été faites dans un lieu avec peu de lumière. Les volumes utilisées ont 

respecté les instructions notées dans le guide fourni par Promega Corporation. Pour le 

dosage de l’ATP à la fin du prétraitement au glucose, un tampon de lyse et un tampon de 

détection ont été préparés selon les instructions et les réactifs fournis par le kit de dosage 

provenant de Cayman Chemical. Étant donné que les cellules adhèrent dans le fond des 

puits, le contenu des puits est prélevé. Les cellules adhérentes sont lavées une fois avec 
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du HBSS et lysées avec le tampon de lyse préparé préalablement. Par la suite, 10 µL de 

cellule lysée est prélevé et placé dans un autre puits d’une nouvelle plaque de 96-puits à 

fond sombre (non transparente) pour permettre la lecture de la plaque. Finalement, 100 

µL de tampon de détection est ajouté à chaque puits et la plaque est placée dans un lieu 

sans lumière durant environ 30 minutes à température ambiante. À la fin du temps 

d’incubation, une lecture de la plaque a été faite à l’aide de l’appareil Synergy HT de 

BioTek. Comme conseillé par le fabricant, toutes les manipulations ont été faites dans un 

lieu avec peu de lumière. Les volumes utilisés ont respecté les instructions notées dans le 

guide fourni par Cayman Chemical. 

 

2.7 Essai d’exclusion au bleu de trypan 

Pour évaluer la viabilité des cellules HIESC en fonction de la concentration de 

glucose disponible, des tests d’exclusion au bleu de Trypan ont été réalisés. Le bleu de 

trypan est un colorant soluble dans l'eau, utilisé pour le test d'exclusion de colorant pour 

la viabilité des cellules. Il permet de distinguer les cellules vivantes et non vivantes, en 

s'infiltrant dans les membranes plasmiques endommagées des cellules non vivantes, les 

faisant apparaître en bleu (164). Pour le test d’exclusion au bleu de trypan, les cellules ont 

été mises en culture dans des plaques de 24-puits (75 000 cellules/puits). À la fin de 

l’incubation de 24 heures, les cellules ont été sevrées durant 3 heures dans un milieu de 

culture dépourvu de glucose et de FBS. Les cellules ont ensuite été prétraitées dans un 

milieu de culture contenant 2,5 % de FBS avec des concentrations de 5, 0 et 25 mM de 

glucose pendant 24 heures. À la fin du prétraitement au glucose, les cellules sont lavées 

avec du HBSS et décollées du fond de la plaque avec 100 µL de trypsine. Puis, elles ont 

été transférées dans des tubes de 1 mL avec 100 µL de RPMI-1640 contenant 10 % de 

FBS. Par la suite, les tubes contenant les cellules ont été centrifugés pendant 3 minutes à 

une vitesse de 3 000 tours par minute. Ensuite, le surnageant est aspiré et les cellules sont 

diluées avec 20 µL de RPMI-1640 à 10 % de FBS et 20 µL de bleu de trypan 0,4 %. 

Finalement, un volume de 10 µL de la dilution est placé sur un hémacytomètre pour 

procéder à un comptage des cellules vivantes et mortes au microscope. Il est important de 

noter que les cellules doivent être comptées dans les 3 à 5 minutes suivant le mélange avec 
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le bleu de trypan, car des périodes d'incubation plus longues entraîneront la mort cellulaire 

et une réduction du nombre de cellules vivantes (164). 

 

2.8 Impact de conditions de privation et restreintes en glucose sur l'activation des 
différentes voies de signalisation 

Pour évaluer l’impact de faible concentration de glucose sur l’activation de 

différentes voies de signalisation dans les cellules HIESC par les cytokines cibles, les 

cellules ont été prétraitées avec différentes concentrations de glucose, créant ainsi 

différentes conditions de privation et restreintes en glucose. Pour ce faire, les cellules ont 

d’abord été mises en culture dans des plaques de 24-puits (75 000 cellules/puits). À la fin 

de l’incubation de 24 heures, les cellules ont été sevrées durant 3 heures dans un milieu 

de culture dépourvu de glucose et de FBS. Les cellules ont ensuite été prétraitées pendant 

48 heures dans un milieu de culture contenant 2,5 % de FBS et des conditions normo-

glucidiques (5 mM de glucose) et de privation totale ou partielle de glucose (1, 0.75, 0.5, 

0.25 et 0 mM de glucose). Une fois le prétraitement terminé, les cellules ont été stimulées 

pendant 30 minutes avec différentes cytokines cibles, notamment LIF, OSM et TGF-β1 à 

une concentration de 25 ng/mL et IFNγ à une concentration de 10 ng/mL. À la fin des 

traitements avec les cytokines à l’étude, les cellules ont été directement collectées dans 

200 µL de tampon de lyse préchauffé contenant 1 % de SDS (v/v), ainsi que des inhibiteurs 

de protéases et de phosphatases. 

 

2.9 Immunobuvardage de type Western 

Après avoir été récoltées à la suite des études de signalisation, les cellules ont été 

placées dans un tampon de lyse de radio-immunoprécipitation (RIPA) enrichi en 

inhibiteurs de protéases. Afin de garantir des lysats cellulaires homogènes, du β-

mercaptoéthanol à une concentration finale de 10 % (v/v) a été ajouté à chaque échantillon. 

Par la suite, les échantillons ont subi une dénaturation par la chaleur à 95 °C avant de 

procéder à l’analyse par immunobuvardage de type western. Des quantités égales de 

protéines ont été chargées sur des gels polyacrylamide à 12 %, puis soumises à une 
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électrophorèse en conditions dénaturantes. Par la suite, les protéines ont été transférées 

sur des membranes de PVDF. Les membranes ont été lavées avec une solution de PBS 1X 

+ Tween (1 % v/v), puis bloquées avec la même solution à laquelle du lait en poudre a été 

ajouté à une concentration finale de 5 % (p/v). Par la suite, les différents anticorps 

primaires ont été ajoutés individuellement, pendant 24 heures à 4°C. Ensuite, les 

membranes ont été lavées avec la solution de PBS 1X + Tween (1 % v/v), puis l'anticorps 

secondaire approprié (anti-Rabbit), associé à la solution de blocage, a été ajouté pendant 

60 minutes. La détection des protéines a été effectuée à l'aide de la réaction de 

chimiluminescence en utilisant le SuperSignal West Femto, avec l'appareil d'imagerie 

FluorChem FC2 Imager d’Alpha Innotech (San Leandro, CA, États-Unis). L'expression 

relative des protéines à l'étude a été évaluée lors des analyses densitométriques à l’aide du 

logiciel ImageJ (165). En utilisant la protéine totale comme référence, les données ont été 

présentées en calculant le rapport de la protéine d'intérêt phosphorylée sur la protéine 

totale, offrant ainsi une mesure comparative de l'activation/phosphorylation des protéines 

de signalisation (p-STAT1, p-STAT3 et p-SMAD2). 

 

2.10 Dosage du lactate et de l’ATP dans des conditions de privation et restreintes en 
glucose 

Dans cette série d’expériences, la production d’ATP par les cellules HIESC a été 

mesurée après un prétraitement en condition normo-glucidique (témoin) et à différentes 

conditions de privation et restreintes en glucose, suivi d’une activation avec la cytokine 

cible OSM. Pour ce faire, les cellules ont été mises en culture dans des plaques de 24-puits 

(75 000 cellules/puits). À la fin de l’incubation de 24 heures, les cellules ont été sevrées 

durant 3 heures dans un milieu de culture dépourvu de glucose et de FBS. Les cellules ont 

ensuite été prétraitées pendant 48 heures dans un milieu de culture contenant 2,5 % de 

FBS et des conditions normo-glucidiques (5 mM de glucose) et de privation totale ou 

partielle de glucose (1, 0.75, 0.5, 0.25 et 0 mM de glucose). À la fin du prétraitement au 

glucose, les cellules ont été activées avec l’OSM à 25 ng/mL pendant 6 heures. Une fois 

l’activation avec OSM finie, les dosages du lactate et de l’ATP ont été réalisés comme 

indiqué à la sous-section 2.6. 
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2.11 Analyses statistiques 

Les résultats exposés sont les moyennes de pas moins de trois expériences 

indépendantes, présentées avec leur écart type. Le nombre de répétitions est précisé dans 

la légende de chaque figure, le cas échéant. Toutes les analyses statistiques ont été 

effectuées à l'aide du logiciel Prism 10 de GraphPad (San Diego, CA, États-Unis). Les 

données présentant une distribution normale ont été soumises à une analyse de variance à 

un facteur (one-way ANOVA) ou à deux facteurs (two-way ANOVA), suivie d'un test de 

comparaisons multiples Tukey ou d'un test post hoc de Bonferroni, pour les valeurs 

appariées, avec un intervalle de confiance de 95 %. Les différences statistiquement 

significatives ont été considérées pour les valeurs de p < 0,05. 

 



 

 

CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 Cinétique des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et 
IFNγ/STAT1 dans les cellules HIESC en conditions normo-glucidiques 

Cette première étude vise à déterminer la cinétique de signalisation induite dans les 

cellules HIESC par l’OSM, le TGF-β1 ou l’IFNγ en mesurant les niveaux d’activation de 

STAT3, de SMAD2 et de STAT1, respectivement, en condition normo-glucidique (5 mM 

glucose). 

 

Pour évaluer l’impact de l’exposition à l’OSM sur les cellules HIESC, nous avons 

procédé à des expériences de cinétique puis à une immunodétection par 

immunobuvardage de type western, de STAT3 phosphorylée et totale. Les résultats 

présentés à la Figure 3.1A montrent que la détection du signal de la protéine STAT3 totale 

(t-STAT3) est relativement constante sur toute la membrane et pour chaque temps de 

traitement avec OSM. 

 

Nous avons procédé à une analyse quantitative et normalisé la quantité de STAT3 

phosphorylée (p-STAT3) sur la quantité totale de la protéine STAT3 (t-STAT3) pour 

chaque temps de traitement avec OSM. Nos résultats (Figure 3.1B) montrent qu’un 

traitement avec OSM (à une concentration de 25 ng/mL) augmente le niveau de base de 

STAT3 phosphorylée dans les cellules HIESC. Cette augmentation est significative dès 

les 5 premières minutes d’exposition à OSM et est encore significative après 90 minutes 

de traitement avec la cytokine. Cependant, le niveau de p-STAT3 diminue 

progressivement après 45 min de stimulation, avec un niveau d’activation de p-STAT3 

presque 6 fois plus faible à t = 90 min par rapport à t = 5 min. Nous concluons que dans 

les cellules HIESC, l’exposition à OSM augmente l’activation de la protéine de 

signalisation STAT3. 
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Figure 3.1 Niveau relatif de phosphorylation de STAT3 lors du traitement par OSM. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de STAT3 phosphorylée et de 
STAT3 totale dans les cellules HIESC stimulées avec l’OSM à 25 ng/mL pendant 5, 15, 30, 45, 
60 et 90 minutes. B : analyse densitométrique et statistique (two-way ANOVA) du western blot. 
Les résultats sont une moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 
 

Pour évaluer l’impact de l’exposition au TGF-β1 sur les cellules HIESC, nous avons 

procédé à des expériences de cinétique puis à une immunodétection par 

immunobuvardage de type western, de SMAD2 phosphorylée et totale. Les résultats 

présentés à la Figure 3.2A montrent que la détection du signal de la protéine SMAD2 

A 

B 
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totale (t-SMAD2) est relativement constante sur toute la membrane et pour chaque temps 

de traitement avec TGF-β1. 

 

Nous avons procédé à une quantification et relativisé la quantité de SMAD2 

phosphorylée sur la quantité totale de la protéine SMAD2 pour chaque temps de traitement 

avec TGF-β1. Nos résultats (Figure 3.2B) montrent qu’un traitement avec TGF-β1 (à une 

concentration de 25 ng/mL) augmente le niveau de base de SMAD2 phosphorylée dans 

les cellules HIESC. Cette augmentation n’est pas significative dans les 5 premières 

minutes d’exposition à TGF-β1 mais dès 15 minutes d’exposition, l’augmentation est 

clairement significative avec un niveau optimal d’expression de p-SMAD2 à t = 60 min. 

L’augmentation du niveau de base de SMAD2 phosphorylée est encore significative après 

90 minutes de traitement avec la cytokine mais diminué de plus de 50 % par rapport à 

t = 60 min. Nous concluons que dans les cellules HIESC, l’exposition à TGF-β1 augmente 

l’activation de la protéine de signalisation SMAD2. 

 



45 

 

Figure 3.2 Niveau relatif de phosphorylation de SMAD2 lors du traitement par TGF-
β1. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de SMAD2 phosphorylée et de 
SMAD2 totale dans les cellules HIESC stimulées avec le TGF-β1 à 25 ng/mL pendant 5, 15, 30, 
45, 60 et 90 minutes. B : analyse densitométrique et statistique (two-way ANOVA) du western 
blot. Les résultats sont une moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

Pour évaluer l’impact de l’exposition à l’IFNγ sur les cellules HIESC, nous avons 

procédé à des expériences de cinétique puis à une immunodétection par 

immunobuvardage de type western, de STAT1 phosphorylée et totale. Les résultats 

présentés à la Figure 3.3A montrent que la détection du signal de la protéine STAT1 totale 

A 
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(t-STAT1) est relativement constante sur toute la membrane et pour chaque temps de 

traitement avec IFNγ. 

 

Nous avons procédé à une quantification et relativisé la quantité de STAT1 

phosphorylée sur la quantité totale de la protéine STAT1 pour chaque temps de traitement 

avec IFNγ. Nos résultats (Figure 3.3B) montrent qu’un traitement avec IFNγ (à une 

concentration de 10 ng/mL) augmente le niveau de base de STAT1 phosphorylée dans les 

cellules HIESC. Cette augmentation est significative dès les 5 premières minutes 

d’exposition à IFNγ et est encore significative après 90 minutes de traitement avec la 

cytokine. Cette fois, les niveaux d’expression de p-STAT1 semblent demeurer stables 

même à t = 90 min. Des temps d’exposition à l’IFNγ plus longs seraient nécessaires pour 

établir à quel moment les niveaux d’activation diminuent de façon significative. Nous 

concluons que dans les cellules HIESC, l’exposition à IFNγ augmente l’activation de la 

protéine de signalisation STAT1. 

 



47 

 

Figure 3.3 Niveau relatif de phosphorylation de STAT1 lors du traitement par IFNγ. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de STAT1 phosphorylée et de 
STAT1 totale dans les cellules HIESC stimulées avec l’IFNγ à 10 ng/mL pendant 5, 15, 30, 45, 
60 et 90 minutes. B : analyse densitométrique et statistique (two-way ANOVA) du western blot. 
Les résultats sont une moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 
 

 

A 
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3.2 Impact de la concentration de glucose sur l'activation des voies de signalisation 
OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 dans les cellules HIESC 

Cette étude vise à élucider comment les conditions de privation en glucose et hyper-

glucidique (25 mM glucose) influencent spécifiquement l'activation des voies de 

signalisations OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 par rapport à des 

conditions normo-glucidiques (5 mM glucose). 

 

Pour déterminer si l’impact de l’OSM sur l’activation de STAT3 dans les cellules 

HIESC est fonction de la concentration de glucose disponible, nous avons pré-incubé les 

cellules avec des concentrations de glucose de 5 mM (modèle de concentration 

physiologique, normo-glucidique), 0 mM (condition de privation) et 25 mM (condition 

hyper-glucidique) pendant 48 h, avant de commencer le traitement avec l’OSM pendant 

15 et 30 min. Les résultats présentés à la Figure 3.4A montrent que la détection du signal 

de la protéine STAT3 totale (t-STAT3) est relativement constante sur toute la membrane 

et cela pour chaque concentration de glucose et chaque temps de traitement avec OSM. 

 

Nous avons procédé à une quantification et relativisé la quantité de STAT3 

phosphorylée sur la quantité totale de la protéine STAT3 pour chaque concentration de 

glucose et chaque temps de traitement avec OSM. Nos résultats (Figure 3.4B) montrent 

pour la première fois qu’en absence de glucose, il y a une perte du signal de STAT3 

phosphorylée que ce soit après une activation de 15 ou 30 min avec l’OSM. Autrement 

dit, il y a une perte d’activation de STAT3 par la cytokine OSM en condition de privation 

de glucose qui est significative déjà après 15 min de stimulation. En comparant les 

conditions normo-glucidique et hyper-glucidique, nos résultats montrent qu’il n’y a pas 

de différence significative dans les niveaux d’activation de STAT3 phosphorylée. Nous 

concluons que dans les cellules HIESC, en absence de glucose, la voie de signalisation 

OSM/STAT3 subie une perte de signal. 
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Figure 3.4 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la 
modulation de la phosphorylation de STAT3 par l’OSM. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de STAT3 phosphorylée et de 
STAT3 totale dans les cellules HIESC prétraitées avec des concentrations de 5, 0 et 25 mM de 
glucose pendant 48h, puis stimulées avec l’OSM à 25 ng/mL pendant 15 et 30 minutes. B : analyse 
densitométrique et statistique (two-way ANOVA) du western blot. Les résultats sont une moyenne 
+/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 
 

A 

B 



50 

Pour déterminer si l’impact du TGF-β1 sur l’activation de SMAD2 dans les cellules 

HIESC est également fonction de la concentration de glucose disponible, nous avons pré-

incubé les cellules dans des conditions normo-glucidique (5 mM), de privation en glucose 

et hyper-glucidique (25 mM) pendant 48 h, avant de commencer le traitement avec le 

TGF-β1 pendant 15 et 30 min. Les résultats présentés à la Figure 3.5A montrent que la 

détection du signal de la protéine SMAD2 totale (t-SMAD2) est relativement constante 

sur toute la membrane et cela pour chaque concentration de glucose et chaque temps de 

traitement avec TGF-β1.  

 

Nous avons procédé à une quantification et relativisé la quantité de SMAD2 

phosphorylée sur la quantité totale de la protéine SMAD2 pour chaque concentration de 

glucose et chaque temps de traitement avec TGF-β1. Nos résultats (Figure 3.5B) montrent 

qu’en condition de privation en glucose, il n’y a pas de différence significative dans le 

signal de SMAD2 induit par le TGF-β1 que ce soit après 15 ou 30 min. En condition 

hyper-glucidique, il n’y a également pas de différence significative dans le signal de 

SMAD2 induit par la TGF-β1 après 15 ou 30 min. Nous concluons que dans les cellules 

HIESC, la quasi-perte de signal observée avec OSM (Figure 3.4) ne se reproduit pas avec 

p-SMAD2 en réponse à une stimulation avec TGF-β1. 
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Figure 3.5 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la 
modulation de la phosphorylation de STAT3 par le TGF-β1. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de SMAD2 phosphorylée et de 
SMAD2 totale dans les cellules HIESC prétraitées avec des concentrations de 5, 0 et 25 mM de 
glucose pendant 48h, puis stimulées avec TGF-β1 à 25 ng/mL pendant 15 et 30 minutes. B : 
analyse densitométrique et statistique (two-way ANOVA) du western blot. Les résultats sont une 
moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

Nous avons ensuite vérifié si la capacité de l’IFNγ à activer STAT1 dans les cellules 

HIESC variait en fonction de la concentration de glucose disponible, comme celle de 
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l’OSM à activer STAT3. Les résultats présentés à la Figure 3.6A montrent que la détection 

du signal de la protéine STAT1 totale (t-STAT1) est relativement constante et cela pour 

chaque concentration de glucose et chaque temps de traitement avec IFNγ. 

 

Nous avons procédé à une quantification et relativisé la quantité de STAT1 

phosphorylée sur la quantité totale de la protéine STAT1 pour chaque concentration de 

glucose et chaque temps de traitement avec IFNγ. Tout comme pour la voie TGF-

β1/SMAD2, nos résultats (Figure 3.6B) montrent qu’en condition de privation en glucose, 

il n’y a pas de différence significative dans le signal de STAT1 induit par l’IFNγ que ce 

soit après 15 ou 30 min. En condition hyper-glucidique, il n’y a pas non plus de différence 

significative dans le signal de STAT1 induit par l’IFNγ après 15 ou 30 min. Dans 

l’ensemble, ces résultats sont assez similaires à ceux observés avec TGF-β1 (Figure 3.5). 

Nous concluons que dans les cellules HIESC, la quasi-perte de signal observée avec OSM 

(Figure 3.4) ne se reproduit pas non plus avec p-STAT1 dans la voie IFNγ/STAT1. 
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Figure 3.6 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la 
modulation de la phosphorylation de STAT3 par l’IFNγ. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de STAT1 phosphorylée et de 
STAT1 totale dans les cellules HIESC prétraitées avec des concentrations de 5, 0 et 25 mM de 
glucose pendant 48h, puis stimulées avec l’IFNγ à 10 ng/mL pendant 15 et 30 minutes. B : analyse 
densitométrique et statistique (two-way ANOVA) du western blot. Les résultats sont une moyenne 
+/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 
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L’ensemble de ces résultats démontrent que dans les cellules HIESC, la perte 

d’activation se produit particulièrement pour le signal de la protéine STAT3 phosphorylée 

induit par OSM en condition de privation en glucose alors que les voies de signalisation 

TGF-β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 ne sont pas affectées en absence de glucose. 

 

3.3 Impact des conditions normo-glucidique, de privation en glucose et hyper-
glucidique sur l’activité métabolique, la production de lactate et la viabilité des 
cellules HIESC 

Le but de cette étude est de mesurer les activités métabolique et glycolytique des 

cellules HIESC soumises pendant 48 heures à des conditions normo-glucidique (5 mM), 

de privation en glucose et hyper-glucidique (25 mM) et vérifier si les changements 

observés seraient imputés à une mortalité cellulaire. 

 

Les résultats de l’activité métabolique des cellules HIESC en fonction de la 

concentration de glucose sont présentés à la Figure 3.7. Ces résultats nous montrent 

clairement qu’en absence de glucose, l’activité métabolique des cellules HIESC diminue 

fortement. Ainsi, en absence de glucose, une diminution significative de plus de 80 % de 

l’activité métabolique est observée. En parallèle, lorsque les cellules sont en condition 

hyper-glucidique, seulement une très légère augmentation de l’activité métabolique est 

observée. Cette augmentation d’environ 3 % n’est pas significative. Nous concluons que 

dans les cellules HIESC, en absence de glucose, l’activité métabolique subie une forte 

diminution. 
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Figure 3.7 Mesure de l’impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture 
sur l’activité métabolique (MTT) des cellules HIESC. 
L’activité métabolique a été mesurée après un prétraitement de 24h avec du glucose à 5, 0 et 25 
mM. La mesure de l’activité métabolique de la condition de base (5 mM de glucose) a été placé 
sur 1.0 pour mieux visualiser les variations de l’activité métabolique des conditions sans glucose 
et hyper-glucidique lors de l’analyse statistique (one-way ANOVA). Les résultats sont une 
moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

Les résultats quant à la production de lactate par les cellules HIESC en fonction de 

la concentration de glucose sont présentés à la Figure 3.8. Le résultat sur la production de 

lactate dans les cellules HIESC suit la même tendance que l’activité métabolique. C’est-

à-dire qu’une très forte diminution est observée en absence de glucose, soit plus de 80 %. 

En ce qui concerne la condition hyper-glucidique, c’est également semblable avec une 

légère augmentation qui n’est pas significative. Nous concluons que dans les cellules 

HIESC, en absence de glucose, la production de lactate subie une forte diminution. 
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Figure 3.8 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la 
production de lactate par les cellules HIESC. 
La production de lactate a été mesurée après un prétraitement de 24h avec du glucose à 5, 0 et 25 
mM. La mesure de l’activité métabolique de la condition de base (5 mM de glucose) a été placé 
sur 1.0 pour mieux visualiser les variations de l’activité métabolique des conditions sans glucose 
et hyper-glucidique lors de l’analyse statistique (one-way ANOVA). Les résultats sont une 
moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

En complément, afin de vérifier si les changements observés au niveau des activités 

métabolique et glycolytique seraient imputés à une mortalité cellulaire, nous avons évalué 

la viabilité des cellules HIESC (par le test d’exclusion du bleu de Trypan) en fonction de 

la concentration de glucose disponible. Les résultats sont présentés à la Figure 3.9. 

Premièrement, en condition normo-glucidique, le décompte cellulaire par champ a été 

évalué à environ 104 cellules vivantes et environ 5 cellules mortes, ce qui correspond à 

un taux de viabilité de 95 %. En condition de privation en glucose, bien que le nombre des 

cellules vivantes diminue d’environ 10 % par rapport à la condition normo-glucidique, le 

taux de viabilité reste similaire et a été évalué à 94 %. En condition hyper-glucidique, bien 

qu’il y ait moins de cellules mortes, il n’y a pas de différence significative dans le nombre 

de cellules vivantes en comparaison avec la condition normo-glucidique. Nous concluons 

que dans les cellules HIESC, en absence de glucose, il n’y a pas d’augmentation de la 

mortalité cellulaire. 
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Figure 3.9 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la 
viabilité (mesurée par le test au bleu de trypan) des cellules HIESC. 
Le test de viabilité a été faite après un prétraitement de 24h avec du glucose à 5, 0 et 25 mM. Pour 
chaque condition, les cellules vivantes et mortes dans chaque puits ont été compté au microscope 
et une moyenne est faite, suivi de l’analyse statistique (two-way ANOVA). Les résultats sont une 
moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

Avec ces derniers résultats, nous pouvons avancer avec certitude qu’il n’y a pas de 

différence significative entre les conditions normo-glucidique et hyper-glucidique dans 

les activités métabolique et glycolytique des cellules HIESC. C’est pour cette raison que 

nous avons décidé de nous concentrer davantage sur les conditions de privation en glucose 

et hypo-glucidique et d’analyser les effets du glucose à des concentrations variant entre 0 

et 5 mM. 

 

3.4 Impact de conditions de privation totale ou partielle en glucose sur l'activation 
des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 

L’objectif de cette étude est de vérifier si, par rapport à une condition normo-

glucidique (5 mM glucose), les conditions de culture en absence (0 mM glucose) ou en 
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présence des faibles concentrations de glucose (0.25, 0.5, 0.75 et 1 mM glucose) ont un 

impact sur l’activation des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et 

IFNγ/STAT1 dans les cellules HIESC. 

 

Nous avons commencé par effectuer une analyse sur la capacité de l’OSM à induire 

la phosphorylation de STAT3. Pour ce faire, nous avons réalisé une dose-réponse de la 

concentration disponible de glucose à laquelle les cellules étaient exposées pendant 48 

heures avant leur traitement avec l’OSM. Les résultats présentés à la Figure 3.10A 

montrent que la détection du signal de la protéine STAT3 totale est relativement constante 

sur toute la membrane et cela pour chaque concentration de glucose traitée avec OSM. 

 

Nous avons procédé à une quantification et relativisé la quantité de STAT3 

phosphorylée sur la quantité totale de la protéine STAT3 pour chaque concentration de 

glucose traitée avec OSM. Nos résultats (Figure 3.10B) confirment, une fois de plus, 

l’absence de signal de p-STAT3 en absence de glucose. Mais cette fois, nous observons 

clairement que plus la concentration de glucose augmente, plus l’intensité du signal de 

STAT3 phosphorylée augmente. Autrement dit, l’intensité du signal de STAT3 

phosphorylée subi une augmentation significative proportionnellement à la concentration 

de glucose. Nous avons comparé chaque concentration de glucose avec la concentration 

de base normo-glucidique (5 mM de glucose). Les résultats montrent que pour les 

concentrations de 0.75 et 1 mM de glucose, il n’y a pas de différence significative dans 

l’activation de STAT3 (p-STAT3). Alors que pour les concentrations de 0.5, 0.25 et 0 mM 

de glucose, nous observons une différence significative en comparant avec la condition 

normo-glucidique. Nous concluons que dans les cellules HIESC, à des faibles 

concentrations de glucose, l’activation de la voie OSM/STAT3 est réduite de façon 

proportionnelle à la concentration de glucose dans le milieu. 
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Figure 3.10 Activation de la voie OSM/STAT3 en condition d’hypoglucose. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de STAT3 phosphorylée et de 
STAT3 totale dans les cellules HIESC prétraitées avec des concentrations de 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1 
et 5 mM de glucose pendant 48h, puis stimulées avec l’OSM à 25 ng/mL pendant 30 minutes. B : 
analyse densitométrique et statistique (one-way ANOVA) du western blot. Les résultats sont une 
moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

Nous avons ensuite déterminé si cette diminution progressive de la capacité de 

l’OSM à activer STAT3 avec une baisse de la concentration de glucose se reproduisait 

dans d’autres voies de signalisation, comme les voies TGF-β1/SMAD2 (Figure 3.11) ou 
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encore IFNγ/STAT1 (Figure 3.12). Les résultats présentés à la Figure 3.11A montrent que 

la détection du signal de la protéine SMAD2 totale est relativement constante sur toute la 

membrane et cela pour chaque concentration de glucose traitée avec TGF-β1.  

 

Nous avons procédé à une quantification et relativisé la quantité de SMAD2 

phosphorylée sur la quantité totale de la protéine SMAD2 pour chaque concentration de 

glucose traitée avec TGF-β1. Nos résultats (Figure 3.11B) montrent clairement qu’il n’y 

a pas de variation significative du signal de SMAD2 phosphorylée (p-SMAD2), et cela 

peu importe la concentration de glucose. Nous avons comparé chaque concentration de 

glucose avec la concentration de base (5 mM de glucose). Les données montrent que, pour 

chaque concentration de glucose, il n’y a pas de différence significative dans le signal de 

p-SMAD2. Nous concluons que dans les cellules HIESC, l’activation de la voie TGF-

β1/SMAD2 n’est pas liée à la quantité de glucose disponible dans le milieu. 
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Figure 3.11 Activation de la voie TGF-β1/SMAD2 en condition d’hypoglucose. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de SMAD2 phosphorylée et de 
SMAD2 totale dans les cellules HIESC prétraitées avec des concentrations de 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1 
et 5 mM de glucose pendant 48h, puis stimulées avec TGF-β1 à 25 ng/mL pendant 30 minutes. 
B : analyse densitométrique et statistique (one-way ANOVA) du western blot. Les résultats sont 
une moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

Les résultats présentés à la Figure 3.12A montrent que la détection du signal de la 

protéine STAT1 totale est relativement constante sur toute la membrane et cela pour 

chaque concentration de glucose traitée avec IFNγ. 
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Nous avons procédé à une quantification et relativisé la quantité de STAT1 

phosphorylée sur la quantité totale de la protéine STAT1 pour chaque concentration de 

glucose traitée avec IFNγ. Tout comme pour la voie TGF-β1/SMAD2, les résultats 

(Figure 3.12B) montrent qu’il n’y a pas de diminution du signal de STAT1 phosphorylée 

proportionnellement à la concentration de glucose. Nous avons comparé chaque 

concentration de glucose avec la concentration de base (5 mM de glucose). Selon les 

résultats obtenus pour chaque concentration de glucose, il n’y a pas de différence 

significative dans le signal de p-STAT1. Dans l’ensemble, ces résultats sont assez 

similaires à celui avec TGF-β1 (Figure 3.11). Nous concluons que dans les cellules 

HIESC, l’activation de la voie IFNγ/STAT1 n’est pas liée à la quantité de glucose 

disponible dans le milieu. 
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Figure 3.12 Activation de la voie IFNγ/STAT1 en condition d’hypoglucose. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de STAT1 phosphorylée et de 
STAT1 totale dans les cellules HIESC prétraitées avec des concentrations de 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1 
et 5 mM de glucose pendant 48h, puis stimulées avec IFNγ à 10 ng/mL pendant 30 minutes. B : 
analyse densitométrique et statistique (one-way ANOVA) du western blot. Les résultats sont une 
moyenne +/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 
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3.5 Étudier l’influence de l'activation de la voie OSM/STAT3 sur le métabolisme 
énergétique dans le contexte d'une privation totale ou partielle de glucose au 
sein des cellules HIESC 

Cette série d’expériences vise à vérifier si l’activation de la voie de signalisation 

OSM/STAT3 participe à la régulation de la production d'ATP et à la préservation de la 

glycolyse dans des conditions de privation et restreintes en glucose (0.25, 0.5, 0.75 et 1 

mM glucose) par rapport à une condition normo-glucidique (5 mM glucose). Les quantités 

d’ATP et de lactate ont été mesurées après une stimulation en absence (témoin) ou en 

présence d’OSM pendant 6 h. Les résultats correspondants à la production d’ATP sont 

présentés à la Figure 3.13 et ceux relatifs à la production de lactate sont présentés à la 

Figure 3.14. 

 

La Figure 3.13 montre que plus la concentration de glucose diminue de 5 à 0 mM, 

plus la production d’ATP diminue. Dans les conditions sans stimulation avec de l’OSM 

pendant 6 heures, les quantités d’ATP par condition à 5 et 1 mM de glucose ont été 

évaluées à 16 et 12 µM, respectivement. À partir de 0.75 mM de glucose, la quantité 

d’ATP diminue à 7 µM pour atteindre un minimum de 2 µM à 0 mM de glucose. 

 

Lorsque les cellules ont été stimulées avec de l’OSM pendant 6 h, la production 

d’ATP augmente de façon significative par rapport aux cellules non stimulées, et ce peu 

importe la concentration de glucose. Ainsi, la quantité d’ATP par condition passe de 16 

µM à 52 µM à 5 mM de glucose et de 12 µM à 41 µM à 1 mM de glucose. À noter, la 

production d’ATP augmente de manière significative même à des concentrations de 0.25 

et 0 mM de glucose, où les quantités d’ATP sont d’environ 3 à 4 fois supérieures par 

rapport aux cellules non stimulées. Une autre observation importante est que cette 

variation suit la même tendance que le signal de p-STAT3 observé à la Figure 3.10. 

 

Dans l’ensemble, OSM augmente la production d’ATP dans les cellules HIESC, et 

cela pour chacune des concentrations de glucose. Nous concluons que dans les cellules 

HIESC, la production d’ATP, en absence ou en présence d'OSM, est proportionnelle à la 

concentration de glucose dans le milieu. 
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Figure 3.13 Mesure de la production d’ATP des cellules HIESC en condition 
d’hypoglucose. 
La production d’ATP a été mesuré après un prétraitement de 48h avec du glucose à 0, 0.25, 0.5, 
0.75, 1 et 5 mM, puis stimulé ou pas avec de l’OSM à 25 ng/mL pendant 6h. Par la suite, une 
analyse statistique (two-way ANOVA) a été réalisée. Les résultats sont une moyenne +/- écart 
type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

Les résultats présentés à la Figure 3.14 montrent que sans stimulation avec de 

l’OSM, plus la concentration de glucose diminue, plus la production de lactate diminue. 

Cela suit la même tendance que la production d’ATP observée à la Figure 3.13. Ainsi, la 

quantité de lactate produit par les cellules HIESC est d’environ 1208 µM en condition 

normo-glucidique (5 mM de glucose) et diminue graduellement en fonction de la 

diminution de la concentration de glucose, passant de 929 µM à 1 mM de glucose à une 

production de lactate presque nulle à 0 mM de glucose. 

 

Lorsque que les cellules ont été stimulées avec de l’OSM, nous observons encore 

une fois la même tendance que le signal de p-STAT3 à la Figure 3.10 et la production 

d’ATP à la Figure 3.13. Cependant, l’effet de l’OSM sur la production de lactate 

commence à être significatif à partir de 0.75 mM de glucose, avec une augmentation de la 

quantité de lactate par puits passant de 666 µM à 1009 µM à 0.75 mM de glucose et de 
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469 µM à 710 µM à 0.5 mM de glucose. Il est important de noter que la production de 

lactate augmente de manière significative même à une concentration de 0.25 mM de 

glucose et en absence de glucose (0 mM), passant de 270 µM à 495 µM à 0.25 mM de 

glucose et de 2 µM à 161 µM à 0 mM de glucose. 

 

Dans l’ensemble, OSM augmente la production de lactate des cellules HIESC à des 

faibles concentrations de glucose (inférieur à 1 mM). Ce résultat est très similaire à celui 

sur la production d’ATP (Figure 3.13). Nous concluons que dans les cellules HIESC, la 

production de lactate, en absence ou en présence d'OSM, est proportionnelle à la 

concentration de glucose dans le milieu. 

 

 

Figure 3.14 Mesure de la production de lactate des cellules HIESC en condition 
d’hypoglucose. 
La production de lactate a été mesuré après un prétraitement de 48h avec du glucose à 0, 0.25, 0.5, 
0.75, 1 et 5 mM, puis stimulé ou pas avec de l’OSM à 25 ng/mL pendant 6h. Par la suite, une 
analyse statistique (two-way ANOVA) a été réalisée. Les résultats sont une moyenne +/- écart 
type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 
 



 

 

CHAPITRE IV 

DISCUSSION, PERSPECTIVES ET CONCLUSION 

4.1 Interprétation des résultats 

4.1.1 Cinétique des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et 
IFNγ/STAT1 dans les cellules HIESC en conditions normo-glucidiques 

Notre premier objectif était de déterminer la capacité des cytokines OSM, TGF-β1 

et IFNγ à activer leur voie canonique respective dans les cellules endométriales stromales 

en conditions normales de concentration en glucose. Après l’analyse de nos résultats, nous 

avons constaté que chaque cytokine à l’étude induit sa voie de signalisation dans les 

cellules HIESC. En effet, le signal observé sur la membrane ainsi que l’analyse 

densitométrique démontrent bien cette capacité des cytokines à induire leur voie de 

signalisation respective dans les cellules HIESC. À noter, les concentrations des cytokines 

utilisées étaient celles déterminées comme optimales par des études 

préalables (95,166,167) et en cours (données non publiées). 

 

La capacité de chaque cytokine à induire sa voie de signalisation diffère. En effet, 

certaines induisent un signal dès les 5 premières minutes de stimulation, comme l’OSM, 

tandis que pour d’autres, il faut attendre après 15 minutes (comme l’IFNγ) voire après 60 

minutes (comme le TGF-β1) pour induire un signal maximal. 

 

Nous avons également rapporté des différences notables en ce qui concerne le temps 

durant lequel le signal reste actif de façon optimale. Pour la voie OSM/STAT3, le signal 

commence à diminuer après 60 minutes d’activation alors que pour la voie TGF-

β1/SMAD2, c’est après 90 minutes d’activation. Cependant, l’induction de la voie 

IFNγ/STAT1 demeure élevée et soutenue même après 90 minutes de stimulation (temps 

maximal de notre expérience). Comme ce n’était pas l’objectif de notre étude, nous 
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n’avons pas investigué plus loin pour connaître à quel moment le signal commence à 

diminuer. 

 

Nos résultats concernant l’activation de STAT3 (p-STAT3) dans les cellules 

endométriales stromales humaines sont en accord avec ceux rapportés dans la 

littérature (168,169). En conditions normales de glucose, les niveaux de phosphorylation 

de STAT3 induits par LIF ou IL-11, par exemple, sont augmentés après 5 minutes de 

stimulation, soutenus pendant 45 minutes avec une réduction graduelle à 60 minutes de 

stimulation. Nos études précédentes ont également démontré une cinétique de 

signalisation similaire de la voie OSM/STAT3 dans les cellules trophoblastiques 

humaines (95). 

 

Concernant l’activation de SMAD2 (et SMAD3), l’effet du TGF-β1 dans les cellules 

endométriales stromales humaines a aussi été rapporté avec une augmentation maximale 

de l’induction de p-SMAD2 et p-SMAD3 de 2 à 3 fois supérieure par rapport au témoin 

après 5 à 30 minutes de traitement (170). Cette divergence avec nos résultats s’explique 

probablement, d’une part, par le fait qu’il s’agit des cultures primaires produites à partir 

des portions de tissus endométriaux qui ont été prélevées sur des femmes préménopausées 

ayant subi une hystérectomie pour des raisons médicales, excluant le cancer de 

l'endomètre. D’autre part, les études de signalisation rapportées ont été effectuées à des 

doses de 1 et 5 ng/mL alors que, dans nos études, les cellules HIESC ont été stimulées à 

une dose de 25 ng/mL. 

 

Quant à l’induction de p-STAT1 par l’IFNγ, nos résultats sont aussi en conformité 

avec ceux rapportés dans la littérature. Au fait, une première étude utilisant des cultures 

primaires des cellules endométriales stromales humaines a démontré que l’activation de 

STAT1 est optimale après 20 minutes de stimulation aux mêmes doses utilisées dans nos 

études, soit à 10 ng/mL (171). Une autre étude a démontré que la présence de p-STAT1 

induit par l’IFNγ dans les cellules endométriales stromales humaines peut être décelable 

même après 48 heures de stimulation à des doses variant de 1 à 10 ng/mL (172). Dans ces 

deux études, les cultures primaires des cellules endométriales stromales ont été produites 
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à partir des échantillons de tissus endométriaux des patientes préménopausées ayant subi 

une hystérectomie pour des raisons médicales bénignes. 

 

4.1.2 Impact du glucose sur l'activation des voies de signalisation, l’activité 
métabolique, la production de lactate et la viabilité des cellules HIESC 

Une fois que nous avons établi la cinétique de signalisation pour chaque cytokine, 

nous avons pris en compte les temps optimaux d’activation, qui s’avèrent être 15 et 30 

minutes, pour déterminer si l'activation des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-

β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 dépend de la concentration de glucose au sein des cellules 

HIESC. Nous avons commencé par déterminer les changements dans les voies de 

signalisations à l’étude lors d’une privation de glucose (0 mM) et une condition hyper-

glucidique (25 mM) par rapport à une concentration normale de glucose (5 mM). 

 

Après l’analyse de nos résultats, nous avons constaté que la voie OSM/STAT3 est 

impactée par ces changements. En effet, en condition de 0 mM de glucose, le signal de p-

STAT3 induit par l’OSM subi une diminution significative d’environ 90 % autant à 15 

qu’à 30 minutes de stimulation par rapport à une condition normo-glucidique. Cependant, 

nous avons également constaté que les voies de signalisation TGF-β1/SMAD2 et 

IFNγ/STAT1 ne sont pas affectées par les changements dans la concentration de glucose, 

autant en condition hyper-glucidique qu’en absence de glucose. 

 

De façon intéressante, nos résultats supportent d’autres études revendiquant que le 

glucose joue un rôle permissif dans l’activation de STAT3 induite par la leptine (173), 

une hormone dérivée des adipocytes qui exerce, principalement via STAT3, des actions 

pléiotropes sur l'équilibre énergétique, l'homéostasie du glucose et la 

reproduction (174,175). Au niveau de la fonction reproductrice, la leptine est considérée 

comme un indicateur essentiel de la suffisance en nutriments/énergie, condition préalable 

à la capacité de féconder chez la femme. Par exemple, chez les femmes présentant une 

diminution extrême de l’adiposité corporelle (i.e., femmes anorexigènes ou athlètes 

féminines d’élite), la quasi-disparition de la leptine de la circulation est la principale cause 
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de l’arrêt du cycle menstruel. Cela est dû en grande partie à la sécrétion insuffisante de 

gonadotrophines (LH et FSH) par l'hypophyse à cause de l’absence de leptine et 

l’activation de STAT3 (176). Par ailleurs, la suppression neuronale de STAT3 est connue 

pour rendre les souris mâles et femelles hyperphagiques, obèses, diabétiques et 

infertiles (177). 

 

Dans ce contexte, il a été démontré que dans les cellules neuronales, la voie de 

signalisation JAK2/STAT3 induite par la leptine est augmentée en condition hyper-

glucidique (25 mM) par rapport à une condition normo-glucidique (173). Intéressant à 

noter, ces études montrent que la glycolyse semble être nécessaire pour la signalisation de 

la leptine au niveau central, puisque la privation de glucose ou le blocage de la glycolyse 

suppriment la capacité de la leptine à augmenter la phosphorylation de JAK2 et de STAT3 

dans les neurones PC12 de rat et les neurones hypothalamiques murins GT1-7. De plus, 

dans la même logique que nos études, il a été établi que la capacité de l’hormone de 

croissance (GH) à stimuler la voie JAK2/STAT5 n’est pas affectée par les changements 

dans la concentration de glucose, suggérant que l’activation de STAT3 est spécifiquement 

dépendante de la présence de glucose et l’activation de la glycolyse. 

 

Pour mieux supporter cette dernière hypothèse, nous avons récemment vérifié si la 

voie LIF/STAT3 subie également une diminution en absence de glucose (Figure 4.1). 

L’étude de signalisation a été réalisée dans les mêmes conditions en utilisant une dose 

optimale de LIF, soit 25 ng/mL. Nos résultats démontrent que la signalisation de LIF, une 

autre cytokine de la famille des IL-6 activant p-STAT3, est également affectée par une 

absence de glucose, mais pas du tout à 5 ou 25 mM glucose. Ces observations soulèvent 

la possibilité que l’activation de STAT3 est dépendante de la présence de glucose et 

suggèrent fortement que les médiateurs de la glycolyse seraient cruciaux pour activer les 

voies OSM/STAT3 et LIF/STAT3 dans les cellules HIESC, probablement en facilitant le 

couplage entre les récepteurs OSMR et LIFR avec STAT3 mais pas entre le récepteur de 

l’IFNγ (IFNGR) et STAT1, ou entre le récepteur de TGF-β1 (TGF-βR1) et les protéines 

SMAD2/3. 
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Figure 4.1 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la 
modulation de la phosphorylation de STAT3 induite par LIF. 
A : un western blot représentatif analysant les niveaux relatifs de STAT3 phosphorylée et de 
STAT3 totale dans les cellules HIESC prétraitées avec des concentrations de 5, 0 et 25 mM de 
glucose pendant 48h, puis stimulées avec LIF à 25 ng/mL pendant 15 et 30 minutes. B : analyse 
densitométrique et statistique (two-way ANOVA) du western blot. Les résultats sont une moyenne 
+/- écart type de trois expériences indépendantes. * p < 0,05 

 

Par ailleurs, il a déjà été établi que la privation de glucose, une faible concentration 

en glucose (< 5 mM) ou l'inhibition de la glycolyse diminue l’activité métabolique et la 

A 

B 
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prolifération cellulaire tout en induisant un arrêt du cycle cellulaire et donc la sensibilité 

à l’apoptose des cellules endométriales cancéreuses, tandis qu'un taux élevé de glucose 

(> 25 mM) augmente leur activité glycolytique, stimule leur prolifération et leur capacité 

d'adhésion et d'invasion (178–180). Subséquemment, l’objectif suivant était de déterminer 

si la perte de signal de p-STAT3 en absence de glucose était associée à une perturbation 

au niveau des activités métabolique ou glycolytique ou encore à la viabilité des cellules 

HIESC. 

 

En premier lieu, nous avons mesuré l’activité métabolique des cellules HIESC via 

un test de MTT. Avant tout, il faut préciser que le test de MTT est un essai biologique 

basé sur la mesure de la réduction du réactif MTT en cristaux de formazan par les 

déshydrogénases cellulaires, qui est aujourd'hui souvent reconnu comme « le test de 

référence » pour l'évaluation de la cytotoxicité des molécules ou conditions agissant sur 

la viabilité et la prolifération cellulaire (160). Cependant, le test MTT détermine avant 

tout l'activité métabolique cellulaire, car il repose principalement sur l'activité des 

déshydrogénases mitochondriales, en particulier la succinate déshydrogénase (181). Par 

conséquent, cette méthode n’est pas vraiment adaptée pour distinguer la suppression 

métabolique de la viabilité cellulaire réduite, car une activité métabolique cellulaire 

réduite ne conduit pas nécessairement à une baisse de la viabilité ou de la prolifération 

cellulaire. Ainsi, nos résultats des tests MTT montrent que l’activité métabolique des 

cellules HIESC n’est pas affectée en condition hyper-glucidique mais seulement en 

absence de glucose avec une diminution significative de plus de 80 % par rapport à une 

condition normo-glucidique. 

 

Pour valider que nos observations correspondent à une baisse de l’activité 

mitochondriale/métabolique et non pas à une mortalité des cellules, nous avons procédé à 

d’autres tests. D’abord, nous avons mesuré la production de lactate par les cellules HIESC. 

Les résultats obtenus sont similaires à ceux des tests de MTT, avec une baisse de la 

production de lactate d’environ 80 % par rapport à une condition normo-glucidique. Ce 

qui prouve qu’en absence de glucose, les cellules HIESC ont des activités glycolytique et 

métabolique fortement réduites. 
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Ensuite, nous avons procédé à un comptage des cellules vivantes et mortes via le 

test d’exclusion au bleu de trypan. Nos résultats montrent une baisse significative du 

nombre de cellules vivantes en absence de glucose. Certes, nous avons une baisse du 

nombre de cellules vivantes mais ce n’est que d’environ 10 %, ce qui n’est pas 

représentatif de la baisse de 80 % des activités métabolique et glucidique. Il est important 

de noter que l'exclusion des colorants est une technique simple et rapide qui mesure la 

viabilité cellulaire, mais elle est soumise au problème que la viabilité est déterminée 

indirectement à partir de l'intégrité de la membrane cellulaire. Ainsi, il est possible que la 

viabilité d'une cellule ait été compromise (mesurée par sa capacité à croître ou à 

fonctionner) même si son intégrité membranaire est maintenue, au moins transitoirement. 

Inversement, l'intégrité de la membrane cellulaire peut être anormale, mais la cellule peut 

être capable de se réparer et de devenir entièrement viable. Une méthode plus sophistiquée 

de mesurer la viabilité cellulaire consiste à déterminer l'exclusion des colorants par 

cytométrie en flux (164). Ainsi, afin de valider les résultats des essais au bleu de trypan, 

nous avons procédé tout dernièrement à la mesure de l'exclusion avec l'iodure de 

propidium par analyse cytométrique en flux (Figure 4.2). Cette analyse montre qu’il y a 

bien une baisse du nombre de cellules à 0 mM de glucose (283 évènements) d’environ 9 

% par rapport à 5 mM de glucose (303 évènements), mais que l’absence de glucose 

n'induit pas de variation significative dans le nombre des cellules HIESC mortes (PI 

positives). 
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Figure 4.2 Impact de la concentration de glucose dans le milieu de culture sur la 
viabilité des cellules HIESC, mesurée par le test d’exclusion à l'iodure de propidium (PI). 
Le test de viabilité a été faite après un prétraitement de 24h avec du glucose à 5, 0 et 25 mM. Pour 
chaque condition, les cellules dans chaque puits ont été remises en suspension dans 100 µL de 
tampon de coloration pour cytométrie en flux. Juste avant l’analyse, 5 µL de solution de coloration 
à 10 μg/mL dans du PBS ont été ajoutés à chaque échantillon. L’analyse statistique (two-way 
ANOVA et post-test de Bonferroni) avec les valeurs moyennes de trois expériences indépendantes 
démontre qu’il n’y pas de différence significative (ns) par rapport au contrôle (5 mM de glucose). 

 

Ces derniers résultats sont appuyés par ceux d’autres études qui ont déjà démontré 

que des conditions nulles ou faibles en glucose résultent en une baisse de l’activité 

métabolique des cellules endométriales cancéreuses (178–180). Cependant, contrairement 

à notre modèle des cellules endométriales stromales immortalisées (HIESC), la privation 

de glucose diminue fortement la prolifération cellulaire et la viabilité des cellules 

endométriales cancéreuses. À cet égard, il est possible que les cellules endométriales 

cancéreuses, généralement d’origine épithéliale, soient hautement dépendantes du 

catabolisme glucidique (178), alors que la reprogrammation métabolique dans les cellules 

HIESC les empêcherait d'entrer dans les voies de mort cellulaire, tout en démontrant une 

activité déshydrogénase mitochondriale réduite et donc une réduction du signal MTT. 

 

Ces différentes expériences suggèrent fortement que la perte de signal de p-STAT3 

observée est associée à une réduction des activités métabolique et glucidique dans les 
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cellules HIESC qui ne serait pas causée par une mortalité des cellules en culture ou une 

baisse importante du nombre des cellules vivantes en absence de glucose. À retenir que 

dans tous ces expériences, nous n’avons pas observé de différences significatives entre 

une condition normale en glucose et la condition hyper-glucidique. C’est pour cette raison 

que pour la suite du projet, nous nous sommes concentrés sur les conditions restreintes en 

glucose. 

 

4.1.3 Impact de conditions de privation totale ou partielle en glucose sur 
l'activation des voies de signalisation OSM/STAT3, TGF-β1/SMAD2 et 
IFNγ/STAT1 

Nos études concernant l'effet de conditions restreintes en glucose sur l'activation des 

voies de signalisation démontrent que la voie OSM/STAT3 est la seule à subir une 

diminution du signal de p-STAT3 proportionnellement à la concentration de glucose à 

partir d’un certain seuil (0.75 mM), alors que les voies TGF-β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 

ne sont pas impactées, même en absence de glucose. Ainsi, si la concentration de glucose 

passe en dessous de 0.75 mM, l’intensité du signal de p-STAT3 diminue de manière 

significative. Donc, le degré d’activation de STAT3 serait dépendant de la concentration 

de glucose. 

 

Une des explications possibles est la dépendance relative des cellules endométriales 

stromales au métabolisme des glucides, des lipides et des acides aminés pour leur fonction 

au cours du cycle menstruel et l’implantation embryonnaire (182). En effet, les cellules 

endométriales sont capables de reprogrammer leurs voies métaboliques pour s'adapter aux 

défis environnementaux et préserver leur survie et leur fonction. Ainsi, elles peuvent 

inverser leur préférence pour le métabolisme glycolytique par rapport à la phosphorylation 

oxydative mitochondriale (OXPHOS) pour produire de l'énergie essentielle à leur 

croissance, leur fonction et leur différenciation (182,183). 

 

Pour mieux comprendre le mécanisme par lequel le glucose et les médiateurs de la 

glycolyse seraient impliqués dans l’activation de STAT3, via OSM ou LIF, dans les 

cellules HIESC, nous travaillons actuellement sur le scénario proposé par Demaria M. et 



76 

Poli V., 2012 (184). Ces études ont montré que dans les cellules stromales fibroblastiques 

et les cellules épithéliales cancéreuses, STAT3 constitutivement actif induit une 

augmentation des niveaux de protéine HIF-1α, un régulateur transcriptionnel clé de la 

glycolyse aérobie et anaérobie (185). Il a été proposé également que HIF-1α fasse partie 

d’une « boucle de rétroaction » déclenchant et renforçant un changement métabolique vers 

la glycolyse aérobie similaire à l'effet Warburg (185,186). Le modèle de boucle de 

rétroaction (Figure 4.3) propose que HIF-1α induise la transcription du gène codant pour 

l’isoforme M2 de la pyruvate kinase (PKM2) qui à son tour induirait la phosphorylation 

de STAT3 (187). Au fait, la pyruvate kinase (PK) est l’enzyme qui catalyse la dernière 

étape de la glycolyse en transférant le phosphate du phosphoénolpyruvate (PEP) à l'ADP 

pour générer de l'ATP et du pyruvate, qui peut ensuite être converti en lactate dans le 

cytosol via la LDHA, ou en acétyl-CoA dans la mitochondrie via la PDH, pour entrer dans 

le cycle de Krebs (Figure 4.3). Ainsi, nos études actuelles avec les cellules HIESC visent 

à démontrer si en absence ou à des faibles concentrations de glucose, l’expression de 

PKM2 serait réduite, ce qui diminuerait la phosphorylation de STAT3. Ainsi, la 

diminution du signal de p-STAT3 en absence ou à faibles concentrations de glucose 

pourrait être causée par une diminution de l’activité de PKM2. 
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Figure 4.3 Rôle de la boucle STAT3/HIF-1a/PKM2 dans l'influx du glucose et le 
maintien de la glycolyse. 
HIF-1α induise la transcription du gène codant pour l’isoforme M2 de la pyruvate kinase (PKM2), 
cela augmente l’expression de PKM2 qui à son tour induirait la phosphorylation de STAT3. À son 
tour, STAT3 phosphorylé induit une augmentation des niveaux de protéine HIF-1α. Le pyruvate 
peut entrer dans la mitochondrie pour produire de l’ATP ou peut être converti en lactate par la 
LDHA. La figure a été réalisée à l’aide de BioRender.com. 
 

4.1.4 Influence de l'activation de la voie OSM/STAT3 sur le métabolisme 
énergétique dans le contexte d'une privation totale ou partielle de glucose au 
sein des cellules HIESC 

Finalement, afin de déterminer si la voie de signalisation OSM/STAT3 participe à 

la régulation du métabolisme énergétique, les quantités d’ATP et de lactate ont été 

mesurées après une stimulation en absence (témoin) ou en présence d’OSM pendant 
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6 heures dans les cellules HIESC préincubées dans des conditions normo-glucidique 

(5 mM) et restreintes en glucose (0.25, 0.5, 0.75 et 1 mM).  

 

Ces analyses ont amené à deux découvertes majeures. La première est que dans les 

cellules HIESC, la production d’ATP est liée à la concentration de glucose disponible 

dans le milieu, avec des taux de production stables à 5 et 1 mM de glucose (12-16 µM), 

mais qui diminuent graduellement entre 0.75 mM (7 µM) et 0 mM de glucose (2 µM). 

Quant à la production de lactate, elle suit la même tendance que la production d’ATP, 

avec une diminution en fonction du niveau de restriction en glucose et une production 

pratiquement nulle en absence de glucose. Ce dernier résultat n’est pas étonnant puisque 

le lactate peut être produit à partir de la conversion du glucose en pyruvate par la LDHA 

(Figure 4.3) et ce, quelle que soit la disponibilité en oxygène (148). 

 

Plus important encore, nos études ont démontré que l’OSM augmente de façon 

significative la production d’ATP et de lactate dans les cellules HIESC. Pour l’ATP, cet 

effet stimulateur de l’OSM se produit pour chacune des concentrations de glucose, alors 

que l’effet sur la production de lactate commence à être significatif à partir de 0.75 mM 

de glucose. De façon inattendue, l’induction des productions en ATP et en lactate par les 

cellules HIESC se produit à des concentrations de glucose inférieures à 1 mM et même en 

absence de glucose. 

 

Note essentielle, l’induction des productions en ATP et en lactate en réponse à 

l’OSM suit la même tendance que le signal de p-STAT3 suggérant un rôle clé pour STAT3 

comme médiateur dans la régulation des métabolismes glucidiques et énergétiques des 

cellules HIESC. 

 

Nos résultats mettant en relation OSM et le métabolisme énergétique des cellules 

HIESC pourraient être expliqués à partir de récentes observations suggérant des 

corrélations importantes entre l’activation de STAT3 et le métabolisme cellulaire, 

particulièrement dans le flux glycolytique des cellules cancéreuses (185,188). Au fait, de 

plus en plus de preuves suggèrent que STAT3 joue un rôle direct dans la modulation de 
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la biologie des cellules cancéreuses, grâce à son implication autant dans le métabolisme 

énergétique que le métabolisme du glucose et des lipides (189). Ainsi, en assurant le 

catabolisme du glucose et la médiation de la synthèse des acides gras et de la bêta-

oxydation, STAT3 favoriserait l'utilisation des ressources disponibles et soutiendrait la 

survie cellulaire dans des conditions de stress métabolique. 

 

Ceci pourrait expliquer pourquoi les cellules HIESC stimulées avec l’OSM 

produisent davantage d’ATP et de lactate que les cellules témoins. Il faut rappeler ici que 

la glycolyse aérobie est un moyen inefficace de générer de l’ATP et ne produit que deux 

ATP par molécule de glucose, alors que plus de 30 molécules d'ATP supplémentaires sont 

produites à partir d'une molécule de glucose par le cycle de l'acide tricarboxylique (cycle 

de Krebs) et la machinerie OXPHOS (148). 

 

Il est donc possible de concevoir qu’en absence de stimulation avec OSM, les 

cellules HIESC puissent préserver leur survie en utilisant la glycolyse aérobie pour tirer 

l'énergie de la conversion du glucose en pyruvate puis en lactate, même en conditions 

restreintes en glucose. 

 

D’autre part, l’OSM, via l’induction de p-STAT3 pourrait également reprogrammer 

le métabolisme cellulaire et contribuer à transporter le pyruvate, issu à la fin de la 

glycolyse, vers la mitochondrie où il sera converti en acétyl-CoA pour ensuite entrer dans 

le cycle de l'acide tricarboxylique et produire davantage de molécules d’ATP via l’ATP 

synthase du système OXPHOS (Figure 4.3). 

 

Les augmentations induites par l’OSM dans la production d’ATP et de lactate en 

situation hypo-glucidique pourraient aussi être expliquées par l’étude de Demaria M. et 

Poli V., 2012 (184). Ces études ont en fait démontré que l’activation de STAT3 pourrait 

avoir un effet positif sur l’expression du transporteur de glucose GLUT1, via 

l’intermédiaire de HIF-1a. En favorisant ainsi le transport du glucose à l’intérieur de la 

cellule, ceci aurait comme impact d’augmenter l’activité métabolique, notamment la 

production de lactate et d’ATP des cellules (Figure 4.3). D’autre part, HIF-1a induit par 
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p-STAT3 pourrait augmenter l’expression de PKM2. Il y aura ainsi plus de protéines 

PKM2, qui vont à leur tour utiliser le stock de glucose dans la cellule pour convertir le 

PEP en pyruvate. Ainsi, l’augmentation de PKM2 irait de pair avec une augmentation du 

pyruvate. Par la suite le pyruvate va être converti soit en lactate, soit en acétyl-CoA pour 

enfin de ligne produire de l’ATP. 

 

Mais l’élément le plus inattendu de notre étude est que nos analyses montrent que 

même en absence de glucose, l’OSM induit une production importante de lactate. Ceci 

pourrait être expliqué par l’induction de diverses voies métaboliques génératrices des 

molécules de pyruvate, notamment la glycogénolyse et le catabolisme des acides aminés. 

 

En effet, la régulation endométriale de la synthèse du glycogène est l’un des 

processus métaboliques les plus essentiels en préparation à l’implantation et au début de 

la grossesse (190). Il est bien établi que les cellules endométriales stromales et épithéliales 

sont capables de stocker de quantités substantielles de glucose sous forme de glycogène, 

surtout en réponse à l’insuline ou la progestérone (191). Ainsi, la capacité à activer la 

glycogénogenèse dans les cellules stromales et épithéliales de l'endomètre permet une 

augmentation soutenue mais cyclique du glycogène pendant la phase de sécrétion du cycle 

menstruel, ainsi qu'un approvisionnement persistant de glucose provenant de la 

glycogénolyse au cours de l’implantation du blastocyste et pendant la gestation (190,192). 

Le glucose disponible pourrait être métabolisé par la voie de la glycolyse, produisant non 

seulement du pyruvate et de l’ATP mais également du lactate. 

 

Par ailleurs, des études récentes ont mis en évidence l’importance du lactate dans le 

processus de décidualisation des cellules endométriales stromales et l’implantation du 

blastocyste. Une première étude chez la souris a démontré que la voie de la glycolyse est 

essentielle à la décidualisation et que le lactate produit par les cellules déciduales est 

essentiel pour la prolifération des cellules endométriales stromales indifférenciées (155). 

D’autre part, il a été établi que chez le blastocyste de souris et humain, plus de 50 % du 

glucose consommé n'est pas oxydé mais réduit en lactate en présence d'oxygène (193). De 

nombreuses fonctions ont été proposés pour le lactate produit à l’interface fœto-
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maternelle, notamment dans la dégradation des tissus pour faciliter l'implantation, dans la 

signalisation pour promouvoir l'angiogenèse et dans la modulation immunitaire pour 

prévenir le rejet maternel (194). Donc, le fait que l’OSM puisse réguler l’activité 

métabolique et la production de lactate en particulier revêt un rôle physiologique certain 

étant donné l’importance de p-STAT3 dans les cellules utérines stromales pour leur 

prolifération, leur différentiation en cellules déciduales et leur soutien à la réceptivité et 

l’attachement de l’embryon (94,195,196). 

 

Il a été observé que le liquide utérin humain contenait une concentration 

relativement importante en acides aminés (3.54 mM), dont le glutamate s'est avéré présent 

à la concentration la plus élevée, suivi de l'alanine et de la glutamine (197). Transportés 

vers les cellules utérines, endométriales et embryonnaires, les acides aminés jouent un 

certain nombre de rôles physiologiques au cours de l’implantation et la grossesse et 

peuvent être utilisés, entre autres, comme source d'énergie en situation de stress 

énergétique (198). Chez les blastocystes murins, par exemple, un milieu pauvre en glucose 

et en nutriments réduit à la fois les taux d'oxydation du glucose et du pyruvate, la viabilité 

et la compétence développementale des blastocystes après transfert in vivo (199). 

Cependant, l’ajout d'acides aminés au milieu de culture suffit pour réduire 

significativement la perte de viabilité des blastocystes en restaurant l'activité glycolytique, 

la production de lactate et la capacité oxydative des blastocystes. Ces résultats suggèrent 

que l'embryon pourrait utiliser des réserves d'énergie endogènes, vraisemblablement du 

glycogène, qui peuvent être nécessaires lors de l'implantation pour maintenir une 

production d'énergie adéquate. Il est aussi plausible que les acides aminés soient utilisés 

comme source d'énergie pour maintenir la capacité oxydative et donc augmenter les 

niveaux d'ATP. En effet, de nombreux acides aminés peuvent être oxydés par une 

conversion en une étape en intermédiaires du cycle de l'acide tricarboxylique. Il a déjà été 

démontré que les acides aminés tels que la glutamine et l’alanine peuvent être utilisés par 

les embryons au stade pré-implantatoire comme source d'énergie (200). Il est donc 

possible aussi qu’en absence de glucose, les cellules HIESC puissent utiliser les acides 

aminés et les produits de leur catabolisme pour générer du pyruvate, de lactate et de l’ATP, 

surtout en réponse à l’OSM et l’activation de STAT3. 
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4.2 Les limites et perspectives du projet 

 

Notre étude présente certaines limites qui doivent être prises en compte. Tout 

d'abord, les conclusions sont basées sur des expériences in vitro. En fait, comme pour la 

majorité des études sur la reproduction humaine, cela est principalement dû à des 

restrictions éthiques et à une disponibilité limitée des tissus humains. Néanmoins, les 

données in vitro sont compatibles avec les études et les observations in vitro et in vivo 

précédentes. Deuxièmement, les expériences ont été menées sur des cellules 

endométriales stromales non différenciées en cellules déciduales. Des expériences en 

cours visent à valider les conclusions de nos études sur les cellules différenciées en 

cellules déciduales. De plus, à l'avenir, nous vérifierons si ces mécanismes fonctionnent 

réellement in vivo. 

 

Malgré les connaissances actuelles sur la fonction du LIF ou OSM durant la 

gestation, le processus de différenciation des cellules endométriales stromales en cellules 

déciduales est encore peu documenté. Notre étude a fourni des informations 

indispensables sur les mécanismes sous-jacents à ces observations, et en particulier sur le 

rôle de LIF ou OSM dans le changement des voies métaboliques. En outre, notre étude 

pourrait jeter les bases d'un vaste éventail de découvertes futures. Par exemple, nous en 

savons peu sur la base moléculaire des activités inflammatoires et métaboliques du LIF, 

de l’OSM, du TGF-β1 et de l’IFNγ. Comprendre le rôle régulateur de ces facteurs 

gestationnels est essentiel à la fois pour déchiffrer comment elles agissent pour contrôler 

le métabolisme et les réponses inflammatoires et pour découvrir les principaux régulateurs 

moléculaires des processus impliqués dans la résolution de l'inflammation dans l'utérus en 

gestation. En fait, comme observé dans des modèles murins de stress inflammatoire, une 

activation persistante et non régulée des voies inflammatoires est associée à un 

dysfonctionnement de la décidue et au développement de conditions pathologiques chez 

d'autres mammifères, y compris les animaux de la ferme (166). Enfin, la suite de notre 

étude représenterait une avancée considérable sur la compréhension des mécanismes 

moléculaires associés à des complications de grossesse résultant d’une mauvaise 
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décidualisation. Ainsi, le développement éventuel des outils de diagnostic et thérapeutique 

pour corriger l’infertilité résultant d’un défaut de décidualisation pourra donner de l’espoir 

aux familles canadiennes touchées par ces complications. 

 

4.3 Conclusion 

Notre étude a montré que les cytokines OSM, TGF-β1 et IFNγ sont capables 

d'induire la phosphorylation de STAT3, de SMAD2 ou de STAT1 dans les cellules 

HIESC. En outre, l'activation de STAT3 par l’OSM dans les cellules HIESC est affectée 

par le stress métabolique, en particulier le stress glucidique. Nous avons également 

démontré que la voie LIF/STAT3 est affectée par l’absence de glucose. Ainsi, la 

diminution importante et la privation de glucose diminuent grandement l’induction de p-

STAT3. Le niveau de production de lactate est également affecté en absence de glucose. 

Ainsi, l’effet de la privation de glucose sur l’induction de STAT3 phosphorylé par l’OSM 

serait en grande partie le résultat d’une baisse de l’activité métabolique et/ou glucidique 

et non d’une mortalité cellulaire. Par la suite, nous avons démontré que le degré 

d’activation de STAT3 est dépendant de la concentration de glucose. En revanche, les 

voies TGF-β1/SMAD2 et IFNγ/STAT1 ne sont pas affectées par le stress glucidique. 

Finalement, nous avons démontré que l’OSM induit la production de lactate et de l’ATP 

en absence et à faibles concentrations de glucose. Dans l’ensemble, ces résultats sont 

importants pour mieux comprendre la régulation de l’activité métabolique des cellules 

endométriales stromales. 
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