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RÉSUMÉ 

Sous l'effet, des hormones stéroïdiennes, le tractus reproducteur femelle se prépare à 

une éventuelle fécondation de l'ovule, puis à l'implantation de l'ovocyte et au 

développement de l'embryon. Certains processus apoptotiques sont étroitement liés au 

problème de l'infertilité féminine. En effet, l'arrivé de l'embryon dans l'utérus 

déclenche l'apoptose des cellules épithéliales pour permettre à l'embryon de s'implanter 

dans la paroi utérine. Toutefois, il arrive que les mécanismes intracellulaires impliqués 

dans le déclenchement de l'apoptose au niveau des cellules endométiales se dérèglent et 

qu'il y ait échec de l'implantation embryonnaire. Chez la rate, l'exposition à 

l'oestrogène est indispensable à l'implantation embryonnaire par ailleurs, en absence de 

fécondation, il y a dégradation par apoptose des couches externes de la muqueuse 

utérine sans engendrer d'hémorragie (comme c'est le cas lors des menstruations chez la 

femme), c'est ce que l'on appelle l'oestrus. Cette étude revêt une importance capitale, 

puisque la régulation de l'apoptose dans l'utérus est encore très peu documentée. 

L'objectif de cette étude est d'investiguer l'implication de la voie de signalisation de PI 

3-KlAkt (PhosphatidylinositoI3-kinase/ Activated by kinase tyrosine) et la régulation de 

SmaclDIABLO (Second mitochondrial activator of caspaseslDirect IAP binding protein 

with low pl) et de XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) dans le contrôle de 

l'activation des caspases au cours du cycle oestral de la rate ou sous traitement à 

l' oestradiol-17p. Les résultats ont été obtenus à partir d'extraits protéiques du tissu 

endométrial et de sections de cornes utérines prélevées sur des rates cyclées ou 

ovariectomisées et traitées à l'oestradiol-17p. De là, l'utilisation des techniques 

d'immunohistochimie, de TUNEL et d'immunobuvardage Western a mis en lumière 
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l'expression et la régulation des protéines ciblées. La première étude suggère que 

l'intensification de l'expression d'Akt et de son activité en réponse à l'oestradiol 

pourrait être un important mécanisme de protection des cellules endométriales face au 

déclenchement de l' apoptose et pourrait induire la prolifération cellulaire, tandis que 

l'inhibition de l'activité d'Akt conduirait à l'activation de la caspase-3 et à l'apoptose 

dans les cellules endométriales. La seconde étude insinue quant à elle que 

Smac/DIABLO et XIAP sont régulées différemment et qu'il est possible qu'elles jouent 

un rôle important dans la régulation de la destinée des cellules endométriales. De plus, 

cette étude confirme le rôle clé des caspases effectrices dans le contrôle du processus 

apoptotique à l'oestrus dans l'utérus de la rate. 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 du dialogue entre l'utérus et l'embryon. 

MOTS CLÉS: ApOPTOSE, CYCLE OESTRAL, INFERTILITÉ FÉMININE, IMPLANTATION, 

UTÉRUS, HORMONES STÉROÏDlENNES, CASPASES, AKT, XIAP, SMAc/DIABLO, 
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INTRODUCTION 

Les recherches effectuées au sein de notre laboratoire sont consacrées à la 

compréhension des mécanismes intracellulaires et moléculaires qui régissent l'apoptose 

dans l'utérus de la rate. L'apoptose est un phénomène essentiel au maintien de 

l'homéostasie à l'intérieur de l'utérus. Ainsi, il contrôle le nombre de cellules présentes 

au cours du cycle oestral, de l'implantation embryonnaire et de la gestation. Tout cela se 

produit sous l'influence des sécrétions d'oestrogène et de progestérone qui, entre autres, 

durant le cycle oestral, régulent la prolifération et la différenciation des cellules 

épithéliales et glandulaires en plus de leur mort par apoptose (Moulton, 1997). 

Nous avons émis l'hypothèse qu'à l'intérieur de l'utérus la voie de survie cellulaire 

d'Akt, impliquant XIAP et Smac/DIABLO pourrait avoir une influence sur la survie et 

la mort des cellules endométriales lors du cycle oestral. Cette étude revêt une 

importance capitale, puisque le rôle de ces protéines n'avait encore jamais été investigué 

au niveau de l'utérus. L'étude de l'apoptose n'implique pas seulement de comprendre 

les mécanismes qui régulent la physiologie normale, mais aussi ceux qui définissent la 

physiologie anormale. Somme toute, l'ensemble de cette étude servira de base pour de 

futures investigations sur la nature et la régulation de l'infertilité féminine. 

Les résultats ont été obtenus à partir de protéines endométriales et de sections de cornes 

utérines prélevées sur des rates cyclées ou ovariectomisées et traitées à l'oestradiol-17p. 

De là, l'utilisation des techniques d'immunohistochimie, de TUNEL et 

d'immunobuvardage Western a mis en lumière l'expression et la régulation des 

protéines ciblées. 

Ce mémoire se compose dans un premier temps d'une revue de littérature suivie de la 

description du matériel et des méthodes et des résultats publiés dans le cadre de deux 

articles. L'ensemble de ces résultats est ensuite discuté, puis les perspectives ouvertes 

par ces projets sont présentées. Cette dernière partie se termine par une conclusion 

générale. 
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1.1. APOPTOSE 
1.1.1. GÉNÉRALITÉS 

3 

L'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée et hautement régulé au 

terme duquel la cellule meurt dans des conditions physiologiques sans compromettre 

l'intégrité de l'organisme. 

Le terme apoptose à été introduit en biologie en 1972 par Kerr et ses collaborateurs, afin 

de désigner une forme de mort cellulaire distincte de la nécrose (Kerr, 1972). 

Étymologiquement le mot grec apoptose, «apo» pour éloignement et «ptose» pour chute, 

fait référence à la chute des feuilles en automne. L'apoptose survient naturellement au 

cours de l'embryogenèse, du renouvellement des tissus soumis à des variations 

hormonales cycliques (muqueuse utérine, épithélium mammaire) et lors du 

vieillissement (Kiess, 1998). Ainsi, les cellules surnuméraires et dysfonctionnelles sont 

éliminées afin de préserver l'homéostasie de l'organisme. Toutefois, la dérégulation de 

l'apoptose est à l'origine de plusieurs pathologies (Bergamaschi, 1994). La mort 

cellulaire programmée est donc un mécanisme clé impliqué lors de processus tant 

physiologiques que pathologiques. 

1.1.2. CARACTÉRISTIQUES MORPHOLOGIQUES 

La mort cellulaire programmée peut être induite par une vaste gamme de stimuli. Par 

exemple, la privation de facteur de croissance, des stress physiques ou chimiques, les 

variations hormonales et l'activation des récepteurs membranaires par leurs ligands 

(FAS, TNF) (Vaughan, 2002). Cette forme de mort cellulaire met en œuvre des 

interactions moléculaires prédéterminées, à l'intérieur d'une cellule isolée, lors de la 

cascade apoptotique. Ainsi, l'apoptose se distingue par une séquence d'altérations 

morphologiques débutant par la condensation du cytoplasme (entraînant la perte de 

contact intercellulaire), suivit de l'externalisation de la phosphatidylsérine membranaire. 

La structure des organites demeure intacte alors que la chromatine se condense et que 

son ADN se fragmente (180-200 paires de bases) dû à l'activation de la DNase l, la 
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membrane plasmique bourgeonne et finalement les corps apoptotiques sont phagocytés 

par les macrophages environnants sans entraîner de réaction inflammatoire. Cependant, 

la présence insuffisante de cellules phagocytaires entraîne la cytolyse des corps 

apoptotiques, aussi qualifiée de «nécrose secondaire» (Schwartzman, 1993). 

À l'inverse, la nécrose survient de façon accidentelle lorsque la cellule a subi des 

dommages irréparables. TI y a alors une perméabilisation membranaire précoce qui 

engendre un gonflement cellulaire, la rupture de la membrane plasmique et la 

destruction des organites et de la chromatine. Le déversement qui fait suite à la rupture 

de la membrane est à l'origine de la réaction inflammatoire (Ziegler, 2004) (Fig. 1.1). 

Les menstruations ont longtemps été associées à la nécrose ischémique de l'endomètre 

causée par la vasoconstriction de petits vaisseaux. Toutefois, des études menées à l'aide 

de la microscopie électronique ont révélés la présence de corps apoptotiques dans les 

cellules épithéliales de l'endomètre humain lors de la phase sécrétrice (Otsuk.i, 2001). 

L'apoptose au sein du tractus reproducteur survient de manière très stéréotypée 

s'inscrivant dans le cours normal du cycle menstruel/oestral. Sa fidèlité est donc 

primordiale à la régularité du cycle et par le fait même au délicat processus qu'est la 

reproduction chez les mammifères. Une meilleure compréhension des interactions 

sophistiquées régissant la destinée des cellules endométriales permettra d'approfondir 

nos connaissances quant au rôle exact de la régulation moléculaire de l'apoptose dans 

l'endomètre au cours du cycle. 

1.2 LE RAT 

Le rat Sprague-Dawley permet l'étude des mécanismes régulant l'apoptose dans un 

environnement contrôlé. C'est un modèle d'une grande souplesse d'utilisation, car il est 

de manipulation et d'entretien faciles pour des coûts minimes. Sa petite taille permet de 

l'entretenir et de le manipuler sans contrainte. De nombreuses études impliquant le rat 

ont permis d'en savoir plus au niveau physiologique, anatomique, génétique et 

comportemental. À cet égard, il est bien connu que la rate possède un cycle court (4 à 5 
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jours) et qu'elle présente de nombreuses similitudes avec la femme telles qu'une 

ovulation spontanée en l'absence de mâle et une placentation hémo-choriale (le sang 

maternel est directement en contact avec les villosités choriales) (Thibault, 2001). Ainsi, 

les résultats obtenus et interprétés avec soin, peuvent être l'extrapolés à la femme 

(Waynforth, 1992). De plus, les rates ovariectomisées sont communément utilisées en 

tant que modèle dans l'étude de la régulation des hormones stéroïdiennes (Wu, 2003). 

1.3 L'UTÉRUS 

La femelle du rat est pourvue d'un utérus «double», c'est-à-dire dotée de deux cornes 

utérines s'ouvrant sur un seul vagin (Thibault, 2001). Les cornes utérines se situent de 

chaque côté de la cavité abdominale et se prolongent non loin de la portion inférieure 

des reins. Parcourant la face intérieure des cornes, les vaisseaux ovariens (artère et 

veine), transportent le sang vers l'utérus et les ovaires. Les deux ovaires sont de petits 

organes ronds de forme irrégulière, rattachés à une corne utérine via la trompe de 

Fallope, qui est enroulée sur elle-même (Waynforth, 1992) (Fig.l.2). La paroi de 

l'utérus est composée de trois couches de tissus: le périmétrium, le myomètre et 

l'endomètre. Le périmétrium, la tunique séreuse, est une portion du péritoine viscéral. 

Le myomètre, la tunique musculaire, est constitué de cellules musculaires lisses, dont les 

contractions permettent l'expulsion des petits (environ 6 à 10 chez la rate) lors de 

l'accouchement (Marieb, 1993). La tunique muqueuse ou l'endomètre est constitué d'un 

épithélium luminal et glandulaire, séparé du stroma conjonctif par une lame basale. Le 

stroma est richement vascularisé et abrite les glandes utérines qui débouchent dans la 

lumière (Thibault, 2001) (Fig.l.3). L'utérus a pour rôle de permettre le transport et la 

survie des spermatozoïdes, d'accueillir l'ovule fécondé et d'assurer l'alimentation du 

fœtus, ainsi que le maintien de la gestation. En l'absence de fécondation, il y a 

renouvellement des couches externes de sa muqueuse sans engendrer d'hémorragie 

(comme c'est le cas lors des menstruations chez la femme), c'est ce que l'on appelle 

l'oestrus (Thibault, 2001). Ainsi, la muqueuse utérine est dépendante des hormones 

stéroïdiennes et de leurs fluctuations, pour la préparation à l'implantation d'un embryon. 
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FIGURE 1.2: Anatomie de l'appareil génital de la rate. (Eckstein et Zuckerman, 
1960) 
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FIGURE 1.3 Coupe histologique d'une corne utérine de rate (Grossissement lOx). 
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1.4 LE CYCLE OESTRAL 

1.4.1 LES VARIATIONS HORMONALES 

Conformément aux caractéristiques structurales et fonctionnelles de l'utérus le cycle 

oestral de la rate, d'une durée de quatre jours, se subdivise en quatre phases: le diestrus, 

le proestrus, l'oestrus et le métestrus (Fig. 1.4 ). 

Diestrus ou Diestrus-2 (6h): L'hormone lutéinostimulante (LH) et l'hormone 

folliculostimulante (FSH) sont à leur point le plus bas. Au Début, le niveau 

d'oestrogène est au minimum avant d'amorcer sa remontée. La progestérone poursuit sa 

descente pour atteindre une faible concentration en fin de phase. 

Proestrus (72h) : La LH est à son point culminant, alors que la FSH passe rapidement 

d'un niveau faible à un niveau plus élevé. L'oestrogène accède à son pic, 

conséquemment à la croissance des follicules. À l'inverse, la progestérone tombe à son 

plus bas avant de rejoindre son point le plus haut vers la fin de la phase. C'est ici que 

débute l'acceptation du mâ1e qui se poursuit jusqu'aux premières heures de l'oestrus. 

Oestrus (10-20h) : TI y a ovulation suite à la décharge de LH/FSH. L'ovule est à 

présent accessible pour une éventuelle fécondation par les spermatozoïdes du mâle 

(Fig.1.S). La LH diminue jusqu'à son plus bas niveau. La FSH quant à elle débute une 

remontée jusqu'à un second pic pour ensuite revenir à un niveau intermédiaire. Ce pic 

de FSH est caractéristique du cycle de la rate, il stimule la formation de l'antrum des 

follicules qui ovuleront lors du prochain cycle (Thibault, 2001). L'oestrogène continue 

de diminuer et la progestérone diminue aussi avant de débuter son ascension. 

Métestrus ou Diestrus-l (Sh) : Les niveaux de LHIFSH sont minimes. L'oestrogène 

maintient sa descente, alors que la progestérone augmente jusqu'à un maximum pour 

redescendre aussitôt (Spomitz, 1999). La rate se distingue par une activité fonctionnelle 

très brève de son corps jaune cyclique qui est reliée à la hausse des sécrétions de 

progestérone. Cette activité perdure jusqu'au début du diestrus (Thibault, 2001). 
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Bref, c'est la décharge de gonadotropines (LHlFSH) au tout début de l'oestrus qui 

déclenche l'ovulation, marquant la fin de la phase folliculaire et le début de la phase 

lutéale (Thibault, 2001). 

1.4.2 LA CYTOLOGIE VAGINALE 

Les frottis vaginaux démontrent que la cytologie de la muqueuse vaginale évolue au 

cours du cycle oestral de la rate. À ce titre, on observe énormément de leucocytes 

polymorphonucléaires lors du diestrus, ceux-ci servent à éliminer les cellules mortes. 

Ensuite, le début du proestrus se caractérise par la présence de mucus au travers duquel 

se retrouve encore quelques leucocytes polymorphonucléaires, des cellules nucléées et 

quelques cellules épithéliales kératinisées. La fin du proestrus se compose presque 

uniquement de cellules nucléées, c'est la phase proliférative. L'oestrus fait place à une 

abondance de cellules kératinisées mortes par apoptose lorsque l'ovule n'est pas fécondé 

ainsi qu'en réponse au retrait de l'oestrogène. Finalement, le métestrus révèle quelques 

cellules kératinisées et nucléées ainsi que l'arrivé des leucocytes polymorphonucléaires 

(Waynforth, 1992) (Fig. 1.5). L'oestrogène et la progestérone sont directement 

responsables des changements histologiques et morphologiques de l'utérus pendant le 

cycle oestral (Dharma, 2001). 

1.5 LES HORMONES STÉROÏDIENNES 

1.5.1 L'OESTRADIOL-171l ET LA PROGESTÉRONE 

La biosynthèse des stéroïdes s'initie dans les mitochondries des cellules de la thèque 

interne du follicule ovarien. lis sont élaborés à partir du cholestérol suite à une série de 

réactions en chaîne. Dans un premier temps, le cytochrome P-450scc (side-chain 

cleavage), stimulé par la LH, convertit le cholestérol en prégnènolone. La seconde 

réaction est catalysée au niveau du réticulum endoplasmique par le cytochrome P-

450C17 (17a-hydroxylasellyase) qui transforme la prégnènolone et la progestérone en 

leurs dérivés 17a-hydroxylés. Ces dérivés sont clivés afin d'obtenir la 

déhydroépiandrostérone (DHEA) et l'androstèdione. Le tout se poursuit dans le 
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FIGURE 1.5 : Frottis marquant l'évolution de la cytologie vaginale au cours du 

cycle oestral de la rate. Les cellules apposées sur une lame sont 

colorées au bleu de méthylène 0.1 % (Grossissement 20x). 
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réticulum endoplasmique des cellules de la granulosa du follicule  ovarien. De là, la 

troisième réaction est induite par l'action de la FSH sur le cytochrome P-450aro 

(aromatase) qui assure la conversion des androgènes en oestrogènes (Thibault, 2001; 

Idelman, 2000) (Fig. 1.6). Cette biosynthèse est en étroite relation avec le cycle ovarien 

(Goodman, 2003). 

L'oestradiol (E2) est le principal oestrogène ovarien, ensuite il y a l'oestrone (El) qui est 

également fournie en quantité appréciable par les ovaires, alors que l'oestriol (E3) n'est 

pas d'origine ovarienne et est considéré comme un de leur métabolite (Heffner, 2003). 

La progestérone est pour sa part sécrétée par le corps jaune de l'ovaire pendant le cycle 

menstruel/oestral et par le placenta lors de la gestation. 

Au moment de la puberté, l'oestrogène stimule la croissance et le développement des 

organes génitaux internes et externes en plus des seins. Même après leur maturation les 

organes génitaux nécessitent un apport constant en oestrogène afin de maintenir leur 

dimension et leur fonction. À ce titre, il est prouvé qu'une privation prolongée 

d'oestrogène après une ovariectomie s'accompagne de l'involution de l'utérus 

(Goodman, 2003). L'oestrogène induit aussi la phase proliférative du cycle. Sous 

l'effet, des hormones stéroïdiennes, le tractus reproducteur se prépare à une éventuelle 

fécondation de l'ovule, puis à l'implantation et au développement de l'embryon. Le rôle 

de la progestérone est essentiellement de rendre la muqueuse utérine apte à la nidation et 

au maintien de la gestation (Idelman, 2000). 

L'efficacité de l'oestrogène et de la progestérone dans les tissus cibles dépend de leur 

capacité à se lier respectivement à leurs récepteurs à l'oestrogène (ERa et ~  et à la 

progestérone (PR A et PR B) (Wu, 2003). Les ERs appartiennent à la super famille des 

récepteurs nucléaires régulant la transcription des gènes selon leur structure (alpha ou 

bêta) et leur fonction (Nephew, 2000). ERa est l'isoforme qui prédomine au niveau du 

tissu des glandes mammaires, de l'utérus, du col de l'utérus, du vagin et de plusieurs 

autres, alors que ~ se limite à l'ovaire, à la rate, aux poumons, à l'hypothalamus et au 

thymus (Hall, 2001). La concentration des récepteurs fluctue tout au long du cycle 
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oestral et ce en fonction du niveau hormonal. Par conséquent, la hausse de l'oestrogène 

avant l'ovulation induit l'expression des récepteurs à l'oestrogène (ERa) et à la 

progestérone (PR) (Thibault, 2001; Ogle, 2002). Cette dernière stimule l'activité 

sécrétoire de l'endomètre garantissant un environnement propice à l'implantation, puis 

au développement de l'embryon (Thibault, 2001). 

1.5.2 LE 2-MÉTHOXYESTRADIOL 

Le 2-méthoxyestradiol (2ME2) est un métabolite endogène de l oestradiol-17~ retrouvé 

dans le sang et l'urine, qui a une activité anti-tumorale et anti-angiogénique reconnue 

depuis plusieurs années. Néanmoins, la fonction physiologique exacte de cette molécule 

demeure toujours inconnue, mais sa faible toxicité l'assujettit à une vaste gamme 

d'études cliniques de Phase 1 et II sous le nom de Panzem (LaVallee, 2003). 

Le 2ME2 résulte d'une d'hydroxylation hépatique de l oestradiol-17~ par les 

cytochromes P450, suivit d'une méthylation des dérivés hydroxylés (2-ou 4-

hydroxyestradiol) par  la catéchol-O-méthyltransférase (COMT), une enzyme présente 

dans le  foie, les reins, le cerveau, le placenta, l'utérus, les glandes mammaires et les 

globules rouges (Schumacher, 2001). 

Même s'il possède peu d'affinité pour les ERs, une étude effectuée au cours du cycle 

menstruel de huit femmes a démontré que les concentrations de 2ME2 correspondaient 

aux variations cycliques de l'oestradiol (Berg, 1983). De plus, l'induction de l'apoptose 

par le 2ME2 requiert l'exécution de la cascade des caspases dans les cellules 

endothéliales et cancéreuses (La Vallee, 2003 ; Mooberry, 2003). 

1.6 L'IMPLANTATION EMBRYONNAIRE 

Chez la rate, l'exposition à l'oestrogène est indispensable à l'implantation embryonnaire, 

alors que la progestérone permet le maintien de la gestation (Abrahamsohn, 1993). La 
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femme quant à elle ne requiert que l'apport de la progestérone pour promouvoir 

l'implantation du blastocyste et la maturation de l'endomètre (Sun, 2004). 

En quelques mots, l'implantation embryonnaire est un processus complexe au cours 

duquel le blastocyste s'appose d'abord à l'endomètre maternel, y adhère, puis finalement 

y pénètre et l'envahit (Fig. 1.7). Chez la rate, l'implantation survient autour du jour 5 du 

développement de l'embryon qui lui arrive à terme aux environs du jour 22 (Thibault, 

2001). 

L'apoptose s'initie au nIveau des cellules épithéliales, détruisant les barrières à la 

recherche de l'apport sanguin maternel (Pampfer, 1999; Parr, 1987), puis les cellules 

stromales de l'endomètre se métamorphosent en cellules de la décidue, ce processus se 

nomme la décidualisation. Les cellules de la décidue persistent pour la plupart jusqu'au 

jour 14 de la gestation, où il y a régression de la déci due par apoptose (Moulton, 1997). 

1.6.1 INFERTILITÉ FÉMININE 

Le succès de la reproduction chez les mammifères résulte de délicates interactions entre 

l'embryon et l'environnement maternel (Abrahamsohn, 1993). L'arrivée de l'embryon 

dans l'utérus déclenche l'apoptose des cellules épithéliales qui cèdent leur place pour 

permettre à l'embryon de s'implanter dans la paroi utérine. Cette synchronisation est 

rendue possible grâce au dialogue établit entre l'embryon et l'utérus. Toutefois un 

dérèglement des interactions embryo-utérines peut contrecarrer la poursuite de 

l'implantation. Sans implantation, l'embryon est perdu. 

On estime à plus de 80% les pertes embryonnaires causées par une mauvaise réceptivité 

de l'endomètre utérin, ce qui en fait la cause majeure d'infertilité chez les mammifères 

(Duc-Goiran, 1999). Dans la plupart des cas, l'échec de l'implantation survient avant 

même que la gestation n'ait été cliniquement détectée. L'insuccès de l'implantation est 

aussi le principal facteur limitant en reproduction assistée (Sun, 2004). 
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1.7 LES MÉCANISMES MOLÉCULAIRES DE L'APOPTOSE 

Les changements morphologiques et histologiques des cellules utérines révèlent l'action 

de molécules spécialisées jouant un rôle prédéterminé au cœur du processus de mort 

cellulaire programmée. Ainsi, le démantèlement des structures cellulaires est imputable 

à la transduction des signaux extracellulaires et intracellulaires qui constitue la cascade 

apoptotique. Vue la multitude de voies de signalisation existantes, cette étude s'est 

penchée sur la voie de signalisation de PI 3-KlAkt en englobant les protéines qui 

gravitent autour de celle-ci soit; les caspases, XIAP, Smac/DIABLO, PTEN et NF-KB 

(Fig. 1.8). 

1.7.1 LES CASPASES 

Les caspases (Cystein Aspartate-Specific ProteASEs) constituent une famille de 

protéases qui tirent leur nom de leur mode d'action (Creagh, 2001). En effet, elles 

possèdent toutes un site catalytique très conservé composé d'un résidu cystéine (C) 

localisé dans la séquence peptidique QACxG (où le résidu x est R, Q ou G) (Fig. 1.9). 

Ce site confère aux caspases une spécificité de reconnaissance et de clivage du substrat 

au niveau des résidus aspartates (Cohen, 1997). Les caspases jouent un rôle crucial dans 

l'initiation et dans l'exécution de l'apoptose, c'est pourquoi toutes les cellules 

mobilisées par la mort cellulaire programmée affichent des modifications 

morphologiques et biochimiques similaires. 

Les caspases sont présentes dans le cytoplasme sous une forme inactive: la pro-caspase. 

Ces enzymes sont constituées d'un pro-domaine N-terminal, d'une grande sous-unité 

(-20 KDa) portant le site catalytique et d'une petite sous-unité (-10 KDa) en C-terminal. 

L'activation des caspases nécessite le clivage successif de la petite et de la grande sous-

unité, ainsi que l'élimination du pro-domaine suivit de l'assemblage des sous-unités en 

un hétérodimère. La forme active de l'enzyme est finalement constituée de deux 

hétérodimères qui comprennent chacun deux sites catalytiques actifs (Wolf, 1999) (Fig. 

1.9). 
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FIGURE 1.9 : Représentation schématique du mode d'activation des caspases. 

(d'après Thomberry, 1998) 
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À ce jour, on dénombre quatorze caspases différentes, les recherches à venir diront si 

cette liste est exhaustive ou si elle ne l'est pas. Les caspases ont été classées d'après la 

spécificité de leur substrat ou selon la taille de leur pro-domaine ou encore selon l'étape 

où elles interviennent au cours du processus. En plus, les caspases sont grossièrement 

divisées en deux groupes fonctionnels: le premier comprend les caspases activées lors 

de l'apoptose (caspases-2, -3, -6, -7, -8, -9 et -10) et le second celles intervenant au 

moment de l'inflammation (caspases-l, -4, -5 et -11), mais cette division est appelée à 

changer avec la recherche (Creagh, 2001). De là, les caspases impliquées dans 

l'apoptose sont subdivisées selon l'étape où elles interviennent au cours de la cascade et 

la taille de leur pro-domaine. Les caspases initiatrices (caspases-2, -8, -9 et -10) 

possèdent un long pro-domaine N-terminal composé de motifs d'interaction protéine-

protéine, tel que le «death effector domain» (DED) pour les caspases-8 et -10 ou le 

«caspase recruitement domain» (CARD) pour les caspases-2, et -9. Ces domaines 

permettent le recrutement des caspases par des protéines adaptatrices au sein des 

complexes d'initiation de l'apoptose, ce qui entraîne leur activation par autocatalyse. 

Les caspases exécutrices (caspases-3, -6 et -7) sont pourvues d'un pro-domaine court qui 

ne possède pas de domaine leur permettant d'être recrutées, elles sont donc activées à la 

suite de leur clivage par une autre caspase (Thomberry, 1998; Creagh, 2001). Ainsi les 

caspases initiatrices font la liaison entre le déclenchement de l' apoptose et la phase 

d'exécution, assurée par les caspases effectrices. Les caspases peuvent s'autocliver et 

activer d'autres caspases ou substrats formant alors une cascade enzymatique permettant 

d'amplifier les signaux pro-apoptotiques (Thomberry, 1998 ). 

Les caspases-8 et -10 sont activées par la voie des récepteurs de mort, alors que la 

caspase-9 est activée en passant par la voie mitochondriale. Ainsi, en réponse à un 

stimulus apoptotique la mitochondrie libère le cytochrome c dans le cytosol où il se lie à 

Apaf-l (apoptotic protease activating factor-l), puis à la caspase-9 pour constituer sa 

forme active: l'apoptosome (Creagh, 2001). TI arrive parfois que l'activité protéolytique 

de la caspase-9 soit inhibée par Akt qui phosphoryle son résidu sérine 196, sans doute 

dans le but de promouvoir la survie cellulaire (Cardone, 1998). 
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C'est le clivage protéolytique qui est à l'origine des particularités biochimiques et 

morphologiques des cellules en apoptose. TI a pour conséquence: 1) l'activation des 

protéines impliquées dans le déroulement de l'apoptose (pro-caspases, endonucléases, 

facteurs de transcription), 2) l'inactivation des protéines contribuant au maintien de 

l'intégrité cellulaire (actine, lamines nucléaires, fodrine, facteur ICAD/DFF45), 3) 

l'inactivation des protéines participant à la régulation de la réparation de l'ADN (PARP, 

DNA-PK) ou du cycle cellulaire (RB) (Cohen, 1997). Collectivement, le clivage de ces 

protéines aboutit irrémédiablement à la mort de la cellule (Fig. 1.10). La clé de la 

compréhension du suicide cellulaire pourrait donc se situer au sein de leurs mécanismes 

d'activation et de régulation, de même que chez leurs substrats. Par ailleurs, la 

régulation des caspases est primordiale au bon fonctionnement de la cellule, c'est 

pourquoi elles sont modulées par les protéines inhibitrices de l'apoptose (lAPs). 

1.7.2XIAP 

La survie cellulaire nécessite l'inhibition de l'apoptose via le blocage des caspases ou 

encore via la prévention de leur activation. Ainsi, les protéines qui inhibent l' apoptose 

(lAPs) empêchent l' activation inappropriée des caspases dans les cellules (Duckett, 

1996). À ce jour, huit homologues des lAPs ont été identifiés chez l'homme; c-IAP1, c-

IAP2, NAIP, Survivin, BRUCE, ILP-2, LIVIN et XIAP (Nachmias, 2004). La famille 

des lAPs se distingue par un domaine hautement conservé d'environ 70 acides aminés 

baptisé le «baculoviral IAP repeat» (BIR) suite à sa découverte dans les baculovirus 

(Herrera, 2002). On peut en retrouver jusqu'à trois dans la même IAP. À l'exception de 

NAIP et Survivin, les lAPs disposent de domaines BIRs dans leur partie N-terminale et 

un domaine contenant un atome de zinc (RING finger) dans leur partie C-terminale. Le 

domaine RING confère une activité E3-ligase à la protéine lui permettant entre autre de 

réguler sa propre activité. L'activité E3-ligase est responsable de l'ubiquitination et de 

la dégradation de XIAP, mais aussi de Smac/DIABLO (un inhibiteur d'IAP) et 

probablement des caspases auxquelles elle s'associe (Nachmias, 2004; Deveraux et 

Reed, 1999). Cela pourrait être un autre mécanisme responsable de la diminution de 

l'activité des caspases. 
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FIGURE 1.10: Représentation schématique de la voie de signalisation des caspases. 
(Tirée du site www.cellsignal.com) 
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Le membre le mieux caractérisé de cette famille est la IAP liée au chromosome X 

humain (XIAP). Celui-ci est reconnu pour être un puissant inhibiteur de l'apoptose. En 

effet, son activité anti-apoptotique est imputable à son habileté à inhiber les caspases 

(Salvesen, 2002). L'interaction entre les caspases et les IAPs se fait par l'intermédiaire 

des domaines BIRs. XIAP possède trois domaines BIRs qui lient et inhibent 

sélectivement les caspases-3, -7 et -9 (mais pas les caspases-l, -6, -8 et -10) par 

l'entremise d'interactions moléculaires directes (Holcik, 2001). Chaque domaine BIR 

possède une spécificité qui lui est propre pour la liaison aux caspases. Chez XIAP, les 

domaines BIRI et BIR2 inhibent les caspases-3 et -7, alors que le domaine BIR3 inhibe 

l'activité de la caspase-9 (Deveraux, 1999 ; Nachmias, 2004). 

Par ailleurs, puisque la surexpression de XIAP peut favoriser le développement de 

tumeurs, de nombreuses recherches visent à développer des molécules capables de 

neutraliser l'action des IAPs de la même manière que le fait la protéine SmacIDIABLO, 

afin de sensibiliser les cellules cancéreuses à l' apoptose. 

1.7.3 SMACIDIABLO 

Chez les mammifères, la protéine SmaclDIABLO (Second mitochondrial-derived 

activator of caspaseslDirect IAP-Binding protein with Low pl) fait partie des protéines 

mitochondriales qui exercent une activité pro-apoptotique à la suite de leur migration 

dans le cytoplasme (Verhagen, 2000; Du, 2000). Ainsi, sous l'action d'un stress 

mitochondrial, elle est relâchée dans le cytosol afin de compétitionner avec les caspases 

pour la liaison avec XIAP. SmaclDIABLO neutralise donc l'action protectrice de XIAP 

pour permettre la poursuite de la cascade des caspases (Fig. 1.8 et 1.10). 

Smac/DIABLO est une protéine dimérique initialement synthétisée avec une séquence 

mitochondriale cible en N-terminal qui est clivée lors de la maturation du polypeptide. 

De plus, la cristallographie au rayon-X a révélé que les quatre premiers acides aminés 

(AVPI) de la protéine mature se lient préférentiellement au domaine BIR3 de XIAP, 

cependant la protéine peut tout aussi bien interagir avec le domaine BIR2 (Amt, 2002 ; 
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Verhagen, 2002). De cette façon, elle empêche la liaison de XIAP aux caspases-3, -7 et 

-9 (Srinivasula, 2000). 

«XIAP associated factor-l» (XAF-l) est une autre protéine antagoniste de XIAP. 

Contrairement à Smac/DIABLO, c'est une protéine nucléaire qui possède un domaine en 

doigts de zinc lui permettant d'interagir directement avec XIAP. XAF-l séquestre XIAP 

dans le noyau ce qui a pour conséquence de rendre la cellule plus vulnérable aux 

processus apoptotiques (Liston, 2001; Leaman, 2002). 

1.7.4 LA VOIE DE SIGNALISATION PI 3-KI AKT 

Le phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-K) est un hétérodimère qui comprend une sous-

unité régulatrice de 85 KDa (p85) et une sous-unité catalytique de 110 KDa (pllO). Son 

substrat privilégié est le phosphatidylinositol 4,5 diphosphates (PIP2) des lipides 

membranaires. La PI 3-K est un intermédiaire important de la signalisation via les 

récepteurs à tyrosine kinase, dont l'action aboutit à l'activation d'Akt (<<Activated by 

kinase tyrosine»). Lorsqu'un récepteur capte un signal de survie cellulaire il induit le 

recrutement de PI 3-K qui opère en tant que précurseur du second messager. De là, la PI 

3-K phosphoryle le PIP2 en position 3'-OH générant le second messager, un 

phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphates (PIP3) dans la couche lipidique tout près du 

récepteur. PIP3 agit ensuite comme un site de recrutement pour activer d'autres 

protéines vers la membrane cellulaire incluant les phosphoinositides-kinases 

dépendantes (PDK) et Akt (Fresno Vara, 2004). 

Akt est une protéine sérine/thréonine kinase aussi connue sous le nom de protéine kinase 

B (PKB) qui stimule la prolifération et la survie cellulaire. Jusqu'à maintenant trois 

isoformes d'Akt s'exprimant différemment ont été identifiées soit: Aktl, Akt2 et Akt3 

(Fresno Vara, 2004). Structuralement parlant, Akt est composée d'un domaine PH, pour 

«pleckstrin homology», à l'extrémité N-terminale, d'un domaine kinase central et d'un 

domaine régulateur permettant l'interaction entre les molécules (PDK-2) au moyen de 

son motif hydrophobe en C-terminal (Song, 2005). La forme inactive de la protéine se 



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

26 

retrouve dans le cytosol, mais elle est mobilisée vers la membrane plasmique, suite à la 

réception d'un signal (facteurs de croissance ou cytokines) au niveau d'un récepteur, 

afin de contribuer à la régulation de plusieurs fonctions cellulaires incluant le 

métabolisme des nutriments, la croissance cellulaire, la régulation transcriptionnelle et 

évidemment la survie de la cellule (Asselin, 2001 ; Song, 2005). Ce processus requiert 

l'activation de la PI 3-kinase pour la production de PIP2 et de PIP3 nécessaire à 

l'attachement d'Akt à la membrane plasmique via son domaine PH en N-terminal. Cette 

interaction entre le domaine PH et les lipides membranaires permet un changement 

conformationnel d'Akt, dévoilant le site thréonine308
, contenu dans la boucle 

d'activation du domaine kinase, la rendant apte à être phosphorylée par PDK-1. Afin de 

compléter son activation, Akt nécessite également la phosphorylation du résidu sérine473
, 

situé dans l'extrémité régulatrice C-terminale. Cependant, l'identité de la kinase, 

appelée temporairement la PDK-2, responsable de cette dernière phosphorylation 

demeure toujours controversée (Datta, 1999 ; Testa, 2001; Toker, 2000). 

Une fois activée Akt peut phosphoryler et induire l'inactivation de la protéine pro-

apoptotique BAD (<<Bcl-2-antagonist of cell death») via la protéine 14-3-3 (Fig. 1.8). TI 

lui est aussi possible d'inactiver directement la pro-caspase-9 par phosphorylation 

(Cardone, 1998), ou encore, d'activer certaines protéines telles que IlCB, une kinase 

régulant NF-lCB le facteur de transcription des lAPs (Testa, 2001). Toutefois, 

l'induction de l'apoptose peut être effectuée à l'aide d'inhibiteurs de la PI 3-K tels que le 

composé LY294002 et la Wortmannin (St-Germain, 2004). 

1.7.5 NF-KR 

La famille des facteurs de transcription nucléaire Kappa B (NF-lCB) régit l'expression de 

plus de 150 gènes impliqués au sein de divers processus cellulaires (Kumar, 2004). En 

effet, NF-lCB est un régulateur de la réponse immunitaire et inflammatoire, de l'adhésion 

cellulaire, de la prolifération, mais aussi de la survie cellulaire. Son expression est 

induite par une multitude de stimuli tels que les cytokines (TNFa et IL-l) et le produit 

des gènes anti-apoptotiques (Akt) (Hofer-Warbinek, 2000; Kane, 1999). 
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NF-1d3 est formé de dimères qui sont contitués de différentes sous-unités: p50, p52, p65 

(RelA), c-Rel et RelB, mais le plus commun est l'hétérodimère p50/p65 (ReIA). Chaque 

membre de la famille des NF-1d3 possède une région conservée en N-terminal baptisée le 

domaine «Rel-homology» (RHD) qui participe à la dimérisation, à la localisation dans le 

noyau et à la liaison à l'ADN (Kumar, 2004). De ce fait, la sous-unité p50 permet la 

liaison à l'ADN, alors que la sous-unité p65 est plutôt responsable de la régulation de la 

transcription (Hou, 2003). 

En l'absence de stimuli, NF-1d3 est séquestré dans le cytoplasme par des inhibiteurs 

protéiques des protéines 1d3 (I1d3). La famille des protéines inhibitrices I1d3s est entre 

autre constituée des sous-unités I1d3a (la mieux connue), I1d3p et I1d3E qui s'homo- ou 

s'hétérodimérisent à l'instar de NF-1d3. NF-1d3 est activé lorsqu'un signal est capté par 

les récepteurs cellulaires de là, une série de réactions en chaîne est enclenchée via la 

voie de signalisation d'Akt (Fig. 1.8). Au terme de quoi il y a phosphorylation d'I1d3a 

au niveau des résidus sérines 32 et 36 ce qui conduit à l'ubiquitination et 

irrémédiablement à la dégradation par protéolyse d'I1d3a à l'aide du protéasome 26S. 

La phosphorylation d'I1d3a est accomplie par une I1d3 kinase (IKK), un complexe 

protéique divisé en deux sous-unités catalytiques (IKKI et IKK2) et en une sous-unité 

régulatrice (NEMO/IKKy pour «NF-1d3 essential modulator»). NF- 1d3 est donc libéré 

de l'emprise des I1d3s et peut finalement se transloquer dans le noyau afin d'y amorcer la 

transcription des gènes cibles. NF-1d3 intercède le plus souvent en tant que répresseur de 

l'apoptose en activant l'expression des inhibiteurs de caspases comme les lAPs ou les 

homologue de Bcl-2. Indirectement, il inhibe l'activité des caspases-3, -7 et -9 (Hofer-

Warbinek, 2000; Kumar, 2004). 

1.7.6PTEN 

Le gène suppresseur de tumeur PTENIMMAC (Phosphatase and tensin homolog deleted 

on chromosome tenlmutated in multiple advanced cancers) joue un rôle essentiel, à 

l'aide de son activité lipide ou protéine phosphatase, dans la régulation des voies de 
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signalisation cellulaire impliquées lors de la croissance, de l'adhésion, de la migration, 

de l'invasion et de l'apoptose des cellules (Sugatani, 2003 ; Dahia, 2000) (Fig. 1.8). 

Tout cela fait de lui une des cibles les plus communes pour les mutations menant au 

cancer chez l'humain (Hlobilkova, 2003). 

La structure de PTEN est constituée de deux principaux domaines: un domaine 

phosphatase en N-terminal qui possède un très large site actif conçu pour s'encrer à PIP3 

et un domaine C2 en C-terminal qui permet l'association à la membrane lipidique en 

plus d'un domaine de liaison PDZ (PSD95 DiscsLarge ZOl) (Ali, 2000). 

Le niveau intracellulaire de phosphorylation est régulé par l'action coordonnée des 

protéines kinases (Akt) et des phosphatases (PTEN). PTEN limite la prolifération 

cellulaire en induisant l' apoptose, et est probablement un régulateur de la population des 

cellules souches neuronales (Li, 2002). En tant que lipide phosphatase, PTEN inverse 

l'effet de la PI 3-K en déphosphorylant PIP3, son second messager, qui est converti en 

PIP2 (Petrocelli, 2001). La poursuite de la voie de survie cellulaire requière 

l'intervention de PIP3 qui recrute et active PDK-1. Sans PDK-l, Akt n'est pas 

phosphorylée et NF-KR demeure séquestré dans le cytoplasme (Dahia, 2000 ; Gustin, 

2001). En de telles circonstances, la voie des récepteurs de mort prédomine. Une 

mutation de PTEN ou un dérèglement de cette balance peut conduire à la formation de 

tumeurs au niveau de l'endomètre utérin, PTEN muté ayant une prévalence pour les 

cancers endométriaux (Hlobilkova, 2003 ; Mutter, 2000). Lorsque PTEN est muté la 

voie de survie cellulaire PI 3-KlAkt est activée de façon constitutive, les cellules ne 

cessent alors de proliférer et des tumeurs se développent (Gagnon, 2003). 

1.8 OBJECTIF 

Sur le plan physiologique, l'avènement de la reproduction chez les mammifères est un 

exploit en soi. La réceptivité utérine détermine le sort ultime réservé à l'embryon qui se 

doit d'être compétent pour l'implantation. Si l'implantation n'a pas lieu, le tractus 

reproducteur se charge d'initier rapidement un nouveau cycle. 
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La première étude suggère que l'intensification de l'expression d'Akt et de son activité 

en réponse à l'oestradiol pourrait être un important mécanisme de protection des cellules 

endométriales face au déclenchement de l' apoptose et pourrait induire la prolifération 

cellulaire, tandis que l'inhibition de l'activité d' Akt conduirait à l'activation de la 

caspase-3 et à l'apoptose dans les cellules endométriales. La seconde étude insinue 

quant à elle que SmaclDIABLO et XIAP sont régulées différemment et qu'il est possible 

qu'elles jouent un rôle important dans la régulation de la destinée des cellules 

endométriales via l'activation ou non des caspases effectrices dans l'utérus de la rate. 

L'objectif de cette étude est donc d'investiguer l'implication de la voie de signalisation 

de PI 3-K/Akt et la régulation de SmaclDIABLO et de XIAP dans le contrôle de 

l'activation des caspases au cours du cycle oestral de la rate ou sous traitement à 

l' oestradiol-17~  
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PRÉFACE 

Les auteurs du chapitre TI (publié en 2003 dans la revue Reproductive Biology and 

Endocrinology, 1(1):47, 13p.) sont: Marie-Claude Déry (expériences relatives aux jours 

du cycle, écriture de l'abstract, matériel et méthodes et figures), Valérie Leblanc 

(expériences à propos de l'oestradiol-17P et les figures s'y rattachant), Carl Shooner 

(ovariectomies) et le directeur de recherche, le Dr Éric Asselin, (écriture et correction de 

l' article). 
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RÉSUMÉ 

Les mécanismes moléculaires et intracellulaires impliqués dans la régulation des 

processus apoptotiques à l'intérieur des cellules endométriales demeurent toujours 

incompris et sont peu documentés. Nous avons investigué la possibilité que la voie de 

survie cellulaire d' Akt pourrait être impliquée dans la régulation de l' apoptose dans 

l'utérus au cours du cycle oestral. Les rates ayant un cycle oestral régulier (4 jours) sont 

euthanasiées à chaque jour du cycle (diestrus, proestrus, oestrus et métestrus). Les 

utérus sont recueillis, puis fixés pour le marquage immunohistochimique (IHC) et pour 

la détection des cellules apoptotiques via la méthode du [TdT]-mediated 

deoxyuridinetriphosphate nick end-Iabelling (TUNEL) ou les protéines endométriales 

sont amassées pour des analyses de type Western. En comparant les jours du cycle 

oestral, les analyses TUNEL révèlent que l'apoptose est principalement retrouvé à 

l'oestrus. Les cellules positives au TUNEL sont uniquement apparentes dans les cellules 

épithéliales de la lumière. Aucune cellule en apoptose n'est observée au proestrus. Au 

contraire, la prolifération est maximale au proestrus comme le confirme l'expression de 

CDC-47/MCM7 (un marqueur de prolifération cellulaire). La forme intacte de caspase-

3 est maximale au proestrus et diminue seulement à l'oestrus. En outre, la présence d'un 

fragment spécifique de caspase-3 clivée est observée exclusivement à l'oestrus et l'IHC 

dévoile que le signal de la caspase-3 clivée est présent au niveau des cellules épithéliales 

de la lumière. La protéine PTEN, une phosphatase impliquée dans la régulation de la 

phosphorylation d' Akt, est présente à tous les jours du cycle oestral et ne démontre 

aucune régulation significative relativement au cycle. L'expression de phospho-Akt (la 

forme active d'Akt) est présente au métestrus, au diestrus et au proestrus mais diminue 

significativement à l'oestrus. L'expression de la protéine Akt est maximale à l'oestrus. 

L'IHC indique que l'expression d'Akt est élevée à l'oestrus dans les cellules stromales 

et épithéliales. De plus, des études effectuées sur les rates ovariectomisées ont prouvé 

que l' oestradiol-17~ augmente la prolifération des cellules endométriales tout en étant 

accompagnée par une hausse de l'expression d'Akt et de sa phosphorylation. Ces 

résultats suggèrent que l'intensification de l'expression d'Akt et de son activité en 

réponse à l'oestradiol pourrait être un important mécanisme de protection des cellules 
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endométriales face au déclenchement de l'apoptose et pourrait induire la prolifération 

cellulaire, tandis que l'inhibition de l'activité d'Akt conduirait à l'activation de la 

caspase-3 et à l' apoptose dans les cellules endométriales. 
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ABSTRACT 

Molecular and intra-cellular mechanisms involved in the regulation of apoptosis 

processes in endometrial cells are poorly understood and documented. We have 

investigated the possibility that Akt survival pathway might be involved in the 

regulation of apoptosis in the uterus during the estrous cycle. Rats with regular estrous 

cycle (4 days) were killed at different days of estrous cycle (diestrus, proestrus, estrus 

and metestrus). Uteri were collected and fixed for immunohistochemical staining (mC) 

and apoptotic cell death detection by [TdT]-mediated deoxyuridinetriphosphate nick 

end-Iabelling (TUNEL) or endometrial protein extracts collected for Western analysis. 

TUNEL analysis revealed that apoptosis was mainly found at estrus compared to other 

day of estrous cycle. TUNEL positive cells were apparent in luminal epithelial cells only. 

No apoptotic cells were observed at proestrus. In contrast, proliferation was maximal at 

proestrus as confirmed with the expression of CDC47/MCM7 (a cell proliferation 

marker). Intact form of caspase-3 was maximal at proestrus and was reduced only at 

estrus. Likewise, presence of a specific cleaved caspase-3 fragment was observed only at 

estrus and mc revealed that cleaved caspase-3 signal was found in luminal epithelial 

cells. PTEN protein, a phosphatase involved in the regulation of Akt phosphorylation, 

was present at all days of estrous cycle and showed no significant regulation in relation 

to cycle. Expression of phospho-Akt (the activated form of Akt) was present at 

metestrus, diestrus, and proestrus but decreased significantly at estrus. Akt protein 

expression was maximal at estrus. mc revealed that Akt expression was high in both 

stromal and epithelial cells at estrus. Further studies using ovariectomized rats 

demonstrated that 17B-estradiol increased endometrial cell proliferation which was 

accompanied by an increase of both Akt expression and phosphorylation. These results 

suggest that increased Akt expression and activity in response to estradiol may be an 

important mechanism to protect endometrial cells from apoptotic triggering and to 

induce endometrial cell proliferation, whereas inhibition of Akt activity leads to caspase-

3 activation and apoptosis in endometrial cells. 
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INTRODUCTION 

Apoptosis is a mechanism by which uterine luminal epithelium and glands degenerate in 

the absence of embryonic factors and regenerate in a cycling fashion through the estrous 

cycle. Sex steroids (estrogen and progesterone) are directly responsible for the histological 

and morphogical changes in the uterus during estrous cycle. Studies have shown highest 

apoptosis expression in lining epithelium at estrus in mouse [1] and rat [2,3]. Other studies 

have shown that estrogen induces uterine epithelial cell proliferation and eStrogen 

withdrawal results in cell death [4-6]. However, little is known about the cellular and 

molecular mechanisms involved in the regulation of apoptosis in the uterus. Since menses 

are absent in rodents as compared to humans and primates, there must be important 

mechanisms controlling the balance between survival and death factors in order to maintain 

integrity of endometrium throughout the estrous cycle, particularly following eStrogen-

induced proliferation and absence of embryonic signal. 

Akt, a serine/threonine protein kinase also known as PKB, is activated by phosphorylation 

at threonine 308 and serine 473 in response to growth factors or cytokines [7-9] through 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-K). Once phosphorylated Akt has been shown to 1) 

phosphorylate and block the action of several pro-apoptotic proteins such as Bad [8], and 2) 

block cytochrome C release from the mitochondria through the regulation of Bcl-2 [10]. 

This is supported by the observation that an activated form of Akt is able to block apoptosis 

[11]. PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted in chromosome 10) gene encodes 

a 403-amino acid polypeptide with lipid phosphatase activity. The PTEN protein 

dephosphorylates position D3 of phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3) and 

generates inactive PIP2 [12]. PIP3 is a direct product of PI 3-K and regulates PDKl, a 

kinase that phosphorylates and activates Akt. Thus, PTEN is a key negative regulator of 

Akt activity [13]. Studies using MCF-7 cells showed that 1713-estradiol effects are 

mediated through PI 3-K pathway and induced Akt phosphorylation [14,15] indicating 

that this survival pathway is important for estrogen signaling. 
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Caspases are well known and documented proteases involved in the activation of apoptosis. 

Once activated from their pro active forms, caspases target important proteins involved in 

cell proliferation and survival (for a review see [16]). Caspase-3 is one of the key 

executioner of apoptosis. During the execution phase of apoptosis, caspase-3 is 

responsible or in part for the proteolysis of a large number of substrates, each of which 

contains a common Asp-Xaa-Xaa-Asp (DXXD) motif originally described by Lazebnik 

et al. [17]. We have recently shown that Akt is also a new target for caspase-3 cleavage, 

indicating that Akt survival pathway inhibition is an important mechanism for apoptosis 

activation [18]. 

Although the regulation and importance of Akt has been described in other systems, the 

presence and role of Akt has not been documented in the cycling uterus. Recent studies 

revealed that Akt phosphorylation on serine 473 as well as its nuclear translocation are 

stimulated by prolactin in decidual  cells and act through PI-3K pathway to exert 

antiapoptotic effect in rat deciduas [19]. It is suggested that Akt may also be an 

important and regulated survival factor in endometrium during the rat estrous cycle. In 

the present study, regulation of apoptosis was measured in rat uterus during the four stages 

of estrous cycle (proestrus,  estrus, metestrus and diestrus). Regulation of Akt survival 

pathway and caspase-3 activation were investigated using immunohistochemistry (mC) 

and Western analysis using phospho-specific and specific-cleaved-caspase-3 antibodies to 

determine their involvement in the regulation of apoptotic processes. 

MATERIALS AND METHODS 

Reagents 

PhosphoPlus Akt (Ser473), PhosphoPlus Akt (Ser473) mc specific, Akt, PTEN, 

procaspase-3 and cleaved specific caspase-3 antibodies were obtained from New England 

Biolabs (Mississauga, ON). CDC47/MCM7 antibody was obtained from Medicorp 

(Montréal, QC). ~-a ti  antibody was purchased through Cedarlane (Milton, ON). 

Vectastain ABC Kit for rabbit IgG was purchased from Vector Laboratories Inc. 

(Burlingame, CA). In Situ Cell Death detection, Protease Inhibitor Cocktail Tablets, 
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POD and DAB substrate were purchases from Roche (Laval, QC). 17p-Estradiol (E2) 

was purchased from Laboratoire Mat (Québec, QC). 

AnimaIs 

Mature Sprague-Dawley female rats (200-225g) were obtained from Charles River 

Laboratories Canada. Animals were maintained on standard chow and water, which 

were available ad libitum, in animal facilities illuminated on a normal 12 hour cycle. AlI 

procedures were performed in accordance with guidelines of the Canadian Council on 

Animal Care for the handling and training of laboratory animaIs and the Good Health 

and Animal Care Committee of the Université du Québec à Trois-Rivières. Stages of the 

estrous cycle were confirmed by vaginal smears. Rats with three regular cycles of 4 days 

were used in these experiments and killed at various stages of the estrous cycle (diestrus, 

proestrus, estrus and metestrus). Uteri were collected and fixed for 

immunohistochemical staining (iliC) and apoptotic cell death detection by [TdT]-

mediated deoxyuridinetriphosphate nick end-labelling (TUNEL) or endometrial protein 

extracts collected by scraping the endometrium for Western analysis. To determine the 

effect of estrogen, rats were ovariectomized for at least 10 days and then injected with 

E2• Animals were treated for a total of 3 days and killed after hormone treatment 

according to previous preliminary time-course studies done in our laboratory 

(unpublished information). E2 was dissolved with sesame oil, and administered by 

subcutaneous injection. Sesame oil was injected into control animaIs. The dose 

administered was 40 Ilg/kg/day (E2). 

Immunohistochemistry 

The uterus was fixed in 4% paraformaldehyde solution and embedded in paraffin. Tissue 

sections 71lm thick were mounted on polylysine-coated slides, deparaffinized, 

rehydrated, and then heated with 10 mM citrate buffer (pH 6). After two wash with PBS, 

slides were then incubated with 0.3 % hydrogen peroxide in methanol for 30 min to 

quench endogenous peroxidase activity. After washing with PBS, tissues were incubated 

with blocking serum (Vectastain ABC Kit) at room temperature for 1 h. Then, a primary 

antibody (Akt 1:100; CDC47/MCM7 1:200; Phospho-Akt iliC 1:50; PTEN 1:100 and 
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cleaved caspase-3 1:50) was added to the slides and incubated at 4°C overnight. After 

washing 5 min in PBS, tissue sections were incubated for 30 min with 3flglml 

biotinylated antibody (anti-rabbit or anti-mouse). Subsequently, slides were washed with 

PBS and incubated with avidin-biotin complex reagent containing horseradish 

peroxidase for 30 min. Again washed with PBS for 5 min and color development was 

achieved using DAB substrate. The tissue sections were counterstained with 

haematoxylin. Negative controls were performed using the same protocol without 

primary antibody. 

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end-Iabeling (TUNEL) 

Tissue sections were deparaffinized, rehydrated and rinsed with PBS. They were 

incubated with proteinase K (20 flg/ml) for 30 min at room temperature. Slides were 

washed two times with PBS, the endogenous peroxidase was inactivated with 0.3 % 

hydrogen peroxide in methanol for 30 min. Slides were rinsed and incubated with 10 

mM citrate solution, two min on ice. Then, tissue sections were rinsed with PBS and 

incubated with TdT labelling reaction (In Situ Cell Death Detection, POD) for 30 min at 

37 oC in humidified environment. Slides were washed three times in PBS and tissue 

sections were blocked with 3% BSA for 20 min at room temperature. Converter-POD 

solution was added to the slides and incubated 30 min at 37 oC in humidified 

environment. Slides were washed 5 min in PBS, colour development was achieved using 

DAB substrate and counterstained with haematoxylin. Negative control was performed 

using the same protocol without TdT enzyme. 

Protein extraction and Western analysis 

Endometrium from each uterus was scraped usmg a glass microscope slide and 

homogenized using a pipette in the lysis buffer (PBS IX pH 7.4; l % Nonidet P-40; 0.5% 

Sodium deoxycholate; 0.1% SDS; Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)). 

Homogenates were centrifuged (12,000 X g for 20 min at 4°C) to remove insoluble 

material. The supernatant was recovered and stored at -20 oC pending analysis. Protein 

content was determined with the Bio-Rad DC Protein Assay. Concentrations of reagents 
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found in the lysis buffer were chosen to avoid any interference with the protein assay. 

Protein extracts (50llg) were heated at 94°C for 3 min, resolved by 10% SDS-PAGE and 

electrotransferred to nitrocellulose membranes using a semidry transfer (Bio-Rad, 

Mississauga, ON). The membranes were then blocked 2 h at room temperature with PBS 

containing 5 % milk powder, then incubated with Akt 1: 1000 ; Procaspase-3 1: 1000; 

CDC47IMCM7 1:1000; Phospho-Akt 1:250; PTEN 1:500 and cleaved caspases 1:1000 

and subsequently with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse 

secondary antibody (1 :3000; room temperature for 45 min). AlI membranes were 

reprobed with a antibody specifie to B-actin which was used as an internaI standard. 

DensitometricaI analyses were performed on both films (protein of interest and B-actin) 

using the GelDoc 2000 and the Quantity One software (Bio-Rad, Mississauga, ON). 

Results are expressed as a ratio protein of interest/B-actin to correct for loading for each 

endometriaI sample. 

Statistical analysis 

Western analyses of cycling animals were repeated six to eight times (6 to 8 different 

rats/endometrial extract per day of estrous cycle). Endometrial extracts from each rats was 

assessed individually. Western analyses of ovariectomized rats treated with E2 were 

repeated 5 times (5 different rats/ endometrial extracts per group including control). 

Endometrial extracts from each rats was assessed individually for both studies. Results 

subjected to statistical analyses were expressed as means ± SEM. Data were subjected to 

one-way ANOV A (PRISM software version 4.0; GraphPad, San Diego, CA). Differences 

between experimental groups were determined by the Tukey' s test. 

RESULTS 

Apoptosis and proliferation analyses through the estrous cycle 

To confirm proliferation and cell death status of endometrial cells in our current model, 

uteri of cycling rats were recovered to perform TUNEL, IRC and Western analyses. 

Estrous cycle determination was carried out using vaginal smear and animaIs were 

classified according to the type of cell present in the smear. TUNEL analysis showed 
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that apoptosis was maximal at estrus, present at metestrus and weakly detectable at 

diestrus and proestrus (Fig. 1, 2 and 3). Apoptosis was mainly located in the luminal 

epithelial cells at estrus. These results were in accordance with results obtained 

previously [3]. On the other hand, cell proliferation was maximal at proestrus as 

determined by the expression of CDC47/MCM7 (cell proliferation marker) and was 

significantly reduced at estrus. Intact form of caspase-3 (Procaspase-3) was maximal at 

proestrus, metestrus and diestrus but was reduced only at estrus (Fig. 1 and 3). Caspase-

3 was active mainly at estrus, as demonstrated by the presence of a specific cleaved 

fragment using Western and mc analyses. As shown by mc, Western analysis revealed 

that CDC47/MCM7 was reduced at estrus compared to other days of the estrous cycle. 

Regulation of Akt and PTEN expression and activity during the estrous cycle 

In order to determine the possibility that Akt and PTEN might be regulated by sex 

steroids during estrous cycle, Akt and PTEN protein abundance were measured by 

Western analyses and localized by me. PTEN protein was present at all days of estrous 

cycle and the estrous cycle did not influence expression of this protein significantly (Fig. 

4 and 5). However, expression of total Akt protein was increased from proestrus to 

estrus. Akt and PTEN proteins were mainly localized in the luminal and glandular 

epithelium as demonstrated by mc (Fig. 5). Phospho-Akt (the activated form of Akt) was 

present at metestrus, diestrus and proestrus but was significantly reduced 3.1 fold at 

estrus (Fig. 4). mc revealed that phospho-Akt was primarily located in the luminal and 

glandular epithelial cells (Fig. 5). Interestingly, as shown by Western analysis, mc 
confirmed that phospho-Akt expression was lower at estrus and that phospho-Akt was 

predominantly localized at the membrane level facing the uterine lumen. In other days of 

estrous cycle (metestrus, diestrus and proestrus), phospho-Akt signal was found mainly 

in the cytoplasm and nucleus. These results clearly demonstrate a redistribution of Akt 

protein from the cytoplasm to cell membrane only at estrus. 

Influence of 17~-estradiol in the regulation of Akt expression and phosphorylation 

To further determine if 17~-estradiol might be involved in the regulation Akt 

phosphorylationlactivity and expression, ovariectomized rats were treated with 17~-
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estradiol for 3 days. The results indicated that 17~-estradiol increased endometrial cell 

proliferation significantly (as determined by the expression of CDC47IMCM7) (Fig. 6). 

Furthennore, 17J)-estradiol significantly induced both total Akt protein expression and 

phosphorylation. IRC revealed that 17J)-estradiol induced both Akt expression and 

phosphorylation and was found at the cellular membrane as observed at estrus. IRC studies 

confmned in ovariectomized rats treated' by 17J)-estradiol that both Akt expression and 

phosphorylation was increased in endometrial cells (Fig. 7). Increased endometrial cell 

proliferation (epithelial and stromal) in response to 17J)-estradiol was confinned using 

CDC47/ MCM7 proliferation marker (Fig. 7). 

DISCUSSION 

This study is the first to show the presence, activity and regulation of Akt in the non-

pregnant rat uterus. This survival factor is well known in other systems for its inhibitory 

effect on apoptosis triggering. Apoptosis has been shown to be present in the rat [2,3] 

and mouse [1] endometrium during the estrous cycle. Apoptotic index was found to be 

high at estrus which was accompanied with a low level of estrogen receptor-a and high 

level of progesterone receptor. Since in the endometrium, growth of epithelial cells is 

dependent on estrogens and progesterone, and removal of ovarian honnones has been 

reported to cause cell death in rabbit and hamster [20,21], sex steroids take part actively 

in the balance of proliferation versus cell death in this tissue. Indeed, the appearance of 

apoptosis in epithelial cells of the endometrium following ovariectomy or treatment with 

the antiprogestin RU486 has been described in pseudopregnant rabbits [22] and in 

primary cell culture [23,24]. However, molecular and cellular mechanisms involved in 

the regulation of apoptosis in the uterus are poody documented in the literature. We 

have recently demonstrated in human ovarian cancer cells [18] and rat granulosa cells 

[25] the importance of Akt phosphorylation status in relation to cell survival and 

chemoresistance. Many other studies have demonstrated the involvement of Akt on 

apoptosis inhibition through the activation of several survival factors [26]. Since 

apoptosis has been found in the endometrium and that a recent study showed activation 

of Akt in response to estradiol [27], we hypothesized that Akt might be an important 
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regulator of uterine function throughout the rat estrous cycle. Given that menses are 

absent in the rodents uterus, there must be precise intra-cellular systems involved in the 

regulation of cell death and cellular cleaning (proliferation versus apoptosis) in the 

endometrium after estrogen withdrawal in the absence of embryonic factors. 

As demonstrated previously by others [3], apoptosis was evident in luminal epithelial cells 

at estrus and proliferation was maximal at proestrus. As hypothesized, Akt 

activity/phosphorylation was high at proestrus and Akt was strongly expressed and 

localized in the lining epithelium and glands. Indeed, Akt activity/phosphorylation 

decreased at estrus whereas cell proliferation was low as demonstrated by the decrease of 

CDC47IMCM7 proliferation marker. Although, Akt phosphorylation was reduced at 

estrus, IHC revealed a specific pattern of phospho-Akt expression in luminal epithelial cells 

and was distributed mainly at the membrane level facing the uterine lumen. Translocation 

at the plasma membrane of phospho-Akt from the nucleus and/or cytoplasm suggests that 

its presence at the membrane level may not allow phospho-Akt to be active in term of 

survival signaling. A recent study demonstrated that transient membrane association is 

required for the physiological activation of Akt indicating that correct subcellular 

localization is crucial for the activation of the kinase, and it may also allow its 

appropriate inactivation by phosphatases [28]. One example of such phosphatase is 

phosphatase and tensin homologue tumor suppressor PTEN [13], a phosphatase found 

and active at the plasma membrane [29]. PTEN directly dephosphorylates the 

phospholipid PIP3 which is essential for Akt phosphorylation [12]. The present results 

clearly show that PTEN protein was present in the endometrium and was not influenced 

by hormonal changes observed during the estrous cycle. Indeed, recruitment of Akt at 

the membrane level may be a mechanism by which PTEN or unknown phosphatases act 

on Akt to inactivate its function. 

Since the levels of estrogen are maximal at proestrus and further decrease at estrus, we 

have used ovariectomized rats to determine the possible involvement of 17~-estradiol in the 

regulation of Akt phosphorylation. Akt and estrogen have been shown to be involved in the 

regulation and downstream signaling in different systems such as EGF, IGF-l and GH 
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[30,31], endothelial nitric oxide synthase (eNOS) [32], and FSH [33] regulation pathways. 

Recently, using both wild-type (WT) and ER alpha knockout (alpha ERKO) mice, it has 

been shown that ERa is necessary for IGF-l induction of uterine nuclear proliferative 

responses and that IGF-l signaling is dependent of Akt [34]. Moreover in ERKO mice, 

lower levels of vascular nitric oxide has been found suggesting a crucial role of ERa in 

the regulation of these processes [35]. A recent study showed that there was an apparent 

increase in Akt activity upon brief stimulation with 17~-  in CHû cells transfected 

with ERa whereas 17~-  had no effect on Akt activity in cells transfected with control 

vectoror ~ [36]. The present results clearly showed an increase of Akt phosphorylation 

in response to 17~-estradiol  As shown in another system [36], it is possible that the 

activation of estrogen receptor may activate Akt phosphorylation through a signaling 

mechanism not yet identified in the endometrium. PTEN protein expression was constant 

through the stages of estrous cycle studied indicating that PTEN is a constitutively 

expressed protein. In the human endometrium, PTEN has been shown to he regulated by 

progesterone [37]. However, the rat uterus does not undergo decidualization during the 

estrous cycle as compared to the menstrual cycle in women. Thus, PTEN might be an 

important protein involved in embryo implantation processes when decidualization initiate 

rather than a role during the regulation of estrous cycle in the rat endometrium .. 

Recent studies demonstrated that the transcriptional nuclear factor kappa-B (NF-KB) is a 

direct downstream target of phosphorylated Akt [38]. NF-KB is sequestered (p65 and p50 

subunits) in the cytoplasm by the IKBs inhibitors which are phosphorylation targets of Akt. 

Upon phosphorylation IKBs are released and degradated through ubiquitination and NF-KB 

enter nucleus for gene expression [39]. In the literature, we found that X-linked inhibitor of 

apoptosis protein (XIAP) promoter is a target for NF-KB [40,41]. Since we have shown 

previously in rat granulosa cells and human ovarian surface epithelial cancer cells that 

XIAP might be involved in the regulation of Akt activity [18,25], it is possible that Akt 

may act on this family of inhibitor of apoptosis protein in order to block apoptosis 

processes. Whether XIAP or other inhibitor of apoptosis proteins are involved in this 

process remains to be investigated. 
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In conclusion, these results document for the frrst time the presence and regulation of Akt 

in the rat endometrium during the estrous cycle and further demonstrate that this survival 

factor is regulated by 17~-estradiol  Further analysis will be necessary to determine more 

specifically, the intra-cellular and molecular signal transducers involved in the process of 

apoptosis in the rat reproductive tract. Whether TNF-a, or other cytokines/growth factors 

such as -~  IGF-l or EGF may be involved in the regulation of programmed cell death 

through Akt and inhibitors of apoptosis proteins in the rat uterus remain to be elucidated. 

Currently, investigations are carried out to further characterize the role and mechanism of 

Akt on cell survival/apoptosis using endometrial (epithelial and stromal cells) cultured in 

vitro. 
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FIGURE LEGENDS 

Proliferation and apoptosis in the rat endometrium during the estrous 

cycle as demonstrated by Western analysis. Rats were killed at different 

days of estrous cycle (diestrus, proestrus, estrus and metestrus) and total 

endometrial proteins were collected. A) Proliferation as determined by 

Western analysis of CDC47IMCM7. B) Apoptosis as determined by 

Western analysis of intact and cleaved caspase-3. Data represent the 

mean ± SEM of six independent experiments for CDC47IMCM7 and five 

for intact and cleaved caspase-3. ~-a ti  blots shown were used as 

controls to correct for loading in each lane. Blots shown are from one 

representative experiment. Graphies represent Western blots 

densitometrical analysis. 

Columns with different superscript are significantly different (different 

letters are different from each other) (p<0.05). 

Proliferation and apoptosis in the rat endometrium during the estrous 

cycle as demonstrated by TUNEL and me. Rats were killed at different 
days of estrous cycle (diestrus, proestrus, estrus and metestrus). Uteri 

were collected, fixed and sectioned for detection of apoptotic cells by 

TUNEL and mc of CDC47IMCM7 and cleaved caspase-3. mc and 

TUNEL shown are from one representative experiment and were repeated 

6 times using 6 different uterine sections from 6 different rats per day of 

estrous cycle. Arrows indicate example of apoptotic cells. L = lumen, LE 

= luminal epithelium, S = stroma. 

Apoptotic and proliferative endometrial cell count during the estrous 

cycle. TUNEL and lliC of CDC47IMCM7 were used to count positive 

apoptotic and proliferative luminal epithelial cells as shown in figure 2. A 

minimum of 200 luminal epithelial cells per day of estrous cycle were 

counted in each experiment and  results are presented as the percentage of 
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proliferative positive-cells (A), % of TUNEL apoptotic-positive cells (B), 

and % of cleaved caspase-3 positive cells (C). Data represent the mean ± 

SEM of six different rat endometrial sections per day of estrous cycle. 

Columns with different superscript are significantly different (different 

letters are different from each other) (p<O.05). 

*Significantly different (p<O.05). 

Expression of Akt, Phospho-Akt and PTEN during the estrous cycle. 

Endometrial proteins were extracted from uteri at different days of 

estrous cycle for Western analysis: A) Akt, B) Phospho-Akt and C) 

PTEN. B-actin blots shown were used as controls to correct for loading in 

each lane. Graphies represent Western blots densitometrical analysis: Akt 

(mean ± SEM of seven independent experiments), Phospho-Akt (mean ± 

SEM of six independent experiments) and PTEN (mean ± SEM of eight 

independent experiments). Blots shown are from one representative 

experiment. 

Columns with different superscript are significantly different (different 

letters are different from each other) (p<O.05). 

IRC of Akt, Phospho-Akt and PTEN in rat endometrium during the 

estrous cycle. IRC shown are from one representative experiment and 

were repeated 6 times using 6 different uterine sections from 6 different 

rats per day of estrous cycle. Arrows indicates strong redistribution of 

Akt and Phospho-Akt at the membrane level. LE = luminal epithelium, S 

= stroma. 

Expression of CDC47/MCM7 (A), Akt (B) and Phospho-Akt (C) in 

response to 17B-estradiol (E2) in rat endometrium. AnimaIs were 

ovariectomized for at least 10 days and then injected daily with E2 (or 

vehicle for control group) for 3 days. Rats were killed and endometrial 

proteins were collected for Western analysis. B-actin blots shown were 
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used as controls to correct for loading in each lane. Blots shown are from 

one representative experiment. Graphies represent western blots 

densitometrical analysis and are the mean ± SEM of five independent 

experiments (5 different rats/endometrial extract per treatment group). 

*Significantly different from control (p<O.OOl). 

mc of CDC47IMCM7, Akt and Phospho-Akt in response to 17B-

estradiol (E2) in rat endometrium. Animals were ovariectomized for at 

least 10 days and then injected daily with E2 (or vehic1e for control group) 

for 3 days. Rats were killed and their uteri collected, fixed and sectioned 

for me. mc shown are from one representative experiment and were 

repeated five times using five different uterine sections from five 

different rats per day of estrous cycle. Arrow indicates strong 

redistribution of Phospho-Akt at the membrane level. LE = luminal 

epithelium, S = stroma. 
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PRÉFACE 
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Endocrinology, 1(1):59, 12p.) sont :Valérie Leblanc (expériences portant sur le cycle et 

sur l'oestradiol-17p, expérimentations avec les animaux, figures et écriture d'une partie 

du matériel et méthodes), Marie-Claude Déry (quelques expériences et figures 
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(ovariectomies) et le directeur de recherche, le Dr Éric Asselin, (écriture et correction de 

l' article). 
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RÉSUMÉ 

Durant le cycle oestral de la rate, l'endomètre prolifère en réponse aux hormones 

stéroïdiennes, puis en l'absence de facteurs embryonnaires il dégénère par apoptose au 

niveau des cellules épithéliales. Les caspases (cysteine aspartate-specific proteases), 

sont au cœur de ce processus de mort cellulaire programmée. SmaclDIABLO est 

rel arguée de la mitochondrie lors de l'apoptose et sa stimulation induit l'activation des 

caspases en neutralisant XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), un membre de 

la famille des protéines qui inhibent l'apoptose. L'objectif de cette étude est 

d'investiguer l'implication de SmaclDIABLO et de XIAP dans le contrôle de 

l'activation des caspases dans l'utérus de rates cyclées. Les femelles cyclées sont 

sacrifiées à chaque phase du cycle oestral (diestrus, proestrus, oestrus et métestrus). Les 

protéines endométriales sont recueillies à des fins d'analyses de type Western Blot. Les 

cornes utérines sont sectionnées pour pouvoir procéder à l'immunohistochimie (IHC). 

Nous avons déjà, de même que plusieurs autres, démontré la présence d'apoptose à 

l'oestrus dans l'utérus de la rate. Dans la présente étude, les fragments de caspases-3, -6, 

et -7 clivées sont détectées à l'oestrus. L'IHC confirme que la caspase-3 clivée est 

uniquement présente à l'oestrus dans l'épithélium luminal et glandulaire. XIAP est très 

exprimée à l'oestrus dans les cellules épithéliales et stromales. Au contraire, 

l'expression de SmaclDIABLO est élevée au diestrus, au proestrus et au métestrus, mais 

minimale à l'oestrus. Le traitement à l'oestradiol-17P des rates ovariectomisées induit 

l'expression de XIAP et inhibe celle de SmaclDIABLO dans l'endomètre. Les 

fragments de caspases -3, -6 et -7 clivées augmentent en fonction des traitements à 

l'oestradiol-17P dans les extraits de protéines endométriales. L'expression de NF-lcB, 

d'IlcB et de P-IKB est détectée dans l'endomètre, mais elle n'est pas influencée par les 

fluctuations du cycle oestral. Ces résultats suggèrent que SmaclDIABLO et XIAP sont 

régulées différemment et qu'il est possible qu'elles jouent un rôle important dans la 

régulation de la destinée des cellules endométriales. De plus, cette étude confirme le 

rôle clé des caspases effectrices dans le contrôle du processus apoptotique à l'oestrus 

dans l'utérus de la rate. 
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ABSTRACT 

During rat estrous cycle, the endometrium proliferates in response to sex steroids and 

specific endometrial epithelial cells undergo apoptosis in absence of embryonic factors. 

The central executioner of apoptosis is a family of aspartic acid-specific cysteine 

proteases known as caspases. SmaclDIABLO is released from the mitochondria during 

apoptosis and its stimulation promotes caspases activation by neutralizing members of 

the inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) family, such as X-linked inhibitor of apoptosis 

protein (XIAP). The aim of this study was to investigate the involvement of 

SmaclDIABLO and XIAP in the control of caspases activation in endometrium of 

cycling rats. Polyoestrus female rats were sacrificed at each stage of estrous cycle 

(diestrus, proestrus, estrus, and metestrus). Endometrial protein extracts were collected 

to perform Western Blot analysis. Alternatively, uterine horns were sectioned for 

immunohistochemistry (mC). We and others showed previously the presence of 

apoptosis at estrus in rat uterine epithelium. In the present study, cleaved caspase-3, -6, 

and -7 fragments were detected at estrus. mc confirmed that caspase-3 was present only 

in luminal and glandular epithelium at estrus. XIAP was highly expressed at estrus in 

both epithelial and stromal cells. In contrast, expression of SmaclDIABLO was elevated 

at diestrus, proestrus and metestrus but was minimal at estrus. Treatment of 

ovariectomized rats with 17~-estradiol induced XIAP expression and inhibited 

SmaclDIABLO protein expression in the endometrium. Cleaved caspase-3, -6, and -7 

fragments increased in endometrial protein extracts following 17~-estradiol treatment. 

Expression of NF-1d3 and IkB proteins, and I1d3 phosphorylation status were detected in 

the endometrium but were not influenced by the estrous cycle. These findings suggest 

that SmaclDIABLO and XIAP are regulated differently and may play important roles in 

the regulation of endometrial cell fate. Moreover, this study confirms a key role for 

executioner caspases in the control of apoptotic processes at estrus in the rat uterus. 
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INTRODUCTION 

In the absence of embryonic factors during pre-implantation period in uterine luminal 

epithelium, glands and stroma ceIl death is found in a cycling fashion through the estrous 

cycle by a mechanism known as apoptosis. Estrogens and progesterone are directly 

responsible for the histological and morphogical changes in the uterus during estrous cycle. 

Studies have shown that apoptosis was induced in luminal epithelium at estrus in mouse [1] 

and rat [2,3]. Other studies have shown that estrogen induces uterine epithelial cell 

proliferation and estrogen withdrawal results in cell death [4-6]. However, little is known 

about the cellular and molecular mechanisms involved in the regulation of apoptosis in the 

uterus. Our group has recently demonstrated that Akt, a serine/threonine protein kinase also 

known as PKB, is an important kinase involved in the control of endometrial ceIl 

proliferation and its expression and phosphorylation/activation are regulated during the 

estrous cycle, particularly through the action of 17~-estradiol [7]. We have further showed 

a decrease in Akt activity at estrus which was accompanied by an increase in apoptosis in 

luminal epithelial ceIls[7]. Whether downstream Akt targets might be involved in the 

regulation of proliferation/cell death in the endometrium is unknown. 

X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) is a weIl known inhibitor of caspase-3, -7 

and -9 [8,9]. XIAP belongs to a family of IAP genes which represent critical regulatory 

factors of apoptosis signaling and regulation. The IAP family also includes c-IAPI 

(HIAP2), c-IAP2 (HIAPl), NAIP and Survivin [10]. Recently, we demonstrated in rat 

granulosa ceIls and human ovarian surface epithelial cancer cells that XIAP overexpression 

induces Akt phosphorylation/activation [11,12]. Akt is activated by phosphorylation at 

threonine 308 and serine 473 in response to growth factors or cytokines [13-15] through 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-K). Once phosphorylated Akt has been shown to 1) 

phosphorylates and blocks the action of several pro-apoptotic proteins such as Bad [14], 

and 2) block cytochrome C release from the mitochondria through the regulation of Bcl-2 

[16]. The kinase Akt has been shown to induces phosphorylation of procaspase-9, 

suggesting that caspase processing and apoptosis can be directly regulated by protein 
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phosphorylation [17]. This is supported by the observation that an activated fonn of Akt is 

able to block apoptosis [18]. 

At the time of apoptosis induction SmaclDIABLO is released from mitochondria into 

the cytosol, where it binds to IAPs and enables caspase activation [19]. It has been 

shown that SmaclDIABLO promotes not only the proteolytic activation of procaspase-3 

but also the enzymatic activity of mature caspase-3, both of which depend upon its 

ability to interact physically with IAPs [19]. SmaclDIABLO is synthesized with an N-

tenninal mitochondrial targeting sequence that is proteolytically removed during 

maturation to the mature polypeptide. X-ray crystallography has shown that the first four 

amino acids (A VPI) of mature SmaclDIABLO bind to a portion of the third BIR (BIR3) 

domain of XIAP [20]. This N-terminal sequence is essential for binding IAPs and 

blocking their antiapoptotic effects [20]. 

Caspases are weil known executioners of apoptosis. Once activated from their proactive 

fonns, caspases target important proteins involved in cell proliferation and survival (for a 

review see [21]). Caspase-3 is one of the key executioner of apoptosis and induces 

downstream caspase-6 which in tum target cleavage of important structural proteins such as 

laminin and keratins [22,23]. Among other caspase targets, poly(ADP-ribose) polymerase 

(PARP, 113-116 kDa), a nuclear enzyme which is activated during DNA damage, is 

known to be cleaved by caspases-3 and -7 [24]. We have recently demonstrated that Akt 

is also a target for caspase-3 cleavage, indicating that Akt survival pathway inhibition is 

an important mechanism for apoptosis activation [12]. 

Although the regulation and importance of XIAP and SmaclDIABLO has been described 

in other systems and cell types, their expression has not been reported for the uterus. In the 

present study, we have investigated the regulation of XIAP, SmacIDIABLO, caspase-3, -6 

and -7 during the four stages of estrous cycle (proestrus, estrus, metestrus and diestrus) and 

further analyses were carried out to determine the possible regulation of XIAP and 

SmaclDIABLO by 17~-estradiol in ovariectomized rats. 
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MATERIALS AND METHODS 

Reagents 

XIAP, SmacIDIABLO, NF-KB, IKB, Phospho-IKB and cleaved-caspases antibodies were 

obtained from New England Biolabs (Mississauga, ON). Vectastain ABC Kit for rab bit 

IgG was purchased from Vector Laboratories Inc. (Burlingame, CA). Protease Inhibitor 

Cocktail Tablets, POD and DAB substrate were purchased from Roche (Laval, QC). 

17~-estradiol (E2) was purchased from Laboratoire Mat (Québec, QC). 

Animais 

Mature Sprague-Dawley female rats (200-225g) were obtained from  Charles River 

Laboratories Canada. AnimaIs were maintained on standard chow and water, which 

were available ad libitum, in animal facilities illuminated on a normal 12 hour cycle. AlI 

procedures were performed in accordance with guidelines of the Canadian Council on 

Animal Care for the handling and training of laboratory animals and the Good Health 

and Animal Care Committee of the Université du Québec à Trois-Rivières. Stages of the 

estrous cycle were confirmed by vaginal smears. Rats with three regular cycles of 4 days 

were used in these experiments and killed at various stages of the estrous cycle (diestrus, 

proestrus, estrus and metestrus). Uteri were collected and fixed for 

immunohistochemical staining (IRC) or endometrial protein extracts collected by 

scraping the endometrium for Western analysis. To determine the effect of estrogen, rats 

were ovariectomized for at least 10 days and then injected with l7~-estradiol  E2• 

Animals were treated for a total of 3 days and killed after hormone treatment (72 hours) 

according to previous preliminary time-course studies done in our laboratory (Leblanc et 

al., unpublished information) and information found in the literature [25]. E2 was 

dissolved with sesame oil, and administered by subcutaneous injection. Sesame oil was 

injected into control animaIs. The dose administered was 40 Ilg/kg/day (E2). 

Immunohistochemistry 

The uterus was fixed in 4% paraformaldehyde solution and embedded in paraffin. Tissue 

sections 71lm thick were mounted on polylysine-coated slides, deparaffinized, 
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rehydrated, and then heated with 10 mM citrate buffer (pH 6). After two wash with PBS, 

slides were then incubated with 0.3 % hydrogen peroxide in methanol for 30 min to 

quench endogenous peroxidase activity. After washing with PBS, tissues were incubated 

with blocking serum (Vectastain ABC Kit) at room temperature for 1 h. Then, a primary 

antibody (XIAP 1:200; Smac/DIABLO 1:100; and c1eaved caspase-3 1:100) was added 

to the slides and incubated at 4°C overnight. After washing 5 min in PBS, tissue sections 

were incubated for 30 min with 31lglml biotinylated antibody (anti-rabbit or anti-mouse). 

Subsequently, slides were washed with PBS and incubated with avidin-biotin complex 

reagent containing horseradish peroxidase for 30 min. Again washed with PBS for 5 min 

and colour development was achieved using DAB substrate. The tissue sections were 

counterstained with haematoxylin. Negative controls were performed using the same 

protocol without the presence of primary antibody. 

Protein extraction and Western analysis 

Endometrium from each uterus was scraped usmg a glass microscope slide and 

homogenized using a pipette in the lysis buffer (PBS IX pH 7.4; 1 % Nonidet P-40; 0.5% 

Sodium deoxycholate; 0.1% SDS; Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)). 

Homogenates were centrifuged (12,000 X g for 20 min at 4°C) to remove insoluble 

material. The supernatant was recovered and stored at -20 oC pending analysis. Protein 

content was determined with the Bio-Rad DC Protein Assay. Concentrations of reagents 

found in the lysis buffer were chosen to avoid any interference with the protein assay. 

Protein extracts (50llg) were heated at 94°C for 3 min, resolved by 10% SDS-PAGE and 

electrotransferred to nitrocellulose membranes using a semidry transfer (Bio-Rad, 

Mississauga, ON). The membranes were then blocked 2 h at room temperature with PBS 

containing 5 % milk powder, then incubated with XIAP 1 :500; Smac/DIABLO 1 :500; 

Caspase-3 1:1000; Caspase-6 1:1000; Caspase-7 1:1000; NF-lCB 1:1000; IlCB 1:1000; 

Phospho-IlCB 1 :500 and subsequently with horseradish peroxidase-conjugated anti -rabbit 

or anti-mouse secondary antibody (1 :3000; room temperature for 45 min). An 

membranes were reprobed with a antibody specific to f3-actin which was used as an 

internal standard. Densitometrical analyses were performed on both films (protein of 

interest and f3-actin) using the GelDoc 2000 and the Quantity One software (Bio-Rad, 
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Mississauga, ON). Results are expressed as a ratio protein of i terestl~-a ti  to correct 

for loading for each endometrial sample. 

Statistical analysis 

Western analyses of cycling animals were repeated four to six times (one rat per extractlday 

repeated 4 to 6 different times). Endometrial extracts from each rats was assessed 

individually. Western blot analyses were performed with samples from ovariectomized rats 

treated with ~ (4 rats/group). Endometrial extracts from each rats was assessed 

individually for both studies. Results subjected to statistical analyses were expressed as 

means ± SEM. Data were subjected to one-way ANOV A (PRISM software version 4.0; 

GraphPad, San Diego, CA). Differences between experimental groups were determined by 

the Tukey's test. Statistical significance was accepted when P < 0.05. 

RESULTS 

Caspases activation during the estrous cycle. 

We have shown previously that apoptosis was maximal at estrus and weakly detectable 

at metestrus, diestrus and proestrus [7]. Apoptosis was mainly located in lu minai 

epithelial cells at estrus. On the other hand, cell proliferation was maximal at proestrus 

as determined by expression of the cell proliferation marker CDC47IMCM7 [7]. Since 

executioner caspases such as caspase-3, -6 and -7 are key proteases involved in the 

execution of apoptosis, we have investigated, using antibodies specific for activated 

forms (cleaved fragments), their expression in the endometrium throughout estrous cycle. 

Caspase-3 fragments were detected in greatest amounts at estrus (Fig. 1 ). Caspase-3 19 

KDa fragment was weakly detectable at diestrus and proestrus, maximal at estrus and 

further reduced at metestrus. Likewise, caspase-3 17 KDa fragment was detected only at 

estrus and metestrus but was significantly reduced at metestrus compared to estrus. 

Large cleaved caspase-6 subunit (18 KDa) was absent at diestrus and proestrus, maximal 

at estrus and reduced at metestrus. Similarly, large cleaved caspase-7 subunit (19 KDa) 

was weakly  detected at diestrus and proestrus, was highly increased at estrus and 

reduced at metestrus. IRC studies using the antibody specific for cleaved caspase-3 
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(cleaved caspase-6 and -7 antibodies are not functional for me) revealed that cleaved 

caspase-3 fragment signal was located in apoptotic luminal epithelial cells at estrus and 

that the signal was absent in proliferative endometrium at proestrus. 

XIAP and SmacIDIABLO expression during the estrous cycle. 

Expression of XIAP and SmaclDIABLO proteins has not been reported for the uterus. 

Because we have demonstrated previously a possible link between XIAP and survival 

factor Akt [11,12] and further that Akt expression and activity/phosphorylation are 

regulated by 17~-estradiol in rat endometrium [7], we have asked the question whether 

XIAP and its inhibitor SmaclDIABLO might have important roles in the control of 

endometrial cell fate. Western blot revealed that XIAP protein was present at aIl stages of 

the estrous cycle, but maximal at estrus (Fig.2; 2.9-fold increase compared to proestrus; 

p<0.05). me revealed that XIAP expression was high in stromal cells and in both 

luminal and glandular epithelial cells at estrus (Fig.3). Expression of SmaclDIABLO 

during estrous cycle was similar at metestrus, diestrus and proestrus but was 

significantly reduced at estrus (Fig.2; 3.6-fold decrease compared to proestrus; p<0.05). 

me confirmed downregulation of SmaclDIABLO at estrus and showed that it was 

localized mainly in epithelial cells but was also present in stromal cells (Fig.3). 

Effect of 17~-estradiol on XIAP and SmacIDIABLO expression and caspases 

activation. 

To further determine importance of 17~-estradiol in the regulation of XIAP and 

SmacIDIABLO, ovariectomized rats were treated with 17~-estradiol and uteri were 

recovered for Western analysis (FigA) and me (Fig.5) analyses. Our previous results 

indicated that 17~-estradiol increased significantly endometrial cell proliferation (as 

determined by the expression of CDC47/MCM7) and increased Akt protein expression 

and its phosphorylationlactivity [7]. In the present study, results shows that 17~-estradiol 

induced significantly XIAP protein expression (4.0-fold compared to control; p<0.05) 

whereas it significantly inhibited SmaclDIABLO protein expression (2.7-fold compared 

to control; p<0.05) (FigA). me analysis in ovariectomized rats confirmed the increase 
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of XIAP expression and inhibition of SmaclDIABLO in the endometrium (Fig.5). As 

observed during estrous cycle (Fig.3), XIAP and SmaclDIABLO proteins were found 

mainly in epithelial cells but were also present in stroma (Fig.5). The effect of 17~

estradiol on the regulation of XIAP and SmaclDIABLO support the mitogenic role of 

17B-estradiol and its involvement in cell survival. 

NF-KB pathway reguIation through the estrous cycle. 

The NF-1d3 pathway has been shown to be activated by Akt in several cell types (for a 

review [26]). Furthermore, it has been shown that XIAP expression is up-regulated once 

NF-1d3 is  activated and translocated to the nucleus [27,28]. The activation of NF-1d3 

proceeds through the phosphorylation of its inhibitor, I1d3a, that targets it for 

polyubiquitination and subsequent enzymatic degradation by the 26S ubiquitin 

proteasome [29]. Since we have showed an increase of Akt phosphorylation in response 

to E2 [7], we sought to determine if NF-1d3/I1d3 pathway might be involved in the 

regulation of XIAP expression in response to 17B-estradiol. The present study shows 

that NF-1d3 (both p50 and p65 subunits) and b:B proteins were both expressed in the 

endometrium but were not influenced by the estrous cycle (Fig.6). Since I1d3 

phosphorylation status is a sign of NF-1d3 activation, we also carried out Western 

analyses using a phospho specific I1d3 antibody (Fig.6C). The results showed that 

phosphorylation of I1d3 was detected at all days of estrous cycle but was not influenced 

by the estrous cycle. These results demonstrate that NF-1d3/I1d3 pathway is not involved 

in the regulation of XIAP expression in the cycling rat uterus. 

DISCUSSION 

We and other have demonstrated the presence of apoptosis in the rat [2,3,7] and mouse 

[1] endometrium during the estrous cycle. Although our recent study showed that 

regulation of Akt survival pathway is a key factor involved in the regulation of 

endometrial cell fate during estrous cycle [7], molecular and cellular mechanisms 

involved in the regulation of apoptosis in the uterus are poorly documented in the 
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literature. Since menses are absent in rodent specie, there must be precise intra-cellular 

mechanisms involved in the regulation of cell fate in the endometrium after estrogen 

withdrawal in the absence of embryonic factors. We have previously demonstrated in 

human ovarian cancer cens [12] and rat granulosa cens [lI] the importance of XIAP and 

Akt expressionlactivity. In the present study, regulation of XIAP and SmaclDIABLO 

have been investigated in rat uterus to determine their importance and their possible 

influence on endometrial cell survivalldeath in relation to the stage of estrous cycle. 

In the present study, expression of XIAP was maximum at estrus and increased in response 

to E 2 in ovariectomized rats. XIAP was strongly expressed in luminal and glandular 

epithelia and stroma during estrus, perhaps to protect the se cells from apoptosis. Although 

stimulation of XIAP by E2 is consistent with mitogenic activity and apoptosis inhibitory 

activity, it is not clear why XIAP expression does not increase during proestrus. A recent 

study showed that XIAP may be directly regulated by the presence of tumor necrosis 

factor- a (TNF-a) in rat granulosa cells [27]. Since it has been shown that TNF-a rnRNA 

expression was high at estrus and was regulated by estrogen in the mouse uterus [30], a 

similar process may be involved in the endometrium. Thus, action of E2 on XIAP 

expression might be indirect and might involve specific factors regulated upstream and/or 

downstream by this hormone. Whether involvement of TNF-a or other growth 

factors/cytokines might be involved in this process remains to be elucidated. 

In contrast, SmaclDIABLO was decreased at estrus and E2 treatment in ovariectomized rats 

reduced its expression. These results directly support the mitogenic action of estrogens on 

endometrial cells. Since SmaclDIABLO is a pro-apoptotic protein, its down-regulation may 

be sufficient to activate XIAP to inhibit caspase activity. SmaclDIABLO down-regulation 

also support our results obtained at estrus showing apoptosis predominantly in luminal 

epithelial cells [7] and suggest that this pro-apoptotic factor might have a key function in 

triggering apoptosis at this particular time of rat estrous cycle. There is currently no 

information available in the literature demonstrating that E2 modulates SmaclDIABLO 

expression and the present findings are the frrst to demonstrate this mechanism. E2 

treatment resulted in the cleavage of caspase-3, -6 and -7 in endometrial cens. This result 
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was contradictory to the fact that E2 induces endometrial cells proliferation rather than 

inducing activation of the caspase cascade and apoptosis. Although it has been shown that 

E2 triggers apoptosis in a preosteoc1astic cell line in vitro [31] and in thymocytes of 

ovariectomized mice in vivo [32], it is unlikely that E2 induced apoptosis in the 

endometrium. This can be explained by the fact that following injection of ovariectomized 

rats with E2' latent endometrial cells are forced to proliferate and they might be in a 

situation of stress. Indeed, controlling the balance between survival and death factors is a 

key mechanism in order to maintain homeostasis in the proliferating endometrium. 

Increased caspase cleavage is not necessarily a sign of apoptosis activation; caspases 

activity can be blocked by the presence of high levels of XIAP (or other known or 

unknown inhibitor of apoptosis proteins such as cIAPs [33]) and the presence of low levels 

of SmacIDIABLO. This particular mechanism in endometrial cells might be important in 

order to rapidly induce apoptosis at the appropriate timing (at estrus for instance) through 

the simple inhibition or degradation of XIAP protein through its ubiquitin protein ligase 

activity its de gradation in proteasomes in response to apoptotic stimuli [34]. 

Another explanation for the induction of caspase activation in response to E2 might be due 

to the presence and activity of E2 metabolites. For example, 2-Methoxyestradiol (2ME2), a 

natural metabolite of E2, is a potent antitumor and antiangiogenic agent [35] and has 

been shown to induce apoptosis is several cell type (for a review see [36]). Furthermore, 

2ME2 is currently tested in clinical trials for cancer therapies [36]. 2ME2 is a major 

metabolite of estradiol in human serum and its concentration peaks at mid-cycle, like 

that of estradiol [37]. Studies have shown that 2ME2 acts through other signaling 

pathways than E2 [38,39]. A recent study revealed that 2ME2 treatment resulted in up-

regulation of death receptor 5 (DR5) protein expression in vitro and in vivo and rendered 

cells more sensitive to the cytotoxic activities of the DR5 ligand tumor necrosis factor-

related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) [40]. In addition, the latter study 

demonstrated that 2ME2-induced apoptosis required activation of caspase-8, caspase-9, 

and caspase-3 [40]. Another recent study also showed induction of caspase-3 and 

apoptosis in response to 2ME2 in gastric carcinoma cells [41]. This observation 

established in other systems and cell types suggest that 2ME2 could be an element of 

investigation in order to deterrnine how E2 might be involved in the induction of caspase 
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cleavage in rat endometrium and the possibility that activation of caspases observed might 

not be a direct action of E2• 

Recent studies demonstrated that the transcriptionaI nuclear factor kappa-B (NF-KB) is a 

direct downstream target of phosphorylated Akt [42]. NF-KB is sequestered (p65 and p50 

subunits) in the cytoplasm by the IKBs inhibitors which are phosphorylation targets of Akt. 

Upon phosphorylation IKBs are released and degradated through ubiquitination and NF-KB 

enter nucleus for gene expression [43]. In the literature, we found that XIAP promoter is a 

target for NF-KB [27,28]. Since we have recently demonstrated the activation of Akt in 

response to 17~-estradiol in rat endometrium and that Akt has been shown to activate NF-

KB signaling pathway [42], we wanted to know if Akt/ NF-KB/IKB pathway might be 

involved in the regulation of XIAP expression. Results of the present study showed that 

there was no difference in the expression of NF-KB and IKB nor IKB phosphorylation 

during the four stages of estrous cycle which exclude the involvement of this pathway in 

the regulation of XIAP or Smac/DIABLO expression. Other pathways downstream of Akt 

known to be regulated by this kinase are currently investigated in our laboratory such as 

eNOS [44,45], Bad [46], glycogen synthase kinase ~ - ~  [47,48], and caspase-9 

[49]. A recent report further demonstrated  that insulin-like growth factor-l (IGF-l) 

induced activation of Akt, NF-KB and induced phosphorylation of Forkhead 

transcription factor (FKHR), which in tum up-regulated a series of intracellular anti-

apoptotic proteins such as XIAP [50]. Because, FKHR is aIso a well known target for Akt 

action [51], phosphorylation, activity and regulation of this transcription factor in the uterus 

needs to be investigated. 

In conclusion, the present study showed for the frrst time the presence and regulation of 

XIAP and Smac/DIABLO in the rat endometrium and further demonstrated that these two 

survivaI factors are regulated in the opposite direction by E2. Further anaIysis will be 

necessary to determine more specificaIly, the intra-cellular and molecular signaI 

transducers involved in the process of apoptosis in the rat reproductive tract and to 

determine the mechanism by which XIAP and Smac/DIABLO are regulated. 
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FIGURE LEGENDS 

Cleaved caspase-3, -6, and -7 expression in rat endometrium during 

estrous cycle. Polyoestrus rats were sacrificed at each stage of the estrous 

cycle (diestrus, proestrus, estrus and metestrus) and total endometrial 

proteins were collected. A) Western blots of cleaved caspase-3, -6 and-7 

(one blot presented out of 4). Graphics shows Western blots 

densitometric analysis. Data represent the mean ± SEM of four 

independent experiments (four different rats). B) Immunohistochemistry 

of cleaved caspase-3. mc shown are from one representative experiment 

(a total of four different uterine sections from four different rats per day 

of the estrous cycle have been tested). 

*Significantly different from diestrus and proestrus (p<O.05). 

Smac/DIABLO and XIAP expression in rat endometrium during estrous 

cycle. Total endometrial proteins were collected from polyoestrus cycling 

rats at each stage of the estrous cycle (diestrus, proestrus, estrus and 

metestrus). A) Western blots analyses of Smac/DIABLO and XIAP (one 

blot presented out of 6). Graphics shows Western blots densitometric 

analysis. Data represent the mean ± SEM of four independent 

experiments (four different rats). 

*Significantly different from all other days of estrus cycle (p<O.05). 

Immunohistochemistry of Smac/DIABLO and XIAP in rat endometrium 

during estrous cycle. mc shown are from one representative experiment 

carried out on four different uterine sections (a total of four different 

uterine sections from four different rats per day of the estrous cycle have 

been tested). Negative control: primary antibody absent. 

Expression of cleaved caspase-3, -6, -7, Smac/DIABLO and XIAP in 

response to 17~-estradiol (E2) in ovariectomized rats. Ovariectomized rats 

received daily subcutanous injections of E2 (40mg/Kg/day) or vehicle for 

control group for 3 days. Graphics shows Western blots (one blot 
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presented out of 4) densitometric analysis. Data represent the mean ± 

SEM of four independent experiments (4 rats per group). 

*Significantly different from control (p<O.05). 

Immunohistochemistry of SmaclDIABLO and XIAP in rat endometrium 

of treated ovariectomized rats. Ovariectomized rats received daily 

subcutanous injections of Ez (40mglKg/day) or vehicle for control group 

for 3 days. IHe shawn are from one representative experiment per group 

(a total of four different uterine sections from four different treated 

ovariectomized rats have been tested). 

NF-KR, IKR and phospho-IKR expression in rat endometrium during 

estrous cycle. Total endometrial proteins were collected from polyoestrus 

cycling rats at each stage of the estrous cycle (diestrus, proestrus, estrus 

and metestrus). A) Western blots analyses of NF-KR, IKR and phospho-

IKR (one blot presented out of 6). Graphies shows Western blots 

densitometric analysis. Data represent the mean ± SEM of six 

independent experiments (six different rats). 
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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. 
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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 ~ (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 



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

94 

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), - ~ (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 -~  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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