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DISCUSSION 

La fidélité de l'apoptose est primordiale à la bonne marche d'un organisme, sa constance 

dans le tractus reproducteur permet d'initier rapidement un nouveau cycle en absence de 

facteurs embryonnaires. Toutefois, le déclenchement inopportun de l'apoptose peut 

engendrer de lourdes conséquences pour l'organisme, telle que l'échec de l'implantation 

embryonnaire, voire même l'infertilité. C'est pourquoi la cellule est dotée de 

mécanismes moléculaires et intracellulaires mettant en action des protéines anti­

apoptotiques (Akt, XIAP, NF-KB) et pro-apoptotiques (caspases, Smac/DIABLO, PTEN) 

qui créent un équilibre à l'intérieur de la cellule. À cet égard, vue l'absence de 

menstruations chez les rongeurs, il doit y avoir des mécanismes intracellulaires précis 

engagés dans la régulation de la destinée cellulaire de l'endomètre suite à la diminution 

de l'oestrogène en absence de facteurs embryonnaires. Cette étude contribue donc aux 

lacunes flagrantes de la littérature en ce qui à trait aux mécanismes moléculaires et 

intracellulaires impliqués dans la régulation de l'apoptose à l'intérieur de l'utérus. De ce 

fait, elle est la première à montrer la présence, l'activité et la régulation d'Akt, XIAP et 

Smac/DIABLO au sein du cycle oestral de la rate. 

Dans l'endomètre, les stéroïdes ovariens participent activement à la balance entre la 

prolifération et la mort cellulaire. Ainsi, la croissance des cellules épithéliales de 

l'endomètre est dépendante de l'oestrogène et de la progestérone, le retrait de ces 

hormones induit la mort cellulaire chez le lapin et le hamster (Nawaz, 1987; Sandow, 

1979). D'ailleurs, l'apoptose est présente dans des cellules épithéliales de l'endomètre 

suite à une ovariectomie ou à un traitement avec l'antiprogestin RU486 chez les lapins 

pseudogestants (Nawaz, 1987) ou en culture cellulaire primaire (Gerschenson, 1981 ; 

Lynch, 1986). De nombreux travaux ont mis en évidence l'implication d'Akt dans 

l'inhibition de l'apoptose via l'activation de plusieurs facteurs de survie (Datta, 1999). 

Puisque l'apoptose est confirmée dans l'endomètre et qu'une étude récente a illustré 

l'activation d'Akt en réponse à l'oestradiol (Stoica, 2003), notre hypothèse est qu'Akt 

pourrait être un important régulateur de la fonction utérine au cours du cycle oestral. 
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La première étude (chapitre II) confinne la présence de l'apoptose à l'oestrus dans 

l'endomètre utérin de la rate (Lai, 2000; Sato, 1997), ce qui corrobore les résultats 

obtenus chez la souris par l'équipe de Dharma (Dharma, 2001). De plus, elle tend à 

démontrer que la régulation de la voie de survie d'Akt est un facteur clé impliqué dans la 

régulation de la destinée des cellules endométriales lors du cycle oestral. Comme 

démontré précédemment par Sato et son équipe (Sato, 1997), l'apoptose est indéniable 

dans les cellules épithéliales de la lumière à l'oestrus et la prolifération est maximale au 

proestrus. Tout comme nous l'avions supposé, l'activité (phosphorylation) d'Akt est 

élevée au proestrus et Akt est fortement exprimée en plus d'être localisée dans 

l'épithélium de la lumière et des glandes. Par ailleurs, l'activité (phosphorylation) d'Akt 

régresse à l'oestrus de même que le marqueur de prolifération CDC47IMCM7, ce qui 

indique un faible taux de prolifération. 

Bien que la phosphorylation d'Akt est réduite à l'oestrus, l'IHC révèle un patron de 

phosphorylation spécifique au niveau de 1'expression de phospho-Akt dans les cellules 

épithéliales. En effet, phospho-Akt est principalement distribuée à la surface interne de 

la membrane plasmique du côté faisant face à la lumière utérine. La translocation de 

phospho-Akt à partir du noyau ou du cytoplasme vers la membrane plasmique suggère 

que sa présence au niveau de la membrane pourrait ne pas permettre l'activation de 

phospho-Akt pour la suite de la voie de signalisation. Une étude récente a démontrée 

que les associations membranaires transitoires sont requises à l'activation physiologique 

d'Akt, indiquant qu'une localisation subcellulaire adéquate est cruciale à l' activation des 

kinases, ce qui peut aussi permettre une inactivation appropriée par les phosphatases 

(Andjelkovic, 1997). À ce titre, PTEN est une phosphatase (Stambolic, 1998) active 

dans la membrane plasmique (Iijima, 2002). PTEN déphosphoryle les phospholipides 

PIP3 lesquels sont essentiels à la phosphorylation d'Akt (Maehama, 1998). Les résultats 

ici présents montrent clairement que la protéine PTEN est présente dans l'endomètre et 

qu'elle n'est pas influencée par les changements hormonaux observés durant le cycle 

oestral. En fait, le recrutement d'Akt au niveau de la membrane pourrait être un 

mécanisme par lequel PTEN ou d'autres phosphatases inconnues agiraient afin 

d'inactiver la fonction d'Akt. 



Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.

92 

Puisque le niveau d'oestrogène est maximal au proestrus et diminue à l'oestrus, nous 

avons utilisé des rates ovariectomisées pour déterminer l'implication possible de 

l'oestradiol-17~ dans la régulation de la phosphorylation d'Akt. Akt et l'oestrogène 

sont impliqués dans la régulation et la signalisation cellulaire au sein de différents 

systèmes tels que: l'EGF, l'IGF-1, la GH (Martin, 2000, Shoba, 2001), eNOS 

(Simoncini, 2002) et la FSH (Gonzalez-Robayna, 2000). À l'aide de souris de type 

sauvage et de souris alpha ERKO (<<ER alpha knock-out»), il a été prouvé que ERa est 

nécessaire à l'induction de la réponse proliférative nucléaire utérine d'IGF-l et que la 

signalisation d'IGF-1 est dépendante d'Akt (Klotz, 2002). De plus, chez les souris 

ERKO, de bas niveaux d'oxyde nitrique vasculaire ont été trouvé suggérant un rôle 

prépondérant pour ERa dans la régulation de ces processus (Ruban yi, 1997). Une étude 

a dernièrement établie qu'il y a une augmentation de l'activité d'Akt suite à une brève 

stimulation à l' oestradiol-17~ chez les cellules CHO transfectées avec ERa tandis que 

l' oestradiol-17~ n'a aucun effet sur l'activité d'Akt dans des cellules transfectées avec le 

vecteur contrôle ou avec ER~ (Hisamoto, 2001). Les résultats actuels exposent 

l'augmentation de la phosphorylation d'Akt sous l'effet de l'oestradiol-17~. Comme 

démontré au sein d'autres systèmes (Hisamoto, 2001), il est possible que l'activation des 

récepteurs de l'oestrogène active la phosphorylation d' Akt par l'entremise d'un 

mécanisme de signalisation cellulaire qui n'a pas encore été identifié jusqu'à maintenant 

dans l'endomètre. 

PTEN est une protéine exprimée constitutivement et son expression ne fluctue pas tout 

au long des quatre phases du cycle oestral. Dans l'endomètre humain, PTEN est régulée 

par la progestérone (Mutter, 2000). Or, contrairement au cycle menstruel de la femme, 

le cycle oestral de la rate ne connaît pas de période de décidualisation utérine. Par 

conséquent, PTEN pourrait être une protéine importante impliquée dans le processus 

d'implantation embryonnaire lorsque la décidualisation s'initie plutôt que d'être 

impliquée dans la régulation du cycle oestral dans l'endomètre de la rate. Puisque nous 

avons établi précédemment dans les cellules cancéreuses ovariennes humaines et dans 

les cellules de la granulosa chez la rate que XIAP pourrait être impliquée dans la 
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régulation de l'activité d'Akt (Asselin, 2001), il est possible qu'Akt agisse sur cette 

famille d'inhibiteurs de l'apoptose afin de bloquer le processus apoptotique. 

Dans la seconde étude (chapitre III), la régulation de XIAP et Smac/DIABLO dans 

l'utérus de la rate fut investiguée afin de déterminer leur importance et leur possible 

influence sur la survie et la mort des cellules endométriales relativement aux phases du 

cycle oestral. Ainsi, l'expression de XIAP est maximale à l'oestrus et augmente en 

réponse à E2 chez les rates ovariectomisées. XIAP est fortement exprimée pendant 

l'oestrus dans l'épithélium de la lumière et des glandes et dans le stroma, sans doute 

pour protéger ces cellules de l'apoptose. Même si la stimulation de XIAP par E2 est en 

accord avec l'activité mitogénique et l'inhibition de l'apoptose, le fait que l'expression 

de XIAP n'augmente pas au proestrus demeure nébuleux. 

Une étude récente menée par Xiao et al. a prouvé que XIAP pourrait être directement 

régulée par la présence de «tumor necrosis factor-a» (TNF-a) dans les cellules de la 

granulosa de la rate (Xiao, 2001). Comme il a été illustré dans l'utérus de la souris que 

l'expression de l'ARNm du TNF-a est élevée à l'oestrus et qu'elle est régulée par 

l'oestrogène (De, 1992), un processus similaire pourrait procéder ainsi dans l'endomètre. 

Par conséquent, l'action de E2 sur l'expression de XIAP pourrait être indirecte et 

pourrait aussi impliquer des facteurs spécifiques régulés par cette hormone. 

L'implication du TNF-a ou d'autres facteurs de croissance et/ou cytokines dans ce 

processus reste à être élucidée. 

À l'inverse, SmaclDIABLO diminue à l'oestrus de même que lors des traitements avec 

E2 sur les rates ovariectomisées. Ces résultats viennent encore une fois appuyer l'action 

mitogénique de l'oestrogène sur les cellules endométriales. Parce que SmaclDIABLO 

est une protéine pro-apoptotique, sa diminution pourrait être suffisante à l'activation de 

XIAP afin d'inhiber l'activité des caspases. La diminution de SmaclDIABLO étaye 

aussi nos résultats obtenus à l'oestrus en dévoilant la prédominance de l' apoptose dans 

les cellules épithéliales de la lumière utérine (Déry, 2003). De plus, la diminution de ce 

facteur pro-apoptotique lors de l'oestrus suggère qu'il pourrait bien disposer d'une 
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fonction clé dans le déclenchement de l' apoptose à ce moment précis du cycle oestral de 

la rate. À ce jour, il n'y a aucune information disponible dans la littérature démontrant 

que E2 module l'expression de SmacIDIABLO, à cet égard ces constatations sont les 

premières à révéler ce mécanisme. 

Les traitements à l'oestradiol-17~ engendrent le clivage des caspases-3, -6 et -7 dans les 

cellules endométriales. Ces résultats entrent en contradiction avec le fait que E2 induit la 

prolifération des cellules endométriales au lieu d'induire l'activation de la cascade des 

caspases et l'apoptose. Même s'il a été établi que E2 déclenche l'apoptose in vitro dans 

les lignées de cellules préostéoclastiques (Zecchi-Orlandini, 1999) et in vivo dans les 

thymocytes de souris ovariectomisées (Patel, 2002), il est peu probable que E2 induise 

l'apoptose dans l'endomètre. Ceci peut s'expliquer par le fait qu'à la suite des injections 

de E2 faites aux rates ovariectomisées, des cellules endométriales en état de latence sont 

forcées de proliférer et peuvent se retrouver en situation de stress. D'ailleurs, le contrôle 

de la balance entre les facteurs de survie et de mort cellulaire est un mécanisme clé dans 

le maintien de l'homéostasie à l'intérieur de l'endomètre en prolifération. La hausse du 

clivage des caspases n'est pas nécessairement un signe de l'activation de l'apoptose. 

L'activité des caspases peut être bloquée par la présence d'un niveau élevé de XIAP (ou 

d'autres protéines inhibitrices d'apoptose connues ou inconnues comme les cIAPs 

(Gagnon, 2003)) et d'une faible concentration de SmacIDIABLO. Ce mécanisme 

particulier des cellules endométriales pourrait être important afin d'induire rapidement 

l'apoptose à un moment approprié du cycle (à l'oestrus par exemple) simplement par 

l'entremise de l'inhibition ou de la dégradation de XIAP par l'activité ligase de 

l'ubiquitine (Yang, 2000). 

L'induction de l'activation des caspases en réponse à l'oestradiol-17~ peut également 

être expliqué par la présence et l'activité d'un métabolite naturel de E2, soit le 2-

méthoxyestradiol (2ME2). Ce dernier est un puissant agent anti-tumoral et anti­

angiogénique (Pribluda, 2000) qui induit l'apoptose chez plusieurs types cellulaires 

(Schumacher, 2001). De plus, le 2ME2 est actuellement sous essai clinique comme 

thérapie contre le cancer (Schumacher, 2001). TI est un des principaux métabolites de 
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l'oestradiol retrouvé dans le sérum humain et en milieu de cycle il augmente tout comme 

l'oestradiol (Berg, 1983). Toutefois, des études ont montré que le 2ME2 agissait 

selon une voie de signalisation différente de Ez (Dubey, 2000 et 2001). Une étude 

récente révèle qu'un traitement au 2ME2 résulte en une augmentation in vitro et in vivo 

de la régulation du récepteur de mort 5 (DR5), ce qui rendrait les cellules plus sensibles 

à l'activité cytotoxique du ligand de DR5 (<<tumor necrosis factor-related apoptosis­

inducing ligand» ou TRAIL) (LaVallee, 2003). En plus, les toutes dernières études 

démontrent que l'induction de l'apoptose par le 2ME2 requière l'activation des 

caspases-8, -9 et -3 (La Vallee, 2003). Une autre étude récente expose aussi l'induction 

de la caspase-3 et de l' apoptose sous l'effet du 2ME2 dans les cellules du carcinome 

gastrique (Lin, 2001). Ces observations établies au sein d'autres systèmes et types 

cellulaires suggèrent que le 2ME2 pourrait être un élément d'investigation dans le but de 

déterminer comment Ez est impliqué dans l'induction du clivage des caspases dans 

l'endomètre de la rate. À cet égard, il pourrait aussi être possible que l'activation des 

caspases ne soit pas due à l'action directe de Ez. 

Le facteur nucléaire transcriptionnel Kappa B (NF-KB) a fait l'objet de récentes études 

démontrant qu'il est la cible directe de P-Akt (Kane, 1999). NF-KB est séquestré (sous­

unités p65 et p50) dans le cytoplasme par les inhibiteurs IKBs lesquels sont phosphorylés 

par Akt. Suite à leur phosphorylation, les IKBs sont rel argués et dégradés par 

ubiquitination, ensuite NF-KB pénètre dans le noyau pour l'expression des gènes (Foo, 

1999). Nous avons trouvé dans la littérature que le promoteur de XIAP est aussi une 

cible pour NF-KB (Xiao, 2001; Stehlik, 1998). Depuis, nous avons prouvé l'activation 

d'Akt en réponse à l'oestradiol-17P dans l'endomètre de la rate pendant que l'équipe de 

Kane a démontré qu'Akt activait la voie de signalisation de NF-KB (Kane, 1999). Suite 

à cela, nous avons voulu savoir si la voie de signalisation AktINF-KB/IKB pouvait 

intervenir dans la régulation de l'expression de XIAP. Les résultats de la présente étude 

révèlent qu'il n'y a pas de différence dans l'expression de NF-KB, IKB ou la 

phosphorylation d'IKB durant les quatre phases du cycle oestral, ce qui exclut 

l'implication de cette voie dans la régulation de l'expression de XIAP ou de 

SmacIDIABLO. 
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D'autres voies de signalisation en aval d'Akt, connues pour être régulées par cette 

kinase, sont actuellement investiguées dans notre laboratoire comme par exemple eNOS 

(Dimmeler, 1999; Fulton, 1999), Bad (Pastorino, 1999), GSK-3~ (Pap, 1998; van 

Weeren, 1998) et la caspase-9 (Zhou, 2000). Dernièrement un rapport démontrait que 

l'IGF-1 (insulin-like growth factor-l) induisait l'activation d'Akt et de NP-KB, en plus 

de la phosphorylation du facteur de transcription Forkhead (FKHR) lequel, en retour, 

active une série de protéines intracellulaires anti-apoptotiques telles que XIAP 

(Mitsiades, 2002). Puisque FKHR est aussi une cible bien connue de l'action d'Akt 

(Brunet, 1999), la phosphorylation, l'activité et la régulation de ce facteur de 

transcription dans l'utérus nécessite de plus amples investigations. 

CONCLUSION 

En conclusion, cette étude expose pour la première fois la présence et la régulation de 

Akt, XIAP et SmaclDlABLO dans l'endomètre de la rate au cours du cycle oestral. De 

plus, elle démontre la régulation du facteur de survie Akt, ainsi que la régulation 

opposée de XIAP et SmaclDlABLO sous traitement à l' oestradiol-17~. Des analyses 

plus approfondies seront nécessaires pour déterminer plus spécifiquement les voies de 

signalisation intracellulaires et moléculaires impliquées dans le processus apoptotique du 

tractus reproducteur femelle. L'implication du TNP-a ou d'autres cytokines ou facteurs 

de croissance tels que le TGF-~, l'IGF-1 ou l'EGF dans la régulation de la mort 

cellulaire programmée via Akt et les inhibiteurs de l'apoptose (XIAP ou c1AP-1 et clAP-

2), dans l'utérus de la rate reste à être élucidée. Dans cette optique, il semble aussi 

nécessaire de pousser la vérification au niveau 1) de l'expression des différentes 

isoformes d'Akt, 2) des autres phosphatases possiblement impliquées dans l'inactivation 

d'Akt, 3) de FKHR, 4) de XAF-1, une autre protéine antagoniste des lAPs, 5) des c­

lAPI et 2, 6) de la concentration de 2ME2 dans le sérum et de ses effets sur la rate. Des 

investigations sont en cours afin de caractériser le rôle et le mécanisme de nos protéines 

d'intérêt dans la survie et la mort cellulaire au moyen de culture de cellules épithéliales 

et stromales de l'endomètre. 
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TI sera ainsi possible de détenniner plus exactement par quel mécanisme Akt, XIAP et 

SmaclDIABLO sont régulées. Car, une fois que le processus apoptotique est enclenché, 

la cellule s'engage irrémédiablement vers une mort certaine. Comprendre les voies et 

interactions de l'apoptose intervenant lors du cycle, c'est découvrir les véritables raisons 

de l'infertilité féminine marquée par l'échec de l'implantation embryonnaire, puisqu'en 

dépit du perfectionnement des méthodes de stimulation ovarienne et des techniques de 

fécondation in vitro certaines femmes ne parviennent toujours pas à concevoir. De là, il 

sera possible de diminuer le taux d'infertilité et d'améliorer les méthodes de 

contraception chez 1 'humain. 
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