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RESUME

Chez le rat, I'implantation embryonnaire, la décidualisation, la régression
déciduale et la parturition sont les principaux événements de la gestation. Lors de
I’'implantation embryonnaire (jour 5,5 de gestation), les cellules épithéliales entrent en
apoptose dans le but de libérer 1’espace nécessaire a I’embryon. Une seconde vague
d’apoptose débute au jour 14 de gestation, ce que 1’on nomme la régression déciduale.
La parturition, chez le rat, s’effectue en temps normal au jour 22 de gestation, en début
d’aprés-midi. Il est connu que 1’ocytocine et les prostaglandines son directement
impliquées dans la parturition. En effet, les prostaglandines produites par la décidue
pourraient €tre importantes dans !’induction ou la progression du travail lors de
I’accouchement via leur action au niveau du myomeétre. Par contre, les mécanismes
intracellulaires et moléculaires permettant la mise en place de la régression déciduale et
de la parturition au niveau des cellules endométriales sont tres peu documentés. 1l a été
démontré dans une étude antérieure menée par notre laboratoire que la voie de la PI 3-
K/Akt serait impliqué dans le cycle oestral chez le rat et dans I’apoptose induite par le
TGF-B dans les cellules stromales en culture. Cette méme étude nous a permis de
constater la présence d’apoptose au jour 14 de gestation, soit au moment de la régression
déciduale. 1l est évident la voie de signalisation cellulaire de la PI 3-K/Akt joue un role
clé dans le contrdle de la destinée des cellules de I’endometre. Nous croyons donc que
cette voie de signalisation cellulaire pourrait aussi jouer un rble important dans les
processus apoptotiques lors de la régression déciduale et possiblement dans la

préparation a la parturition

L’objectif général de mon projet de recherche est donc de caractériser la voie de
la PI3-K/Akt dans I’endomeétre de la ratte lors de la gestation. Plus particuliérement, de
déterminer la présence et la régulation de XIAP et de la PI 3-K/Akt dans les processus
apoptotiques au moment de la régression déciduale et de déterminer I’importance de la

voie de survie cellulaire de la PI 3-K/Akt dans la préparation de I’utérus a la parturition.
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Pour ce faire, nous avons utilisé un modéle in vivo : la ratte gestante. Les rattes
ont été accouplées et par la suite euthanasiées a différents jours de gestation (jours 12 a
22). Les utérus ont ensuite été recueillis pour en collecter les cellules endométriales et
en extraire les protéines pour des analyses de type Western. La prolifération cellulaire,
déterminée par 1'expression de CDC47/MCM?7 est faible lors de la régression déciduale
(jour 14 a 20). De plus, la forme active de Akt, P-Akt, diminue lors de la régression
déciduale, alors qu’elle augmente aux jours 21 et 22 de gestation. Nous avons observé
le méme patron d’expression pour IkB-o et NF-xB aux jours 21 et 22. XIAP montre un
patron d’expression similaire & celui de P-Akt a partir du jour 14 de gestation. Aktl
diminue & partir du jour 14 et Akt2 est exprimée de fagon constitutive du jour 14 a 22,
alors que Akt3 est exprimeé exclusivement aux jours 21 et 22 et est absent au moment de
la régression déciduale. Le second modéle utilisé pour notre étude est la culture de
cellules déciduales provenant de rattes préalablement traitées au 17p-oestradiol et a la
progestérone. Ces traitements nous permettent d'induire la décidualisation in vivo.
L’endométre est par la suite recueilli pour la culture cellulaire. L’inhibiteur de la PI 3-
K, la LY294002, bloque la phosphorylation de Akt et diminue 1'expression de XIAP in
vitro dans les cellules déciduales. Ces résultats suggérent que XIAP et Akt pourraient
étre des molécules de signalisation cellulaire par lesquelles 1'apoptose est régulée dans
I'endomeétre de la ratte et que la voie de la PI 3-K/Akt pourraient étre impliquée dans le
processus de parturition via NF-xB. Cette étude est la premiére & montrer la régulation
de XIAP et de la PI 3-K/Akt dans I’endometre de la ratte gestante.

Des études ultérieures seront nécessaires dans le but d’établir des liens plus
importants entre XIAP et la voie la PI 3-K/Akt dans les cellules endométriales et de
déterminer 1'état d’activation de NF-xB dans ces mémes cellules et sa régulation via la

voie de la PI 3-K/Akt.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION

Les processus intracellulaires reliés aux principaux événements de la gestation
sont encore tres peu connus. Par exemple, ’implantation de ’embryon est un processus
complexe nécessitant une coordination parfaite de la réceptivité de 1’utérus avec le
feetus. Les cellules épithéliales de I’endomeétre entrent en apoptose pour libérer I’espace
nécessaire a I’implantation de I’embryon dans la paroi utérine. Par contre, les processus
intracellulaires et moléculaires menant 2 cette apoptose des cellules sont encore tres
méconnus. Sachant que 78% des pertes embryonnaires sont causés par des défauts au
niveau de ’implantation (Webb et Glasser 1984), il est évident que la connaissance
accrue de cet événement serait importante pour la mise au point de traitements contre

I’infertilité chez la femme.

Un second événement important de la gestation est la régression déciduale qui est
nécessaire au bon développement de I’embryon en expansion. 1l est connu que le TGF-3

pourrait étre responsable de I’induction de la mort par apoptose des cellules déciduales

chez la ratte (Shooner et al. 2005).

La parturition, c’est-a-dire 1’expulsion du feetus hors des voies génitales, est
guidée par l’action des prostaglandines produites entre autre par le myometre et
I’endométre suite a I’action des hormones stéroidiennes. Cependant, les voies de
signalisation intracellulaires des cellules endométriales qui meénent a la production de
ces prostaglandines sont peu documentées. La prématurité (accouchement avant 37
semaines de grossesse) est définie comme 1'un des principaux problemes de santé
périnatale dans les pays industrialisés (Berkowitz et Papiernik 1993) et elle est associé a

plus de 70% de la morbidité et de la mortalité néonatale (Lindstrom et Bennett 2005).
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De plus, les accouchements prématurés compliquent plus de 10% des grossesses

(Lindstrom et Bennett 2005).

L’incompréhension des mécanismes précis qui contr6lent le déclenchement de la
parturition chez la femme n’est pas étrangere a ce phénomene. Donc, pour prévenir ces
accouchements prématurés, il est fondamental de comprendre les mécanismes qui font

passer I’utérus de son état quiescent a son état activé.

Dans la présente étude, nous avons concentré nos efforts sur la compréhension
des mécanismes intracellulaires au niveau de I’endometre qui sous-tendent deux
événements importants de la gestation, soit, la régression déciduale et la parturition, et
ce, en utilisant la ratte Sprague-Dawley comme modele. Les raisons ayant motivés notre

choix seront énumérées a la section 1.1.

Plusieurs indices nous portent a croire que la voie de survie cellulaire de la PI 3-
K/Akt pourrait étre impliquée dans ces deux événements. Par exemple, lors du cycle
oestral (voir section 1.4), parallelement a un taux important d’apoptose dans
I’endometre, nous observons une baisse de ’activité de Akt (Déry et al. 2003), comme
c’est le cas lors de I’apoptose induite par le TGF-f dans des cellules déciduales en
culture (Shooner et al. 2005). Nous croyons donc que I’activité de Akt pourrait aussi
étre régulée dans les cellules endométriales lors de la gestation. Sachant qu’il existe une
relation étroite entre la voie de la P1 3-K/Akt et le facteur de transcription NF-xB (St-
Germain et al. 2004), qui lui a un r6le dans la production des prostaglandines, nous
avons posé 1’hypothése suivante : 1la voie de la PI 3-K/Akt via ’activation de NF-xB
pourrait €tre impliquée dans la production des prostaglandines par I’endométre. Pour
bien comprendre cette €tude, il faut d’abord connaitre les caractéristiques anatomiques et

histologiques de 1’utérus de la ratte, ce que nous aborderons dans la prochaine section.
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1.1 Le modéle animal

La ratte Sprague-Dawley femelle a été utilisée pour cette étude. Les raisons
ayant motivés notre choix sont les suivantes : (a) chez le rat, on observe le méme type de
placentation que chez I’humain, (b) le cycle de reproduction du rat est trés rapide, c’est-
a-dire 4 a 5 jours et la gestation courte (environ 22 jours), (c) vu la taille de 1’utérus, la
quantité de tissus recueillis est plus importante que chez la souris, finalement (d) la taille
de I’animal facilite les manipulations. Un résumé des principales caractéristiques
anatomiques et histologiques de I’utérus de la ratte seront discutées dans la section qui

suit.

1.2  Anatomie et histologie utérine

L’utérus de la ratte est composé d’un corps utérin et de deux cornes, chacune étant située de
chaque c6té de la cavité abdominale débutant pres de la vessie. Une seule artére et une
seule veine apportent le sang vers les ovaires, 1'utérus et le col de I'utérus (Waynforth et
Flecknell 1992) (Figure 1.1). Au niveau histologique, a partir de la lumiére utérine, on
retrouve d’abord 1’endomeétre et ensuite le myometre (muscle lisse). L’endometre est
constitué de I’épithélium luminal et du stroma. Des cellules cylindriques avec
microvillosités composent 1’épithélium luminal alors que le stroma comprend: (a) des
vaisseaux sanguins en grande quantité, (b) une matrice glycoprotéique, (c) des fibroblastes
(cellules stromales), (d) des macrophages et mastocytes et, (e) des glandes utérines
(Thibault et Levasseur 2001). Le myométre est constitué de trois couches musculaires : (a)
circulaire interne en contact avec le stroma adjacent, (b) intermédiaire ou I’on retrouve une
grande quantité de vaisseaux sanguins et finalement, (c) longitudinale externe ou repose la
séreuse (Figure 1.2). Les changements morphologiques et fonctionnels observés au niveau
de ’endomeétre lors du cycle hormonal ou lors de la gestation sont, en grande partie, sous

I’influence des hormones stéroidiennes : I’ cestrogene et la progestérone (Ps).
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FIGURE 1.1 Anatomie utérine de la ratte (Waynforth et Flecknell 1992).
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FIGURE 1.2 Coupe histologique transversale de ’utérus de la ratte non-gestante
(colorée au bleu de méthyléne) (photo obtenue au laboratoire du Dr.
Eric Asselin).
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1.3 Les hormones stéroidiennes

Chez la femelle, la régulation des processus de reproduction est sous le contrdle
des hormones stéroidiennes soient 1'estrogéne et la progestérone (P4). Elles sont
produites a partir du cholestérol par les cellules folliculaires de I'ovaire, ce qui nécessite
"action successive de molécules de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique, par
exemple les cytochromes P450,.. (side-chain cleavage), P450C17 et P450y, (aromatase)
et toute une gamme d’enzymes (Figure 1.3) (Thibault et Levasseur 2001).

Les hormones sexuelles, sous le contrile des gonadotropines : la FSH (hormone
folliculo-stimulante) et la LH (hormone lutéinisante), sont nécessaires a la régulation des
cycles du systéme reproducteur femelle. La P, produite par le corps jaune a pour rdle
général 1'établissement et le maintien de la gestation et I'inhibition de la prolifération
cellulaire induite par 1'cestrogéne au niveau de l'endométre. De plus, elle bloque la
contractilité du myomeétre lors de la gestation pour maintenir 'utérus dans un état
quiescent, et ce, (a) en diminuant 1'expression des récepteurs a 'ocytocine (agent
stimulant de la contraction du muscle utérin), (b) en stimulant la transcription des
récepteurs J-adrénergiques myorelaxants, (¢) en diminuant le taux de Ca®* intracellulaire
libre et, (d) en stimulant la production de relaxine endométriale. Les oestrogénes
sécrétés majoritairement par les cellules folliculaires stimulent la prolifération cellulaire,
la formation des récepteurs & la Py et déclenche la parturition (Thibault et Levasseur
2001; Tortora et Grabowski 2001). 11 existe trois formes d’cestrogénes : (a) le 17p-
oestradiol (E;), la forme la plus active et la plus sécrétée par les ovaires, (b) 1’oestrone

(E1), qui se convertit en 17P-oestradiol, et (c) 1'oestriol (E3) (Heffner 2003).
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FIGURE 1.3 Etapes de la stéroidogenése (Knobil et al. 1994).
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Les hormones stéroidiennes varient tout au long du cycle hormonal (cycle oestral) de la

ratte. Nous aborderons ce sujet plus précisément dans la section suivante.

1.4  La ratte gestante et le cycle oestral

Le modele in vivo utilis€ pour notre étude est la ratte gestante. Dans le but
d’accoupler les rattes, nous devons déterminer, par frottis vaginaux, si la phase du cycle
oestral de la ratte le permet. Le cycle oestral a une durée de 4 a 5 jours et est caractérisé
par quatre phases différentes : (a) diestrus, (b) proestrus, (c) oestrus, (d) metestrus,
I’accouplement est possible seulement en fin de proestrus ou en début d’cestrus, ce qui
correspond au moment de I’ovulation. Contrairement a la plupart des mammiferes a
ovulation spontanée, lors du cycle oestral chez la ratte, un deuxieme pic de FSH suit
I’ovulation ce qui stimule la formation de I’antrum des follicules qui ovuleront au cycle
suivant. Cette croissance provoque 1’augmentation d’E, en début de proestrus. Une
montée de progestérone a ce stade est responsable de ’apparition de 1’cestrus et donc de
I’ovulation. L’inhibine, une protéine produite au niveau des cellules de la granulosa de
’ovaire, agit au niveau de I’hypophyse antérieure pour inhiber la production de la FSH.
Suite a ’ovulation, la chute brutale d’inhibine, permet le deuxieme pic de FSH (Figure

1.4) (Thibault et Levasseur 2001).

Les frottis vaginaux de chaque phase du cycle oestral possedent des
caractéristiques histologiques propres (Figure 1.5) nous permettant de juger si la ratte
peut étre accouplée. En effet, lors du diestrus, qui a une durée de six heures, nous
retrouvons dans le frottis vaginal en majorité des polymorphonucléaires neutrophiles
(PMN) et quelques cellules nucléées. Le proestrus a une durée totale d’environ 72
heures et est divisé en deux étapes : le proestrus précoce (60 heures) et le proestrus tardif
(12 heures), le proestrus précoce est caractérisé par la présence de : (a) cellules nucléées,

(b) PMN, (c) quelques cellules comifiées (mortes) et, (d) beaucoup de mucus.
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Oestrus

Diestrus. Proestrus

Metestrus

FIGURE 1.4 Variation des hormones stéroidiennes et des gonadotropines lors

du cycle oestral chez la ratte (Smith et al. 1975).
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FIGURE 1.5 Frottis vaginaux colorés au bleu de méthylene. On y observe tous les

types cellulaires présents dans les différentes étapes du cycle oestral

et la confirmation de la fertilisation (photos : laboratoire du Dr. Eric

Asselin).
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Dans le frottis vaginal au moment du proestrus tardif on observe en grande majorité des
cellules nucléées. L’cestrus, ou I’on retrouve en majorité des cellules cornifiées, a une
durée de dix a vingt heures. Finalement, le metestrus a une durée d’environ huit heures
et on y trouve des PMN, des cellules nucléées et des cellules cornifiées (Waynforth et
Flecknell 1992).

Le bon succes de 1’accouplement est aussi vérifié par frottis vaginaux, nous
pouvons alors observer une grande quantité de spermatozoides sur la lame de
microscope (Figure 1.5). La présence d’un bouchon copulatoire (bouchon composé de
la semence du rat) dans le vagin de la ratte le matin suivant I’accouplement est aussi un
signe nous permettant d’affirmer que la ratte est gestante (considéré comme le jour 1 de
gestation). Les rattes sont ensuite euthanasiées aux jours de gestation désirés et

I’endometre est recueilli pour les analyses futures.

1.5 La culture cellulaire

Notre modele in vitro, les cellules déciduales en culture, nous permet d’étudier
les cellules stromales sans la présence des signaux embryonnaires. Nous pouvons alors
vérifier I’effet d’un traitement particulier sur les cellules sans 1’interférence des signaux
embryonnaires. Dans le but d’induire la décidualisation in vivo, les rattes Sprague-
Dawley ont été€ ovariectomisées et suite a un repos de 10 jours, elles ont recu des
injections d’E; et de P4 selon un protocole bien précis (Shooner et al. 2005). Au
huiti€éme jour, les rattes ont été euthanasiées et les cornes utérines ont été recueillies pour

la culture cellulaire primaire.



24

Chez la ratte, un stimulus utérin (embryonnaire ou artificiel) est requis pour
induire la décidualisation (voir section 1.6), ce qui explique pourquoi seulement
quelques especes, dont ’humain et quelques primates, subissent les menstruations. La

décidualisation fera I’objet de la prochaine section.

1.6 La décidualisation

N

Chez la ratte, suite a I'implantation de I’embryon dans la paroi utérine, les
cellules stromales de 1’endometre subissent de profonds changements autant dans leur
forme et leur organisation que dans leur métabolisme. Sous I’effet du stimulus utérin
(embryonnaire ou artificiel), les cellules stromales fibroblastiques proliférent et se
différencient alors en cellules déciduales (Figure 1.6) pour former la zone déciduale

primaire au niveau du site d’implantation de I’embryon (Abrahamsohn et Zorn 1993).

Le rdle et la morphologie des cellules déciduales chez la ratte et chez la femme
sont tres similaires. Elles sont caractérisées par leur forme polyédrique et leur grande
taille. De plus, on y retrouve un plus grand nombre de : (a) réticulum endoplasmique
rugueux, (b) de filaments intermédiaires et, (c) de gouttelettes lipidiques et de
glycogene, et souvent deux nucléoles proéminents. La formation de jonctions serrées et
la diminution de 1’espace extracellulaire sont aussi caractéristiques de la décidualisation.
La taille et le poids de 1’utérus sont alors grandement augmentés et 1’on y observe la

présence d’cedeme (Knobil et Neill 1994).

Cette zone de décidualisation primaire est nécessaire : (a) a la protection du foetus
contre les microorganismes, (b) au support nutritionnel, (c) a la production de facteurs
nécessaires a 1’invasion du trophoblaste, (d) a la protection de 1’embryon contre une

réponse immunitaire de la meére et, e) a la protection de la meére contre une invasion



FIGURE 1.6 Cellules stromales de I’endomeétre humain (A) et cellules déciduales
(B) suite au processus de décidualisation (Thibault et Levasseur
2001).
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exagéré du trophoblaste (Fazleabas et Strakova 2002). Accolée a la zone de
décidualisation primaire, on retrouve une couche de fibroblastes de morphologie
intermédiaire, c’est-a-dire a4 mi-chemin entre la cellule stromale et la cellule déciduale,
que I’on nomme cellules pré-déciduales. La couche subséquente, accolée au myométre,
est composée uniquement de fibroblastes (cellules stromales) indifférenciés et servira a

la reconstruction de I’endometre suite a la parturition (Abrahamsohn et Zorn 1993).

La principale chaine d’événements qui débute avec un stimulus utérin et qui
mene 2 la transformation des cellules stromales en cellules déciduales est encore tres peu
connue. Cependant, nous savons que les prostaglandines exercent un r6le de premier
plan dans la décidualisation, en effet, il a été démontré que 1’administration locale de
prostaglandines induit la décidualisation et que le niveau de prostaglandines est plus
élevé au site d’implantation comparativement au site inter-implantation (Abrahamsohn

et Zorn 1993; Knobil et Neill 1994 ).

Plus la gestation avance, plus le feetus prend de I’expansion, les cellules
déciduales doivent alors mourir par apoptose, c’est ce que 1’on nomme la régression

déciduale.

1.6.1 La régression déciduale

La régression déciduale est un processus apoptotique observé environ au jour 14
de gestation chez le rat (Welsh et Enders 1993; Shooner et al. 2005). Les cellules
déciduales mortes sont alors phagocytées par des cellules trophoblastiques géantes,
I’espace ainsi créé pourra €tre occupé par le trophoblaste grandissant facilitant son
développement. Les mécanismes exacts d’induction de 1’apoptose au niveau des

cellules déciduales est un processus peu documenté. Sachant que la diminution de
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Pactivité de Akt peut étre impliquée dans les processus apoptotiques dans les cellules
endométriales chez le rat lors du cycle oestral (Déry et al. 2003) et lors de I’apoptose
induite par le TGF-J dans les cellules déciduales en culture (Shooner et al. 2005), il est
possible que la voie de 1a PI 3-K/ Akt joue un rdle dans la régression déciduale. Aussi,
I’équipe de Tessier a suggéré que la disparition des récepteurs a la prolactine (PRL),
I’hormone responsable de la sécrétion du lait par les glandes mammaires, et
I'inactivation de Akt et de la caspase-3 clivée pourrait étre un mécanisme de contrdle de
I’apoptose dans les cellules déciduales. Ils ont suggéré que la voie de la PI 3-K pourrait

étre responsable de I’effet anti-apoptotique de la PRL (Tessier et al. 2001).

La régression déciduale étant un processus apoptotique, la prochaine section sera

consacrée a I’apoptose et aux caspases.

1.6.2 L’apoptose et les caspases

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée caractérisé par des
changements morphologiques et biochimiques des cellules. Les principales
caractéristiques d’une cellule en apoptose sont les suivantes: (a) condensation et
fragmentation de 1I’ADN, (b) destruction des organites, (c) diminution du volume
cellulaire, (d) altération des membranes cellulaires et, (e) formation de corps
apoptotiques (Griffiths et al. 2001) (Figure 1.7). Les corps apoptotiques sont phagocytés

prévenant ainsi la mise en place d’une réaction inflammatoire (Cohen 1997).

L’apoptose est essentielle pour contrller le nombre de cellules de notre
organisme, pour éliminer les cellules potentiellement dangereuses (immuno-réactives ou

infectées par un virus), mais aussi pour un développement embryonnaire normal (Lodish
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FIGURE 1.7 Schéma montrant les principales étapes menant a la mort cellulaire
par apoptose (a), photos en microscopie électronique comparant une
cellule normale a une cellule apoptotique (b) (Lodish et al. 2004).
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et al. 2004). 1 existe plusieurs exemples de situations nécessitant 1’induction de
I’apoptose, par exemple, lors de I’implantation embryonnaire, les cellules épithéliales de
I’endometre entrent en apoptose permettant ainsi a I’embryon de s’implanter dans la
paroi utérine (Pampfer et Donnay 1999). De plus, lors de la régression déciduale, les
cellules déciduales meurent par apoptose dans le but de laisser 1’espace suffisant au
développement du feetus (Gu et al. 1994). De I’apoptose dans les cellules endométriales
est aussi observée lors du cycle oestral chez la souris (Dharma et al. 2001) et le rat (Sato
et al. 1997).

Les principaux exécuteurs de 1’apoptose sont les caspases (« cysteine-containing
aspartate-specific proteases »). Elles sont synthétisées sous forme de pro-enzymes
inactives, nommées pro-caspases et sont activées par clivage au niveau d’un résidu
aspartate (Asp) spécifique pour former deux sous-unités. Les caspases sont regroupées
en deux sous-groupes : les caspases initiatrices et les caspases effectrices. Les caspases
initiatrices (caspase-2,-8,-9,-10) sont activées/clivées en réponse a des stimuli
apoptotiques cellulaires et clivent a leur tour les caspases exécutrices de 1’apoptose
(caspase-3,-7,-9). Ces dernieres, en plus d’activer d’autres caspases, clivent des
protéines cibles qui, en temps normal, sont responsables de maintenir 1’intégrité de la
cellule et de I’ADN, entrainant ainsi les changements observés lors de 1’apoptose

(Shiozaki et Shi 2004).

1.7  La parturition

Le deuxiéme moment important de la gestation sur lequel nous nous sommes
attardé est la parturition. Elle est définie comme étant le processus par lequel le feetus
est expulsé de 1’utérus vers 1’environnement extérieur ce qui nécessite une coordination
complexe entre le foetus et 'utérus (Challis et al. 2000). Le myometre est relativement
inactif tout au long de la gestation, par contre, lors de la parturition il se contracte de

facon rythmique, coordonné et avec force favorisant ainsi la dilation du col et
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I’expulsion du feetus et du placenta (Knobil et Neill 1994). L’induction de la parturition
comporte une séquence d’événements débutant par la maturation de 1’axe hypothalamo-
hypophysaire (HPA) du feetus menant a une augmentation du taux de cortisol dans la
circulation du feetus et du cordon ombilical. Ce changement dans les concentrations de
cortisol modifie le rapport de production E,/P4 par le placenta. Chez la plupart des
mammiferes, dont le rat, la fin de gestation est donc associée a une chute des taux
plasmatiques de P4, alors que I’E, augmente favorisant ainsi 1’activation de 1’utérus
(Schuler et al. 2005) (Figure 1.8). 11 est a noter que cette chute brutale des taux de P4 ne
se produit ni chez la femme ni chez la plupart des primates (Heffner 2003). Par contre
une diminution du rapport E»/P4 de 40% est tout de méme observé au moment du terme
(Thibault et Levasseur 2001) puisque la syntheése des cestrogenes est accrue au moment

de ’initiation du travail.

L’ eestrogéne influence la contraction de I’endometre au moment de la parturition
de plusieurs fagons: (a) elle induit I’expression des récepteurs a 1’ocytocine (agent
stimulant de la contraction du myométre) au niveau des cellules myométriales, (b) elle
facilite la capacité de ’endometre et du myometre a produire des prostaglandines, (c)
elle induit la formation de jonctions serrées entre les cellules adjacentes du myometre, ce
qui permet une contraction coordonnée et synchronisée du myometre durant le travail, et
finalement, (d) elle permet la formation de 1’actine et de la myosine, associées a
Pactivité du myometre (Knobil et Neill 1994). La chute des taux de Pj et

I’augmentation du taux d’E, favorise donc 1’activation de l'utérus et la mise en
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FIGURE 1.8 Modification du rapport de production cestrogéne (E;)/progestérone
(P,) par le placenta en fin de gestation chez la ratte. Aux jours 14 a
22 de gestation, la concentration plasmatique d’E; augmente alors
que le taux de P4 chute (Thibault et Levasseur 2001).
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place du travail, et ce, par la stimulation de la production des prostaglandines (plus
particulicrement la PGF,,) par ’endometre et le myometre (Schuler et al. 2005). Les

prostaglandines feront donc I’objet de la prochaine section.

1.7.1 Les prostaglandines et les cyclooxygénases

Les prostaglandines font partie de la grande famille des eicosanoides qui inclue
les leucotriénes et les thromboxanes et sont des métabolites de 1’acide arachidonique
(AA). Elles sont impliquées dans un grand nombre de processus dont la gestation et la
réaction inflammatoire (Kelly 1996). La phospholipase A2 (PLA2) est I’enzyme
permettant la libération du précurseur de ’AA emmagasiné au niveau de la membrane
plasmique. Par la suite, les cyclooxygénases (COXs) catalysent la transformation de
I’AA en prostaglandine H, (PGH;) qui sera convertie en différentes prostaglandines par

des synthases ou isomérases spécifiques (Smith et Dewitt 1996) (Figure 1.9).

Les enzymes limitantes de la production des prostaglandines sont les COXs, des
enzymes de 70 kDa, plus précisément la cyclooxygénase-1 (COX-1) et la
cyclooxygénase-2 (COX-2). La COX-1 est une enzyme constitutive dans la plupart des
tissus alors que la COX-2 est exprimé en de plus faible quantité et répond & une
stimulation par des facteurs de croissance et des substances mitogeénes (Xie 1991). Par
contre, il a été démontré que ’ARNm de COX-1 augmente au niveau du myomeétre a
partir du jour 16 de gestation chez la ratte (Myatt et al. 1994). Cependant, COX-2 est
considérée responsable de la stimulation nécessaire a la production des prostaglandines
en fin de gestatidn chez la plupart des mammiféres. En effet, Sooranna et ses collegues
ont démontré que 1’expression de COX-2 dans les cellules myométriales est faible au
cours de la grossesse chez la femme et augmente avec 1’induction du travail (Sooranna

et al. 2004). De plus, une augmentation de COX-2 a ét€ observé en toute fin de
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gestation dans le myométre de la souris (Tsuboi et al. 2000). Aussi, chez le babouin,
plus la gestation avance, plus COX-2 augmente dans I'utérus et son niveau demeure

élevé lors du travail (Wu et al. 2004).

Les prostaglandines agissent au niveau des cellules cibles via des récepteurs pour
la plupart couplés a une protéine G qui sont répartis en deux groupes : (a) les récepteurs
couplés a l’adénylate cyclase et entrainant la relaxation utérine, par exemple, les
récepteurs EP2 et EP4 pour les prostaglandines de type E (PGEs), (b) les récepteurs
couplés a la phospholipase C (PLC), comme le EP1 et EP3 pour les PGEs et FP pour la
PGF,, qui induisent la contraction du myometre. L’activation de la PLC induit
I’activation de seconds messagers, dont le IP3, qui permettent la libération du Ca*
intracellulaire favorisant ainsi la contraction du muscle lisse utérin (Thibault et

Levasseur 2001).

1.7.2 Prostaglandines versus parturition

I est maintenant évident que les prostaglandines, plus précisément la
prostaglandine E, (PGE;) et 1a prostaglandine F,, (PGF,,), et leurs récepteurs jouent un
réle de premier plan au cours de la gestation et lors de la parturition. L’endomeétre et les
membranes feetales sont toutes deux responsables de la production de prostaglandines
qui agissent de fagon paracrine majoritairement au niveau du myomeétre (Nathanielsz et
al. 2004). Plusieurs évidences nous permettent de constater 1’importance des
prostaglandines dans la parturition, entre autre, I’administration de prostaglandines a
une femme, a n’importe quel stade de la grossesse, initie la contraction du myometre et

I’expulsion du feetus (Nathanielsz et al. 2004).
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Dans le myometre de la ratte, juste avant le terme, le rapport de densité des
récepteurs FP/EP2 augmente brutalement par une expression accrue des récepteurs FP et
une diminution des récepteurs EP2 (Thibault et Levasseur 2001). De plus, chez les
babouins, I’expression de I’ARNm des récepteurs EP2 diminue considérablement dans
le myométre lors du travail (Smith et al. 1999). Le méme patron d’expression est
observé dans le myometre de la chevre lors de I’induction du travail, c’est-a-dire que
I'expression des récepteurs FP, mais aussi les récepteurs EP3, augmentent

considérablement (Wu et al. 1999).

La régulation des récepteurs des prostaglandines tout au long de la gestation est
donc de premiére importance dans le contr6le du niveau de contractilité de 1’utérus.
Evidemment, apres la parturition, 1’utérus doit cesser de se contracter et revenir a un état
de quiescence qui prévalait avant la parturition. La régulation de la relaxation du

myometre fera donc 1’objet de la section suivante.

1.7.3 Relaxation du myomeétre

Le myometre passe de I’état quiescent a activé de concert avec une augmentation
des récepteurs de contraction et une perte ou une diminution des récepteurs de relaxation
(Olson 2003 article 120). La relaxine est responsable, en partie, de faire cesser les
contractions du myomeétre apres la parturition. Celle-ci induit 1a production d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) dans les cellules myométriales, ce qui a pour effet de
d’empécher la libération de Ca®* des réserves intracellulaires. De plus, I’augmentation
du taux d’AMPc dans la cellule induit 1’activation de la protéine kinase A (PKA). Cette
protéine kinase phosphoryle alors la « Myosin light chain kinase » (MLCK), prévenant
de cette facon sa fixation au complexe Ca**-calmoduline (Knobil et Neill 1994 ; Challis
et al. 2000), l'interaction entre I’actine et la myosine nécessaire a la contraction

Y

musculaire est de cette facon inhibée et 'utérus revient a son état quiescent.
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Plusieurs indices nous portent & croire que la voie de signalisation de la
« phosphatidylinositol 3-kinase/Activated by kinase tyrosine » (PI 3-K/Akt) et ses
principaux intervenants pourraient jouer un role dans le contrfle de la destinée des
cellules endométriales lors du processus de régression déciduale et lors de la parturition.
C’est pourquoi, les sections suivantes seront consacrées a la compréhension de cette voie

de signalisation cellulaire et aux différentes molécules qui y sont impliquées.

1.8 La voie de signalisation cellulaire de la PI 3-K/Akt

La voie de signalisation cellulaire de la PI 3-K/Akt est responsable, en grande
partie, de la transduction de signaux de survie cellulaire ou d’inhibition de I’apoptose de
la membrane cellulaire vers le noyau en induisant I’activation de la transcription de
geénes cibles. La balance entre les facteurs apoptotiques et anti-apoptotiques de la cellule
est nécessaire pour le maintien de ’homéostasie. C’est pourquoi autant d’études ont été
réalisées et le seront au cours des années a venir concernant cette voie de signalisation
cellulaire ol converge une grande quantité de signaux provenant de ’extérieur de la

cellule.

Plusieurs molécules interviennent dans la transduction de signaux par cette voie

(Figure 1.10) et quelques-unes vous seront présentées dans les prochaines sections.
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FIGURE 1.10 Schéma de la voie de signalisation cellulaire de la PI 3-K/Akt.
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1.8.1 LaPI3-K

La PI 3-K est un hétérodimere contenant une sous-unité catalytique d’environ 110
kDa, la pl10 et une sous-unité régulatrice, la p85, possédant deux domaines « Src
homology 2 » (SH2) (Kandel et Hay 1999). Ces domaines SH2 lui permettent de se
fixer au niveau de récepteurs membranaires possédant une activité tyrosine kinase
intrinseéque ou au niveau de récepteurs couplés a une protéine G, et ce, suite a la
stimulation de ces récepteurs par un facteur de croissance ou par d’autres signaux de
survie cellulaire ou d’inhibition de I’apoptose. Cette liaison permet la translocation de la
PI 3-K du cytoplasme vers la membrane plasmique ou se situent ses substrats lipidiques

(Vanhaesebroeck et Alessi 2000).

Suite a son activation, la sous-unité catalytique de la PI 3-K phosphoryle les
phosphoinisitides (PI) dans le but de générer les produits lipidiques suivants: (a)
« Phosphatidylinositol 3 phosphate » (PIP), (b) « Phosphatidylinositol 4,5 diphosphate »
(PIP,) et, (c) « Phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate » (PIP3) (Kandel et Hay 1999). La
PIP; possede une grande affinité pour les protéines « phosphoinositide dependent
kinase » (PDKs) qui sont elles-mémes responsables de la phosphorylation de la protéine

kinase Akt (Alessi et al. 1997) (voir section 1.5.2).

Deux observations nous indiquent que 1’activation de la protéine kinase Akt est
dépendante de la PI 3-K. D’abord, la Wortmannin et la 1L Y294002, deux inhibiteurs
spécifiques de la PI 3-K (Vlahos et al. 1994; Woscholski et al. 1994), diminuent la
phosphorylation/activation de Akt (Burgering et Coffer 1995). Ensuite, les tyrosines
Y740 et Y751 du récepteur PDGF (« platelet-derived growth factor ») qui fixent la sous-
unité régulatrice de la PI 3-K, sont nécessaires a 1’activation de Akt (Franke et al. 1995)
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1.8.2 Akt/PKB/Rac

Akt (« Activated by kinase tyrosine »), aussi nommée « protein kinase B » (PKB)
ou «related to A and C protein kinase » (Rac), est une protéine cytosolique de 60 kDa.
Akt est I'homologue cellulaire du «transforming oncogene» du rétrovirus AKT8 (Staal
1987). 1I en existe trois isoformes: Aktl, Akt2 et Akt3. Akt2 et Akt3 possédent
respectivement 81% et 83% d’homologie avec Aktl (Konishi et al. 1995). Akt contient
un domaine kinase central avec une spécificité pour les résidus sérine ou thréonine des
protéines substrats (Bellacosa et al. 1991) et un domaine « pleckstrin homology » (PH)
permettant les interactions lipide/protéine ou protéine/protéine (Mayer et al. 1993; Datta
et al. 1995). Ce domaine PH lui permet de se lier aux lipides générés par la PI 3-K,
majoritairement la PIP3, cette liaison est nécessaire a la translocation de Akt au niveau
de la membrane plasmique pour son activation/phosphorylation par les PDKs
(Andjelkovic et al. 1997). Akt possede quatre sites de phosphorylation : la Ser124 et la
Thr450 qui sont en permanence phosphorylés et la Thr308 et la Serd73 qui sont
phosphorylés suite a un stimulus, ce qui est nécessaire pour I’activation complete de Akt

(Alessi et al. 1997).

A la suite de son activation, Akt transduit des signaux nécessaires a la survie
cellulaire et a I’inhibition des processus apoptotiques. En effet, Akt activée est
responsable de la phosphorylation/inhibition de Bad (Datta et al. 1997), une protéine
pro-apoptotique de la famille des Bcl-2 (voir section 1.8.6), et de 1a libération du facteur
de transcription NF-xB (voir section 1.8.4) facilitant ainsi sa translocation au noyau o il

peut activer la transcription de genes cibles (Madrid et al. 2000).

Il a été démontré dans une étude antérieure menée par notre laboratoire que la
forme activée de Akt, Phospho-Akt (P-Akt) est fortement exprimée tout au long du cycle

oestral chez la ratte sauf au moment de 1’cestrus (Déry et al. 2003), ou I’on observe un
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taux d’apoptose élevé (Sato et al. 1997). Cette méme étude démontre que ’activité de
Akt est influencée a la hausse dans les cellules stromales en culture a la suite d’un
traitement au E,. Ces résultats démontrent que 1’activité de Akt est régulée dans les
cellules endométriales. 1l a ét€ suggéré que I’inhibition de I’activation de Akt pourrait
étre un mécanisme permettant aux cellules endométriales de mourir par apoptose et que,
au contraire, 1’augmentation de son activation serait importante pour la protection de ces

cellules contre 1’apoptose et pour induire la prolifération cellulaire (Déry et al. 2003).

1.8.3 PTEN/MMAC

PTEN/MMAC (« Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome
ten/Mutated in Multiple Advanced Cancers »), une protéine pro-apoptotique de 54 kDa,
est impliqué dans une grande variété de cancers lorsque mutée, nous indiquant qu’il
pourrait réguler des processus cellulaires fondamentaux comme la prolifération. Au
niveau de certaines tumeurs, la perte de PTEN peut résulter en une absence de réponse
face a des stimuli apoptotiques (Stambolic et al. 1998). Son activité de supresseur de
tumeur a été démontrée pour la premiere fois par un transfert adénoviral de PTEN dans
des cellules de gliome ou il fut observée une diminution de la prolifération cellulaire
(Wayne et al. 1998). L’analyse de sa séquence en acides aminés révele la présence d’un
motif catalytique caractéristique des membres de la famille des protéines tyrosine
phosphatases (Myers et al.1997; Maechama et al. 1998). En effet, PTEN posséde une
activité phosphatase et peut déphosphoryler des substrats contenant des
phosphotyrosines ou des phosphothréonines (Sun et al. 1999). De plus, il a été¢ démontré
par Maehama et son équipe que PTEN a la capacité de déphosphoryler PIP; en position
3 pour former du PIP, (Maehama et al. 1998). En réduisant la disponibilité de la PIPs,
PTEN inhibe la phosphorylation/activation de Akt (Stambolic et al. 1998; Wu et al.
1998). 1l a été observé qu’une accumulation de PIP3 dans des cellules pten-/- produisait

une augmentation de I’activité de Akt (Sun et al. 1999). L’activité supresseur de tumeur
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de PTEN réside donc dans sa capacité a agir au niveau de la voie de la PI 3-K/Akt pour

inhiber la phosphorylation de Akt et ainsi empécher la prolifération cellulaire.

Une étude de I’endometre chez la femme a révélée que PTEN pourrait étre
régulée par la progestérone lors du cycle menstruel (Mutter et al. 2000). 1l n’est donc
pas exclu que cette protéine puisse €tre régulée par les hormones stéroidiennes, en
particulier la progestérone, pendant la gestation. Aussi, une étude menée par notre
laboratoire démontre que dans certaines lignées cellulaires ou I’on retrouve PTEN muté,
le niveau de phosphorylation de Akt est augmenté, permettant ainsi 1’activation de la
voie de survie cellulaire de la PI 3-K via le facteur de transcription NF-xB (St-Germain

et al. 2004).

1.8.4 NF-xB, IxB

NF-kB (« Nuclear Factor kappa B ») fut initialement caractérisé comme un
facteur de transcription nécessaire a 1’expression de genes spécifiques aux cellules B. 11
est maintenant connu que NF-xB fait partie de la famille des facteurs de transcription
Rel et est responsable de ’activation d’une grande variété de genes (Mercurio et
Manning 1999). En effet, NF-kB est présent dans la majorité des types cellulaires et est
impliqué dans plusieurs processus cellulaires importants comme : (a) I'inflammation
(Baeuerle 1998), (b) la suppression de 1’apoptose (Wang et al. 1996) et, (c) la
prolifération cellulaire (Baldwin 1996). Comme chaque membre de la famille Rel, NF-
KB posséde une région amino-terminale nommée « Rel-homology domain » (RHD), lui
permettant de se lier a I’ADN et de former des hétérodimeres, et le «nuclear localization

signal» (NLS), permettant sa translocation nucléaire (May et Ghosh 1998). NF-xB est
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formé d’un hétérodimére dont le plus souvent rencontré est constitué des sous-unités p50
et p65, p50 étant responsable de la fixation & 1"ADN (Ghosh et al. 1990) et p65 de la
fixation & la protéine « Inhibitory subunit kappa B » (IxB) (Nolan et al. 1990).

Sans stimulation de la cellule par des cytokines, des facteurs de croissance ou par
des protéines immunorégulatrices, NF-xB est inactif au niveau du cytoplasme de la
cellule. En fait, NF-xB est lié & une protéine inhibitrice, IkB-c. Par cette interaction, le
signal de localisation nucléaire de NF-kB est masqué, empéchant ainsi sa translocation
nucléaire. A la suite i une stimulation cellulaire adéquate, IxB-ol sera phosphorylée au
niveau de sa Ser32 et de sa Serd6 (May et Ghosh 1998), cette phosphorylation modifie
la conformation de IkB-0! exposant ainsi une séquence contenant des lysines, marquant
la protéine pour I'ubiquitination. Ces deux processus (phosphorylation + ubiquitination)
sont nécessaires a 1"induction de la dégradation de IxB-o par le protéasome 26S (Chen
et al. 1995). NF-kB est alors libéré et peut étre transloqué au niveau du noyau dans le
but d’activer la transcription de génes cibles (Figure 1.11). La phosphorylation de IkB-
o est possible grice & un complexe d'environ 700 kDa nommé IxB kinase (IKK)

constitué de deux sous-unités : IKKa et IKK[} (Zandi et al. 1997).

Notons que la voie de la PI 3-K est impliqué dans la régulation de NF-kB (Kane
et al. 1999). Une étude menée par notre laboratoire a démontré pour la premiére fois le
role crucial de Akt dans la régulation de 1'activité de NF-xB via la phosphorylation de
IxkB dans des cellules cancéreuses endométriales (St-Germain et al. 2004). Ces résultats
indiquent qu’il existe une relation étroite entre la voie de signalisation cellulaire de la PI
3-K/Akt et le facteur de transcription NF-xB. De plus, il est connu que ce facteur de
transcription est impliqué dans la transcription des « inhibitor of apoptosis proteins »

(IAPs) (Stehlik et al. 1998; Zou et al. 2004).
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1.8.5 XIAP

XIAP («X-linked inhibtor of apoptosis ») est un inhibiteur de caspases
appartenant & la famille des IAPs. Cette famille de protéines fut décrite pour la
premigre fois par Crook et ses collégues dans le cadre d’une étude sur les baculovirus
(Crook et al. 1993). Jusqu’a maintenant, huit membres de la famille ont été identifiés :
XIAP, IAP1, IAP2, ILP2, NAIP, survivin, BRUCE et livin (Schimmer et al. 2004). Les
membres de la famille sont classés selon leur nombre de motifs « baculovirus IAP
repéat » (BIR), un motif d’environ 70 acides aminés. XIAP en contient trois, nommeés
BIR1, BIR2 et BIR3. Son domaine BIR2 permet ’inhibition de la caspase-3 et de la
caspase-7, alors que BIR3 permet !'inhibition de la caspase-9 (Sun et al. 1999),
empéchant ainsi 1’apoptose. XIAP possede un domaine RING en C-terminal, celui-ci
est responsable d’une auto-ubiquitination et donc de la dégradation de XIAP suite a un
stimulus apoptotique (Devi 2004), il est aussi connu que XIAP peut étre clivé par
certaines caspases (Devereaux et al. 1999). De plus, Smac/DIABLO, une protéine pro-
apoptotique, est un inhibiteur connu de XIAP, il est relaché de la mitochondrie en méme
temps que le cytochrome C et peut alors se lier au domaine BIR3 de XIAP prévenant

ainsi son association avec les caspases (Shiozaki et Shi 2004)

Il a été démontré que XIAP est impliqué dans : (a) la dégradation de IkB, (b)
I’activation de NF-kB, et, (c) la translocation de NF-xB au niveau du noyau (Schimmer
et al. 2004) et donc de son activation. Aussi, il a été démontré que la surexpression de
XIAP induit la phosphorylation/activation de Akt dans les cellules de la granulosa de rat
(Asselin et al. 2001) et dans le cancer de type épithélial de 1’ovaire (Asselin et al.
2001a). Finalement, Leblanc et son équipe démontré que XIAP et Smac/DIABLO sont
régulés de facon opposée dans I’endometre de la ratte lors du cycle oestral. En effet, au
moment de 1’oestrus, ils ont observé un taux élevé de la protéine XIAP, alors que

Smac/DIABLO était a son minimum d’expression (Leblanc et al. 2003).
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1.8.6 Famille Bcl-2

La famille des «B-cell lymphoma 2 » (Bcl-2) comprend des protéines pro-
apoptotiques (Bax, Bad, Bid) et anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-x1). Tous les membres de
cette famille posseédent au moins un des quatre motifs « Bcl-2 homology domains »
(BH) (Adams et Cory 1998) nécessaires a la formation d’homo- ou d’hétérodimeres et a
Pactivité anti- ou pro-apoptotique de ces protéines. L’hétérodimérisation de ces
protéines leur permet de s’activer ou de s’inhiber ’'une 1’autre pour maintenir la balance
entre les facteurs de survie et de mort cellulaire. Elles peuvent étre divisées en trois
sous-familles, la premiére étant constituée des protéines anti-apoptotiques et contenant
les quatre domaines BH : BH1 a BH4, la deuxieme contenant les domaines BH1 a BH3
et la derniere étant constituée uniquement de protéines pro-apoptotiques contenant

seulement le domaine BH3 (Tsujimoto 1998).

Bcl-2 et Bel-xy, (« Bel2-like 1 ») sont situées au niveau de la membrane externe
de la mitochondrie, du réticulum endoplasmique et au niveau de la membrane du noyau.
Ces deux protéines anti-apoptotiques préviennent la reldche mitochondriale de facteurs
apoptotiques comme le cytochrome C prévenant ainsi I’activation des caspases (Adams
et Cory 1998). L’augmentation de la quantité de cytochrome C reladché dans le
cytoplasme a pour conséquence la formation d’un complexe nommé apoptosome. Celui-
ci est formé de cytochrome C, d’Apaf-1 (« apoptosis protease activating factor-1 »), de
la pro-caspase-9 et d’adénosine triphosphate (ATP). L’interaction du cytochrome C et
de Apaf-1 favorise 1’activation de la pro-caspase-9 (Cohen 1997). Une fois activée, la
caspase-9 est responsable du clivage de la caspase-3, elle-méme responsable du clivage
de protéines clés dans la cellule, par exemple PARP (poly (ADP-ribose) polymerase),
une enzyme nucléaire qui agit en tant que facteur de transcription (Bello et al. 2004)

menant ainsi a I’apoptose.
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L’hétérodimérisation n’est pas la seule facon d’inhiber ou d’activer les membres
de la famille des Bcl-2. La phosphorylation/déphosphorylation est aussi un mécanisme
connu. En effet, Bad (« Bcl-2-antagonist of cell death »), une protéine pro-apoptotique,
est inhibée lorsque phosphorylée par Akt a la suite d’un stimulus de survie ou de
prolifération cellulaire, elle est alors séquestrée par une protéine cytosolique que 1’on
nomme 14-3-3, ceci prévient la formation d’un hétérodimére avec Bcl-x;, au niveau de la
mitochondrie et par le fait méme empéche la reliche de cytochrome C (Gajewski et
Thompson 1996). 1l existe donc une relation importante entre certains membres de la

famille des Bcl-2 et Akt.

Bid « BH3-interacting domain death agonist », quant a lui, est activé suite au
clivage par la caspase-8 (Li et al. 1998). A la suite d’un stimulus apoptotique, Bax
(« Bcl2-associated X protein »), un autre membre de cette famille, s’intégre dans la
membrane de la mitochondrie comme un homodimere et forme un canal ionique
(Schendel et al. 1997) dans le but de déstabiliser la membrane mitochondriale
conduisant au relarguage de cytochrome C et d’autres facteurs induisant 1’apoptose. Par
contre, I’hétérodimération de Bax avec Bcl-2 ou Bcl-xp prévient I’habileté de cette
molécule a induire I’apoptose (Gajewski et Thompson 1996). Les membres anti-
apoptotiques de la famille des Bcl-2 peuvent aussi empécher les processus apoptotiques
en séquestrant directement les caspases. En effet, Bcl-x. se fixe directement a la pro-
caspase-8 et a 1’apoptosome pour prévenir la cascade des caspases et 1’apoptose (Hu et

al. 1998).

1.8.7 CDC47/MCM7

Une autre protéine impliquée dans la survie et la prolifération celullulaire est
CDC47/MCM7 (« Cell Division Cycle 47/Mini Chromosome Maintenance protein 7 »).
Elle fait partie de la famille des polypeptides « Mini Chromosome Maintenance »
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(MCMs). Elle est recrutée durant la phase G1 du cycle cellulaire et est nécessaire a la
formation d’un complexe de pré-réplication et a 1’initiation de la réplication de I’ADN
(Dalton et Hopwood 1997). Elle est donc grandement utilisée comme marqueur de

prolifération cellulaire.

Au moment de ’cestrus chez le rat, il a été observé une diminution de la
phosphorylation de Akt et au méme moment, une baisse de 1’expression du marqueur de
prolifération cellulaire CDC47/MCM7 (Déry et al. 2003). 1l est donc possible qu’une

telle situation se produise au moment de la régression déciduale.

1.9  Hypothese et objectifs

Plusieurs indices nous portent a croire que la voie de survie cellulaire de 1a PI 3-
K/Akt et XIAP pourraient étre impliquées dans les processus de signalisation
intracellulaire dans I’endomeétre en fin de gestation. Les objectifs de cette étude sont
donc les suivantes : (a) déterminer I’implication de XIAP et de la PI 3- K/Akt dans les
processus apoptotiques au moment de la régression déciduale, (b) déterminer
I’importance de la voie de survie cellulaire de la PI 3-K/Akt dans la préparation a la
parturition et, (c) caractériser I’expression des trois isoformes de Akt dans I’endometre

de la ratte en fin de gestation.



CHAPITRE 11
REGULATION DE LA VOIE DE LA PI 3-K/Akt DANS L’ENDOMETRE DE LA
RATTE DURANT LA GESTATION

Préface

Les auteurs de I’article qui suit sont : (a) Guylaine Fréchette-Frigon (moi-méme),
qui a fait la rédaction de 1’article et les expériences concernant les jours de gestation et a
participé a la mise en place de la banque de protéines, (b) Carl Shooner a fait les
expériences concernant la culture cellulaire et a contribué a 1’élaboration de la banque de
protéines provenant des utérus de rattes gestantes, (c) Valérie Leblanc a aussi
grandement contribué A 1’élaboration de la banque de protéines, (d) Dr. Eric Asselin est
le directeur de cette recherche, il a donc fait la supervision de la recherche et la révision

de ’article.

Résumé

En début de gestation chez le rat, I’embryon s’accole a 1’épithélium endométrial
dans le but de s’implanter dans la paroi utérine, les cellules épithéliales entrent alors en
apoptose. Une seconde vague d’apoptose est observée dans les cellules déciduales de
I’endometre en fin de gestation, c’est ce que 1’on nomme la régression déciduale (jour 14
a 20). La parturition chez le rat survient environ au jour 22 de gestation et de nombreux
agents, entre autre, les prostaglandines et les hormones stéroidiennes jouent un role
central dans ce processus. De plus, par sa capacité a fournir des prostaglandines au
myométre, ’endomeétre est impliqué dans la parturition. Cependant, les mécanismes
intracellulaires et moléculaires impliqués dans la régression déciduale et la parturition au
niveau des cellules endométriales sont peu connus et documentés. L’objectif de la

présente étude est donc de déterminer la présence et la régulation de XIAP et du chemin
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de survie cellulaire de la PI 3-K/Akt dans I’endométre de la ratte en fin de gestation et de
déterminer 1'implication possible de ce chemin de survie avant la parturition. Pour ce
faire, nous avons utilisé un modéle in vive: la ratte gestante. Les rattes ont été
accouplées et par la suite euthanasiées a différents jours de gestation (jours 12 & 22).
Les utérus ont ensuite &té recueillis pour en collecter les cellules endométriales et en
extraire les protéines pour des analyses de type Western. La prolifération cellulaire,
déterminée par I'expression de CDC47/MCM?7 est faible lors de la régression déciduale
(jour 14 & 20). De plus, la forme active de Akt, P-Akt, diminue lors de la régression
déciduale, alors qu’elle augmente aux jours 21 et 22 de gestation. Nous avons observé
le méme patron d’expression pour IkB-c., et NF-xB dans les derniers jours de gestation
(ours 21 et 22). XIAP montre un patron d’expression similaire a celui de P-Akt & partir
du jour 14 de gestation. Aktl diminue & partir du jour 14 et Akt2 est exprimée de fagcon
constitutive du jour 14 a 22, alors que Akt3 est exprimé exclusivement aux jours 21 et
22 et est absent au moment de la régression déciduale. Le second modéle utilisé pour
notre étude est la culture de cellules déciduales provenant de rattes préalablement
traitées au 17P-oestradiol et & la progestérone. Ces traitements nous permettent
d’induire la décidualisation in vive. L’endometre est par la suite recueilli pour la culture
cellulaire. L'inhibiteur de la PI 3-K, la LY294002, bloque la phosphorylation de Akt et
diminue l'expression de XIAP in vitro dans les cellules déciduales. Ces résultats
suggerent que XIAP et Akt pourraient étre des molécules de signalisation cellulaire par
lesquelles 1'apoptose est régulée dans I"'endomeétre de la ratte et que la voie de la PI 3-
K/Akt pourraient étre impliquée dans le processus de parturition via NF-xB. Cette étude
est la premiére 4 montrer la régulation de XIAP et de la PI 3-K/Akt dans I'endometre de

la ratte gestante.
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ABSTRACT

During rat pregnancy, trophoblast of the tiny embryo begins to join with the
endometrium, and epithelial cells undergo apoptosis. A second wave of apoptosis is also
observed in the decidua basalis (DB) reaching the end of pregnancy (from day 14 to 20).
Rat parturition occurs around day 22 of pregnancy and many agents like oxytocin, sex
steroids and prostaglandins play central roles in this process. Additionally, decidua is
thought to be involved in the onset of human parturition by providing prostaglandins.
However, little is known about the intra-cellular and molecular mechanisms involved in
DB regression and parturition. The objective of the present study was to investigate the
regulation of X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP, a well known caspase
inhibitor) and phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-K)/Akt survival pathway in the rat
endometrium during late pregnancy and to investigate the possible role of this survival
pathway prior rat parturition. Rats were killed at different days of pregnancy (days 12-
22) and uteri removed to prepare endometrial protein extracts. Cell proliferation,
determined by the expression of proliferation marker CDC47/MCM7, was low during
DB regression. The active form of Akt (phospho-Akt) was reduced during DB
regression, while it increased on days 21 and 22 of pregnancy. We observed the same
pattern for IxB-a and for the transcription factor NF-xB on days 21 and 22 of gestation.
XIAP showed a similar pattern of expression as observed with phospho-Akt around day
14 of pregnancy. Aktl is down-regulated from days 12 to 14 and Akt2 is constitutively
expressed from days 14 to 22 but Akt3 is expressed on days 21 and 22 only and is absent
at time of DB regression. PI 3-K inhibitor .Y294002 blocked Akt phosphorylation and
reduced XIAP expression in vitro in decidual cells. These results suggest that XIAP and
the Akt may be important signaling molecules by which apoptosis is regulated in the rat
endometrium and that PI 3-K/Akt pathway may be involved in the process of rat
parturition probably through NF-kB. This study is the first to report expression and
regulation of XIAP and PI 3-K/Akt in the uterus of pregnant rats.



INTRODUCTION

During embryo implantation in rodents, the trophoblast possesses invasive properties to
deeply infiltrate the uterine endometrium (1;2). Under the effect of estrogen and
progesterone, endometrial stromal cells begin a process called decidualization. During
implantation, epithelial cells of the endometrium undergo apoptosis at the time when
trophoblast joins with the uterus cell wall. A second wave of apoptosis occurs around
day 14 of pregnancy in the decidua basalis (DB) (3;4). Although some studies have
demonstrated that TGF-f might be involved in triggering apoptosis during DB
regression (5;6), the specific intracellular mechanisms controlling apoptosis in rat
decidual endometrial cells are poorly understood and documented. Numerous studies
have demonstrated that prostaglandins and cytokines are directly implicated in
parturition (7;8). The human fetal membranes and decidua may be important in the onset
and/or progression of labour by providing prostaglandins (PGs) (9). However, the
stromal cell signaling pathways involved in transcription of key genes implicated in

parturition are not fully understood.

Akt is a 60 kDa serine/threonine protein kinase recruited to the plasma membrane and
activated by phosphorylation at threonine 308 and serine 473 in response to growth
factors and cytokines through PI 3-kinase (10). To date, three isoforms of Akt have
been identified: Aktl, Akt2 and Akt3. Akt2 and Akt3 have 81% and 83% homology in
amino acid sequences with Aktl, respectively (11). Once phosphorylated, Akt has been
shown to phosphorylate and inactivate several pro-apoptotic protein such as Bad. Akt
also block cytochrome C release from mitochondria through regulation of Bel-2 (12).
Once it has been released, cytochrome C binds to Apaf-1, resulting in the recruitment
and activation of caspase-9 which in turn regulates and activates caspase-3, one of the
key executioners of apoptosis. Caspase-3 is responsible for the proteolytic cleavage of
many key cellular proteins, such as PARP (poly(ADP-ribose)polymerase), a nuclear

enzyme responsible for DNA repair and which also acts as a transcription factor (13;14).
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Recently, it has also been shown that Akt is involved in the phosphorylation of IKK
resulting in NF-xB activation and translocation to the nucleus (15). Phosphatase and
Tensin homologue (PTEN) is a tumor suppressor gene implicated in a wide variety of
human cancers (16). This pro-apoptotic protein acts as a negative regulator on PI3-K
pathway by dephosphorylation of PIP; into PIP; and preventing the phosphorylation of
Akt, leading the cell towards apoptosis (17).

Inhibitor of Apoptosis Protein (IAPs) constitute a family of intracellular anti-apoptotic
proteins, which were first identified as analogs of genes present in baculovirus. They are
characterized by one or more baculovirus IAP repeats, called BIR domains that are
responsible for their anti-apoptotic activity (18). It includes X-linked Inhibitor of
Apoptosis Protein (XIAP), human IAP-1 (HIAP-1), human IAP-2 (HIAP-2), neuronal
apoptosis inhibitory protein (NAIP) and survivin (19). With the exception of NAIP and
survivin, they include a C-terminal RING-Zinc finger domain, believed to be involved in
protein-protein and protein-nucleic acid interactions. XIAP has been shown to be a
direct inhibitor of caspase-3 and caspase-7 and to interfere with the Bax/cytochrome C
pathway by inhibiting caspase-9 (20;21). It has been shown recently that XIAP might
also be involved in cell survival through regulation of Akt phosphorylation in different
systems (22;23).

Bcl-2 and related cytoplasmic proteins are also regulators of apoptosis. The Bcl-2 family
of proteins are represented by 16 homologs having pro-apoptotic or pro-survival
properties (24). Bcl-2 protein promotes cell survival by inhibiting adapters needed for
activations of proteases like caspases which are key executioners of cell death. On the
other hand, pro-apoptotic proteins like Bax promote apoptosis when activated by
phosphorylation. Pro-apoptotic and anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family can
heterodimerize and regulate homeostatic balance between cell survival and cell death.
Another protein involved in cell survival and proliferation is CDC47/MCM7, a member

of the minichromosome maintenance (MCM) family of polypeptides. CDC47/MCM7
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has a role in the early stages of chromosomal DNA replication and has been implicated
in the regulatory machinery allowing DNA to replicate during S phase, and it is used as

a proliferation marker (25).

The transcription factor NF-xB is a pleiotropic activator that participates in the induction
of a wide variety of cellular genes (26). It has been shown to be important in
inflammation and in the control of apoptosis and cell proliferation (27). NF-xB is a
heterodimer of two proteins: p50 and p65. NF-xB lies dormant in the cytoplasm through
the binding of IxkBs inhibitory proteins. Upon stimulation of the cell, IkB-o is
phosphorylated by the IkB kinase complex (IKK complex) on serine 32 and serine 36
and targeted for degradation by ubiquitin/26 S proteasome pathway. This allows the
free NF-xB heterodimer to translocate to the nucleus and bind to DNA where it can

activate transcription (28;29).

The aim of the present study was to characterize the expression of XIAP and PI 3-K/Akt
survival pathway in the rat uterus during late pregnancy during this important process of
pregnancy and to determine the involvement of PI 3-K/Akt pathway at time preceding
rat parturition.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Akt, Phospho-Akt (ser 473), Aktl, Akt2, Akt3, PTEN, XIAP, NF-kB p65 and IxB-o
antibodies were obtained from Cell Signaling Technology (Beverly, Massachusset,
USA). CDC47/MCM7 and Bcl-2 antibodies were obtained from Medicorp (Montréal,
QC, Canada). LY294002 was purchased from Sigma-Aldrich (ON, Canada).
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Animals
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 between 6:00 h and 20:00 h. All 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 i Trois-Riviéres. Male and female rats were
mated overnight and confirmation of pregnancy was determined by vaginal smears
and/or the presence of a vaginal plug (day 1). Rats were killed on days 12, 14, 16, 18,
20, 21 and 22 of pregnancy at 10:00 h in the morning. Four to eight different rats were
used for each stage of pregnancy. Endometrial protein extracts were collected for

Western blot analysis.

Induction or rat psendopregnancy

A total of 10 rats were ovariectomized and then allowed to recover from surgery for a
minimum of 10 days. They were pre-treated with physiological doses of estradiol
(1,3,5(10)-Estratriene-3,17p-diol, Sigma-Aldrich) and progesterone (Laboratoire Mat,
QQC, Canada) to induce decidualization as described previously [3]: 1) an injection of 0.2
Lig estradiol per day for three days (in the morning, day -2,-1 and 0); 2) On the third day
(day O of pseudopregnancy), another estradiol injection in the afternoon (0.2 pg) and
progesterone (1 mg) was performed; 3) No treatment for 2 days (day 1 and 2 of
pseudopregnancy); 4) Injections of estradiol (0.1 pg) and progesterone (4 mg) for three
days (day 3, 4 and 5 of pseudopregnancy); 5) Another injection of estradiol (0.1 pg) in
the afternoon on day 7 (day 4 of pseudopregnancy); 6) Rats were killed on day 8 (day 5
of pseudopregnancy).

Decidual cell culture
Uteri from pseudopregnant rats (day 5) were removed and homns taken and immerged in

HBSS solution containing HEPES (20 mM), penicillin (100 units/ml), streptomycin (100
ug/ml) and fungizone (1.25 pl/ml) (Invitrogen, ON, Canada). Further manipulations
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were performed in a sterile environment. The uterine horns were transferred into a sterile
petri dish containing HBSS, slit longitudinally and immersed in trypsin type I solution
(0.3%) (Roche Diagnostics, QC, Canada) in HBSS and agitated for 60 minutes at room
temperature. Uterine horns were then vortexed at maximum speed for 5 sec and
supernatant containing epithelial cells was discarded. Uterine horns were washed three
times with 2.5 ml of HBSS and immersed in a HBSS solution containing trypsin type I
(0.03%), DNAse I (0.016%) and collagenase type II (0.064%) for 15 minutes at 37°C in
a water bath. Uterine horns were then vortexed at maximum for 5 sec. The supernatant
containing stromal cells was transferred into a sterile falcon tube containing 150 pl of
FBS D.C. (Dextran-Charcoal extracted). Uterine horns were washed two times with 2.5
ml of HBSS and the supernatant was added to the tube containing stromal cells. Uterine
horns were discarded and stromal cells were centrifuged at 1000 g for 5 minutes. Cells
were washed two times with HBSS and centrifuged. The supernatant was discarded and
cells were resuspended in DMEM-F12 (Invitrogen, On, Canada) containing 2.438 g/L.
NaHCOs3, 10% FBS D.C. and 50 pg/ml gentamycin. Cells were plated in 6-well plates
(Corning plates) at a density of 4x10° cells per well and incubated at 37°C in an
atmosphere of 5% CO,. The medium was changed two hours after the first incubation in
order to eliminate unadhered epithelial cells from stromal cell cultures. The purity of
stromal cells was more than 97%, as evaluated by cellular morphology and
immunofluorescence using an epithelial-specific Keratin 8/18 antibody. Three to 5 days
after plating (more than 90% of confluency reached), cells were treated for 24 hours in
the presence or absence of increasing doses of LY294002. Total proteins from treated
cell cultures were extracted using TRIzoL (Invitrogen, ON, Canada). For Western blot
analyses, 15 pg of total protein was used.

Protein extraction from pregnant endometrium and Western blot analysis

Protein homogenates from pregnant endometrium were prepared according to a protocol
previously described (30). Briefly, uteri from Day 12 to Day 20 of pregnant rats were
rapidly excised and placed in ice-cold saline until dissected. Uteri were carefully laid on
a glass plate and placed on the stage of a dissecting microscope and endometrium was

isolated by gently separating the placenta and myometrial regions with 23-gauge
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needles. The protocol for decidua basalis (DB) was described previously by Ogle and
George (31). Noteworthy, the DB began to regress on Day 14 and became too thin to
reliably dissect after day 17. Endometrial cells from pregnant animals were
homogenized using a pipette in RIPA lysis buffer (PBS 1X pH 7.4; 1% Nomdet P-40;
0.5% Sodium deoxycholate; 0.1% SDS; Complete™ protease inhibitor cocktail tablets
(Roche Diagnostics Canada, PQ). The supernatant was recovered and stored at —20°C
pending analysis. Protein content was determined with the Bio-Rad DC Protein Assay.
Protein extracts (50 pg) were heated at 94°C for 3 min, resolved by 10% SDS-PAGE
and electrotransferred to nitrocellulose membranes using a semi-dry transfer apparatus
(Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). The membranes were then blocked 1 h at room
temperature with PBS containing 5 % milk powder, then incubated with anti-Akt
1:1000; P-Akt (Ser 473)/XIAP/PTEN/Bcl-2 1:500, Aktl 1:4000, Akt2/3 1:750,
CDC4TMCMT 1:1000, NF-xB p65/1kB-o. 1:750 and subsequently with horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse secondary antibody (1:3000 or 1:2000;
at room temperature for 45 min). All membranes were reprobed with an antibody
specific to f-actin or GAPDH which were used as internal standards. Peroxidase activity
was visualized with the Super signal{"} West Femto maximum sensitivity substrate (Pierce,
Arlington Heights, IL, USA), according to the manufacturer’s instructions. Signal was
visualized using the Biochemi Imaging System (UVP, CA, USA). Densitometrical
analysis was performed using the Quantity One software (Bio-Rad, Mississauga, ON,
Canada). Results are expressed as a ratio (protein of interest/B-actin or GAPDH) to

correct for loading for each endometrial sample.

Statistical analysis

Western analysis of pregnant animals were repeated four to eight times (4 to 8 different
rats/fendometrial extract per day of pregnancy). Endometrial extracts from each rat were
assessed individually. Western analysis of cultured decidual cells were repeated 5 times
for each LY294002 dose. Results subjected to statistical analysis were expressed as
mean + SEM. Data were subjected to one-way ANOVA (PRISM software version 4.0;
GraphPad, San Diego, CA). Differences between experimental groups were determined
by the Tukey’s test.



RESULTS

We have previously shown using TUNEL, immunofluorescence and western analysis of
cleaved PARP and cleaved caspase-3 that apoptosis occurred during DB regression (6).
In the current study, complementary experiments were performed to quantify cellular
proliferation during rat pregnancy. Western blot analysis of CDC47/MCM7, a well
known proliferation marker, was carried out on endometrium from pregnant rats (days
12 to 22 of pregnancy). Figure 1 shows that CDC47/MCMT7 positive cells are present

throughout late pregnancy but significantly reduced at the time of DB regression.

Since we have recently demonstrated the importance of Akt activity inhibition in TGF-J3
induced-apoptosis in rat decidual cells in vitro (6), we sought to determine its expression
and activity during late pregnancy. We found that Akt and P-Akt levels gradually
reduced from days 14 to 20 of pregnancy (Figure 2). These results support the fact that
this pathway is less active when apoptotic processes are triggered at the time of DB
regression, and reinforce the idea that Akt activity is related to cell survival. In order to
pinpoint which Akt isoform was downregulated during late pregnancy, we have
determined the expression level of the three Akt isoforms at the time of DB regression
(days 12-20) and at the end of pregnancy (days 21-22). Results showed that Aktl was
reduced from days 12 to 14 while Akt2 levels remained constant throughout late
gestation (Fig. 3). However, Akt3 was detected only at the end of pregnancy (days 21-
22), suggesting a possible role for Akt3 at time of parturition instead of an action in DB

regression.

To further investigate the regulation of factors that might be involved in cell survival,
other proteins known to regulate PI 3-K/Akt pathway activity such as Bcl-2 , PTEN and
XIAP were studied (Figure 4). We found a strong and constant expression level of
Bcl-2, a pro-survival member of the Bcl-2 family, throughout late gestation, which

argues against a role for Bcl-2 in DB regression. PTEN, a pro-apoptotic phosphatase
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directly and negatively involved in Akt phosphorylation, was reduced on days 14 to 20;
PTEN is thus unlikely to participate in DB regression. Several studies have shown a
possible link between XIAP expression and Akt activity (22;32) and we sought to
determine its expression in pregnant rat endometrium. XIAP expression was reduced
from day 14 to 20; concomintant P-Akt downregulation indeed suggests a functional
link between XIAP expression and Akt activity. To verify this hypothesis, LY294002, a
well known and characterized phosphatidylinositol 3-kinase inhibitor (33), was used to
block Akt phosphorylation in cultured decidual cells (Figure 5). As hypothesized,
LY294002 prevented Akt phosphorylation and reduced XIAP expression in a dose-
dependent manner (Fig. 5), suggesting that Akt activity may regulates XIAP expression
in decidual cells, as observed in other systems (22;32).

To investigate the regulation of factors that might be involved in rat parturition, the
expression of Akt, P-Akt, IxB-o and P-IkB protein and transcription factor NF-xB were
studied. We found no change in the expression of total Akt, but an increase in Akt
activity on days 21-22 of pregnancy; the highest activity was observed on day 22 (Fig.
6). Moreover, we observed an increase of IxB-ot and P- IkB from days 18 to 21 of
pregnancy and of NF-xB from days 18 to 22, suggesting a role for the PI 3-K/ Akt
pathway and NF-xB at the onset of parturition.

DISCUSSION

Numerous studies describe the decidualization processes in rats and mice (see (34:35;36)
for reviews) and the involvement of apoptosis during those critical stages of embryo
development (3:6;37). Previous work carried out in our laboratory confirmed the
presence of apoptosis during DB regression and demonstrated that TGF-p1, -B2 and -p3
isoforms might be important regulators of cell fate during this process (6). The aim of
the present study was to characterize the regulation of the PI3-K/Akt survival pathway
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and XIAP expression in the rat uterus during apoptosis activation at the time of DB
regression and to investigate the possible role of this survival pathway before the onset

of parturition (day 21-22).

The present results strenghten our hypothesis that the active form of Akt (phospho-Akt)
is a key point of control during cell survival events occurring in the endometrium during
rat pregnancy. At the time of DB regression, Akt phosphorylation is reduced and
apoptosis is increased as demonstrated by the presence of the cleaved caspase-3
fragment (6). We have recently underlined that increased Akt expression and activity in
response to 17B-estradiol in the cycling rat uterus might be an important mechanism to
protect endometrial cells from apoptotic triggering and to induce endometrial cell
proliferation, whereas inhibition of Akt activity might lead to caspase-3 activation and
apoptosis in endometrial cells (38). A similar process might be involved in the pregnant
rat uterus. However, the presence of active cleaved caspase-3 does not necessarily
indicate that apoptosis will be triggered since many caspase inhibitors can be present in
the cytoplasm to block their activities. One example of such inhibitor is the X-linked
inhibitor of apoptosis protein (XIAP). Surprisingly, our results showed that XIAP
expression was high at the beginning of DB regression (day 14 of pregnancy). Since
XIAP is an anti-apoptotic factor, logically its expression should be reduced at the time of
apoptosis induction. Nonetheless, in the uterus of cycling rats, a similar situation was
observed: apoptosis was strong at estrus even though XIAP expression was maximal
(22). 1t is therefore possible that XIAP be inhibited on day 14 of pregnancy to allow
apoptosis of decidual cells. This inhibition could be accomplish by Smac/DIABLO.
Although it has been showed in ovariectomized rats that XIAP expression was increased by
17P-estradiol, which is consistent with the mitogenic activity of 17B-estradiol and the
apoptosis inhibitory activity of XIAP. In the present study XIAP expression positively
correlates with proliferation, supporting the anti-apoptotic properties of this inhibitor of
caspases activity, cellular activities other than inhibition of caspases have recently been
ascribed to XIAP. Notably, it has been demonstrated that XIAP functions as a cofactor

for TGF-PB1 in the regulation of gene expression (39).
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Our observation of concomitant inhibition of Akt phosphorvlation and down-regulation
of XIAP expression in stromal cells upon exposure to PI3-K inhibitor LY294002
indicates that Akt activity may be involved in the regulation of XIAP expression. In
addition, since Akt activity can induce NF-xB mobilization and activation, (40;41), it is

possible that Akt upregulates XIAP via NF-xB in decidual cells.

The presence of bcl-2 in some tissues responsive to steroid hormones, such as
endometrium and myometrium, suggested that bcl-2 gene expression may be related to
hormone-dependent apoptosis (42). In a study using ovariectomized rats primed with
17P-estradiol and treated with progestin and 17f-estradiol before an intrauterine
stimulus to initiate decidualization, expression of bcl-2 was decreased (43). However,
the present results showed that bcl-2 expression is not modulated throughout late
pregnancy and rather suggest that although Bcl-2 protein may be important to control
cell survival, its elimination or down-regulation might not be important in the control of

apoptosis in the rat uterus during DB regression.

PTEN, a phosphatase localized at the plasma membrane (44) which directly
dephosphorylates the  phospholipid PIP; and is important for Akt
phosphorylation/activation (45), might, contrary to our hypothesis, not be the
phosphatase involved in the diminution of Akt activity in DB regression since the level
of PTEN protein at time of DB regression remained unchanged while P-Akt levels
decreased. The current results clearly show that PTEN protein was present in the
endometrium and was not influenced by hormonal changes observed during late
pregnancy. A study in the human endometrium revealed that PTEN might be regulated by

progesterone (46) but it is not the case here in the rat endometrium.
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At the end of pregnancy, we observed an increased of Akt phosphorylation, Akt3 protein
content and NF-kB p65 subunit expression. Recently, it has also been shown that Akt can
regulate signaling pathway that lead to activation of NF-xB (47). Moreover, previous
reports indicate that the transcription factor NF-kB can control the transcription of
cyclooxygenase-2 (COX-2) gene through the IKK pathway activation in different
systems (11;40). Our results suggest that the PI 3-K/Akt pathway might be involved in
parturition through NF-xB transcription factor; it is therefore possible that a subsequent
COX-2 mRNA upregulation would lead to prostaglandins production by endometrial

cells. This hypothesis is currently under investigation in our labroatory.

CONCLUSION

In conclusion, this study demonstrates for the first time that Akt activity and XIAP
expression might be important points of control to direct endometrial cell fate during late
pregnancy. The present study also shows that the three isoforms of Akt are differently
regulated in rat endometrial cells in late pregnancy and that PI 3-K/Akt pathway might
be involved in rat parturition through NF-xB. Further analysis will be necessary to
determine the interaction between Akt isoforms and XIAP during pregnancy, the
localization of NF-kB in the endometrial cells at the end of pregnancy and its regulation
through the PI 3-K/Akt pathway, and the expression of COX-2 protein and mRNA in

stromal cells at the end of pregnancy.
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FIGURE LEGEND

CDC47/MCM?7 expression in the rat endometrium during rat late pregnancy.
Total endometrial proteins were collected at different days of pregnancy.
GAPDH blots shown were used as controls to correct for loading. Blots
shown are from one representative experiment. Graphics represent Western
blot densitometrical analysis. Data represent the mean + SEM of six
independent experiments. *Significantly different from days 12-14 (p<0.05)

Akt and phospho-Akt expression in the rat endometrium during late
pregnancy. Total endometrial proteins were collected at different days of
pregnancy. B-actin blots shown were used as controls to correct for loading.
Blots shown are from one representative experiment. Graphics represent
Western blot densitometrical analysis. Data represent the mean + SEM of six

independent experiments.

Akt1/2/3 expression in the rat endometrium during late pregnancy. Total
endometrial proteins were collected at different days of pregnancy. GAPDH
blots shown were used as controls to correct for loading. Blots shown are
from one representative experiment. Graphics represent Western blot
densitometrical analysis. Data represent the mean + SEM of six independent
experiments. *Significantly different from day 12 (p<0.05) **Significantly
different from days 12,14,16,18 (p<0.001).

Becl-2, PTEN and XIAP expression in the rat endometrium during late
pregnancy. Total endometrial proteins were collected at different days of

pregnancy. B-actin blots shown were used as controls to correct for loading.
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Blots shown are from one representative experiment. Graphics
representWestern blot densitometrical analysis. Data represent the mean =+
SEM of six independent experiments.

Figure 5: Effect of PI 3-K inhibitor LY294002 for 24h on Akt, phospho-Akt and XIAP

Figure 6 :

expression in cultured rat decidual cells. f-actin blots shown were used as
controls to correct for loading. Blots shown are from one representative
experiment. Graphics represent Western blot densitometrical analysis and are
the mean £ SEM of six independent experiments. *Significantly different
from control (p<0.05).

Expression of Akt, phospho-Akt, NF-xB p65 subunit and IxB-ot in the
endometrium of pregnant rat at the end of pregnancy. GAPDH blots shown
were used as controls to correct for loading. Blots shown are from one
representative experiment. Graphics represent Western blot densitometrical
analysis and are the mean £ SEM of six independent experiments.
*Significantly different from days 16 and 18 (p<0.05).
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CHAPITRE 111
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

3.1 Conclusions

La voie de signalisation cellulaire de la PI 3-K/Akt est un chemin de survie
central ol converge un grand nombre de signaux anti-apoptotiques, de prolifération ou
de survie cellulaire. Des études antérieures menées dans notre laboratoire nous
suggerent que cette voie de signalisation pourrait jouer un role de premier plan dans la
régulation des processus de reproduction, entre autre, dans le contréle de la destinée des
cellules endométriales de ’utérus pendant le cycle oestral (Déry et al. 2003). Le premier
objectif de notre étude était donc de déterminer la présence et la régulation de cette voie

de signalisation et de XIAP dans I’endometre de la ratte lors de 1a régression déciduale.

Une étude menée par notre équipe nous a montré un niveau important de mort
par apoptose des cellules endométriales lors de la régression déciduale chez la ratte
gestante. En fait, au jour 14 de gestation, la caspase-3 clivée atteignait son maximum
d’expression et la technique de TUNEL a révélée, au méme jour, des cellules
apoptotiques dans I’endometre (Shooner et al. 2005). Nous avons donc voulu vérifier la
variation de prolifération cellulaire du jour 12 a 22 de gestation. Pour ce faire, nous
avons vérifié la variation du niveau de la protéine CDC47/MCM7, un marqueur de
prolifération cellulaire, en fin de gestation. Nous avons observé une baisse de la
prolifération a partir du jour 14 de gestation au moment ou les niveaux d’apoptose sont

élevés dans I’endomeétre.

La présence d’apoptose dans les cellules de I’endométre de la ratte lors de

I’cestrus a ét€ démontrée par de nombreuses équipes (Sato et al. 1997 ; Lai et al.
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2000). Le role de la voie de la PI 3-K/Akt dans ce processus apoptotique a été
démontré pour la premiere fois par notre équipe. Nous avons observé que la forme
active de Akt, P-Akt, diminue lors de la phase apoptotique du cycle oestral, ¢’est-a-dire
a I’cestrus, au méme moment ot la caspase-3 clivée est présente en grande quantité et
lorsque la prolifération cellulaire &2 son minimum dans ’endomeétre (Déry et al. 2003).
Nous avons posé ’hypothese qu’il est alors possible que le méme scénario se produise
dans un moment apoptotique clé de la gestation chez le rat : la régression déciduale. En
effet, nous avons démontré par la technique d’immunobuvardage de type Western que la
forme active de Akt, a I’opposé de la caspase-3 clivé (Shooner et al. 2005), diminue lors
de la régression déciduale. Ce résultat suggere que ’inhibition de I’activation de Akt
dans les cellules endométriales pourrait €tre un mécanisme permettant aux cellules
d’entrer en apoptose. Cependant, il est a noter que cette inhibition de I’activité de Akt
peut aussi bien €tre une conséquence du déclenchement des processus apoptotiques et
non un déclencheur en soit. Ce résultat renforce tout de méme 1’'idée que Akt est une
protéine importante pour la survie des cellules endométriales lors de la gestation puisque

son activation est réduite lors des processus apoptotitques.

Pour mieux comprendre le role de Akt dans les cellules endométriales, nous
avons utilisé la culture cellulaire primaire. Suite a des ovariectomies et des injections
d’E; et de P4, nous avons pu induire la décidualisation chez les rattes, sans la présence
de I’embryon. Ce modele nous a permis d’effectuer 1’inhibition de la PI 3-K dans nos
cellules déciduales et d’en vérifier I’effet. En effet, le traitement a la LY294002, un
inhibiteur spécifique de la PI 3-K (Vlahos et al. 1994), nous a permis de constater que
I’inhibition de la phosphorylation de Akt consécutive a I’inhibition de la PI 3-K,
induisait aussi la diminution de la protéine XIAP, comme démontré par
immunobuvardage de type Western. L’importance de I’interaction entre Akt et XIAP a
été démontrée dans les processus de chimiorésistance au niveau des cellules du cancer
de ’ovaire humain (Asselin et al. 2001a) et dans les cellules de la granulosa chez le rat
(Asselin et al. 2001). De plus, lors de I’apoptose induite par le TGF-} dans les cellules

déciduales en culture, nous avons observé une diminution de la phosphorylation de Akt
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et aussi une diminution de la protéine XIAP (Shooner et al. 2005). L’inhibition
concomitante de XIAP et de P-Akt dans les cellules déciduales en culture suite a
I’exposition au L'Y294002 et au TGF-f (Shooner et al. 2005) nous indique que Akt
pourrait étre impliqué dans la régulation de I’expression de XIAP. De plus, il est connu
que 'activité de Akt induit 1a mobilisation et I’activation de NF-xkB (Chu et al. 1997 ;
You et al. 1997) et que ce facteur de transcription est impliqué dans la transcription des
iAPS (Stehlik et al. 1998; Zou et al. 2004). 1l est donc possible que Akt augmente
I’expression de XIAP via NF-xkB dans les cellules déciduales, cette hypothese est

toujours a 1’étude au laboratoire.

Contrairement a notre hypotheése, nos résultats montrent que I’expression de
XIAP est élevée au début de la régression déciduale (jour 14 de gestation). Sachant que
XIAP est une protéine anti-apoptotique, son expression devrait logiquement diminuer au
moment de 1’induction de 1’apoptose. Néanmoins, une situation similaire se produit au
niveau des cellules endométriales pendant le cycle oestral ou XIAP atteignait son
maximum d’expression au moment de 1’cestrus. Il a été suggéré que cette augmentation
était nécessaire a la protection de certaines cellules de 1’endomeétre contre 1’apoptose
(Leblanc et al. 2003). Sachant que I’homéostasie cellulaire et tissulaire repose sur la
balance entre les facteurs de survie et de mort cellulaire, il est tout a fait possible que
XIAP, au jour 14 tout comme a I’cestrus, soit responsable de maintenir I’intégrité de
I’endometre lors de ce processus de mort et qu’il soit un facteur nécessaire a la survie
des cellules endométriales. En effet, il est & noter que lors de ’expérimentation, nous
recueillons I’endométre complet et que ce ne sont pas toutes les cellules qui doivent
mourir par apoptose, ce qui pourrait influencer nos résultats. De plus, une autre
hypothése est a considérer puisqu’il est tout a fait possible que Smac/DIABLO soit
responsable de I’inhibition de XIAP au jour 14 de gestation pour permettre 1’apoptose
des cellules déciduales. Nous observons tout de méme une diminution importante de
I’expression de XIAP dans les cellules endométriales suite au jour 14 de gestation. Il est
possible que cette baisse d’expression soit le résultat de la diminution d’activité de Akt

au méme moment, ce qui va dans le méme sens que les résultats obtenus in vitro puisque



77

nous avions observé une diminution de XIAP suite a 1’inhibition de 1’activation de Akt.
Par contre, cette diminution de XIAP pourrait aussi étre due a sa dégradation par les
caspases (Devereaux et al. 1999) ou une conséquence de son auto-ubiquitination,

phénomene fréquent dans les cellules en apoptose (Devi 2004).

Les trois isoformes de Akt, bien que tous exprimés chez les mammiferes, ont des
niveaux d’expression variant énormément selon les tissus. En effet, Aktl est la forme
prédominante et est exprimée de facon constitutive dans la plupart des tissus, alors que
Akt2 est retrouvée dans la majorité des tissus répondant a I’insuline, par exemple : (a) le
ceeur, (b) le foie, (c) les reins (Altomare et al. 1995). Akt3, qui a un patron d’expression
plus restreint, est prédominant au niveau du cerveau et des testicules (Konishi et al.
1995). Dans le but de déterminer la régulation des isoformes de Akt lors de la
régression déciduale, nous avons déterminé leur niveau d’expression lors de ce
processus apoptotique. Nous avons démontré que deux des isoformes de Akt sont
présents dans 1’endometre de la ratte lors de la gestation mais que leurs niveaux
d’expression différent. En effet, Aktl diminue du jour 12 au jour 14, les niveaux de
Akt2 restent constants, alors que Akt3 n’est pas exprimé dans les cellules endométriales
lors de la régression déciduale. Cependant, il est a noter que le niveau d’expression des
isoformes n’est pas représentatif de leur activation puisque les niveaux de
phosphorylation (indicateur du niveau d’activation) n’ont pas été déterminés jusqu’a

maintenant.

Dans le but de déterminer la régulation de facteurs pouvant étre impliqués dans la
survie cellulaire, nous avons vérifié 1’expression d’autres protéines pouvant interagir
avec la voie de survie cellulaire de la PI 3-K/Akt. Par exemple, Bcl-2, un membre anti-
apoptotique de la famille des Bcl-2, est présent et régulé dans certains tissus répondant
aux hormones stéroidiennes (Lu et al. 1993). Par contre, nos résultats démontrent que
Bcl-2 est exprimé, mais de fagon constante en fin de gestation, ce qui nous suggere que

cette protéine n’a pas de role particulier dans la régression déciduale. Par contre, il n’est
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pas exclu que Bcl-2 soit important pour la survie des cellules endométriales. Il serait
nécessaire de déterminer son niveau d’activation pour conclure d’une implication ou non

de Bcl-2 dans les processus apoptotiques lors de la régression déciduale.

De plus, notre étude démontre que PTEN, une phosphatase anti-apoptotique
directement impliquée dans la déphosphorylation de Akt (Maehama et Dixon 1998),
diminue du jour 12 au jour 14 et est stable jusqu’au jour 20 de gestation dans les cellules
endométriales de la ratte. Cette protéine ne semble donc pas, contrairement a notre
hypothése, étre responsable de la déphosphorylation de Akt au niveau de I’endometre de
la ratte gestante lors de régression déciduale puisque le niveau de PTEN est constant au
moment de la régression déciduale alors que le niveau de P-Akt diminu. Par contre,
comme pour Bcl-2, le niveau d’activation de PTEN n’a pas été déterminé, ce qui serait
important pour conclure de son implication dans ce processus. Ces résultats démontrent
tout de méme que PTEN est présent dans I’endometre, mais son expression ne semble
pas étre influencé par les changements hormonaux observés en fin de gestation. Une
étude a démontrée que ’expression de PTEN pourrait étre régulé par la progestérone
dans I’endometre humain (Mutter et al. 2000), mais ce ne semble pas étre le cas chez la

ratte.

Nous savons maintenant que Akt aurait un role important dans les processus de
reproduction et qu’il est impliqué dans I’activation de NF-xB (Wang et al. 2004; St-
Germain et al. 2004), qui lui joue un role dans la parturition (Condon et al. 2005). Notre
second objectif était donc de déterminer 1’expression de la voie de survie cellulaire de la
PI 3-K/Akt dans I’endométre en toute fin de gestation, c’est-a-dire lors de préparation a

la parturition .
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Par immunobuvardage de type Western, nous avons déterminé I’expression de la
protéine Akt et de sa forme active, P-Akt, dans I’endometre de la ratte aux jours 16, 18,
21 et 22. Nous avons pu remarquer une variation significative de D’activité de Akt au
jour 22. Sachant que la parturition chez la ratte se produit environ au jour 22 de
gestation en début d’apres-midi, ce résultat suggere que ’activation de Akt a un rdle
probable dans la préparation de l’endometre pour la parturition. Yoshino et ses
collegues ont démontré que la progestérone inhibe la phosphorylation de Akt dans des
cellules déciduales humaines en culture (Yoshino et al 2003). 1l est alors possible que la
chute de progestérone observée dans les derniers jours de gestation ne soit pas étrangere

a I’augmentation de phosphorylation de Akt dans les cellules endométriales.

L’expression de chacun des isoformes de Akt dans 1’endometre aux jours 16 a 22
a aussi été vérifiée, dans le cas de Aktl et Akt2, nous n’avons pu démontrer aucun
changement important. Par contre, en ce qui concerne Akt3, nous avons remarqué que
celui-ci était présent uniquement aux jours 21 et 22, suggérant ainsi que cet isoforme
pourrait étre important dans la mise en place du processus de parturition. Il est a noter,
cependant, que les anticorps que nous avons utilisés ne reconnaissent pas la forme active
des isoformes, alors il sera trés important de vérifier leur activité avant de tirer des
conclusions hatives. Il est cependant peu probable que 1I’augmentation de P-Akt au jour
22 soit le résultat de 1’augmentation de la phosphorylation de Akt3 puisque plusieurs
équipes ont démontré que chez le rat, Akt3 ne posséde pas le domaine C-terminal
hydrophobe ol 1’on retrouve le site de phosphorylation de la Ser473 (notre anticorps
anti-P-Akt reconnait Akt phosphorylé au niveau de cette sérine) (Konishi et al. 1995 ;
Brodbeck et al. 2001), ce qui suggere que cet isoforme serait activé par un autre
mécanisme qui n’est cependant pas connu. Il serait donc important de déterminer quel

isoforme est phosphorylé/activé aux jours 21 et 22 de gestation dans I’endometre.

Il est connu que Akt permet la libération du facteur de transcription NF-kB

facilitant ainsi sa translocation au noyau ou il peut activer la transcription de génes
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cibles (Madrid et al. 2000) impliqués par exemple dans 1’inflammation (Baeuerle 1998),
la suppression de 1’apoptose (Wang et al. 1996) et la prolifération cellulaire (Baldwin
1996). Entre autre, ce facteur de transcription est responsable de la transcription du géne
de COX-2 (Plummer et al. 1999), une enzyme limitante de la production des
prostaglandines. Il a été€ démontré que Akt pouvait induire la production de COX-2 via
NF-xB dans des cellules cancéreuses de 1’endométre (St-Germain et al. 2004). Par
contre, une telle relation n’a encore jamais été démontrée au niveau de I’endometre de la
ratte. Puisque nous avions observé une augmentation marquée de P-Akt au jour 22 de
gestation, nous avons vérifié I’expression de NF-kB aux jours 16 a4 22. Son expression
est significativement augmentée a partir du jour 21 et atteint un maximum au jour 22 de
gestation. Ces résultats seuls ne nous permettent pas de déterminer si NF-xB est actif
puisque nous ne connaissons pas sa localisation dans la cellule. Nous pouvons tout de
méme conclure que Akt et NF-xB ont possiblement un role dans la mise en place de la
parturition puisqu’ils sont régulés a la hausse aux jours 21 et 22 de gestation.
L’hypotheése qu’il existe un lien entre ces deux protéines dans I’endometre en fin de

gestation est toujours a 1’étude dans notre laboratoire.

Une étude menée par Gross et ses collaborateurs nous indique que, chez les
modeles murins, COX-1 est nécessaire pour le travail a terme (Gross et al 1998). De
plus, Myatt et ses collegues ont observé une augmentation de I’ARNm de COX-1 dans
le myometre de la ratte en fin de gestation (Myatt et al. 1994). Des résultats
préliminaires obtenus dans notre laboratoire nous démontrent aussi que 1’expression de
I’ARNm et de la protéine COX-1 sont a la hausse aux jours 21 et 22 de gestation tout
comme la protéine P-IkB (résultats non-publiés), et ce, au niveau de 1’endometre.
L’augmentation de la phosphorylation de IkB est un indice de 1’activation du facteur de

transcription NF-xB.

Il est connu que NF-xB est impliqué dans la parturition puisqu’il a été démontré

que les sous-unités p50 et p65 sont transloquées au niveau du noyau dans les cellules de
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I’endomeétre de la souris prés du terme (Condon et al 2004). De plus, Condon et ses
collaborateurs ont observé une augmentation de la sous-unités p65 au niveau du noyau
dans le myometre humain lors du travail (Condon et al. 2005) et nous savons que NF-kB
est responsable de la transcription des COXs (enzymes limitantes de la production des
prostaglandines) (Plummer et al. 1999). Ce qui nous méne a poser I’hypothése que
I’activation de la voie de la PI 3-K/Akt en toute fin de gestation pourrait €tre responsable
de la production des prostaglandines, via le facteur de transcription NF-xB, dans les
cellules endométriales. Les prostaglandines pourraient alors agir de fagon paracrine au
niveau du myometre dans le but d’activer les contractions utérines nécessaires a la

parturition, cette hypothése n’a cependant pas encore été vérifiée au laboratoire.

Cependant, il est a noter que nous avons aussi observé une augmentation de la
protéine IkB-o (responsable d’inhiber/séquestrer NF-kB), et ce, aux jours 21 et 22, ce
qui va a I’encontre de notre hypothése et de nos résultats puisque nous avons aussi
observé une augmentation au niveau de COX-1. 1l sera donc trés important de vérifier
si, malgré la présence d’inhibiteur, NF-xB est actif dans les cellules endométriales.
L’augmentation de la phosphorylation de IxB-a. (résultat non-publié€) est tout de méme
un indice nous permettant de croire que NE-kB est actif et transloqué au noyau pour

activer la transcription de génes, entre autre, ceux des COXs.

En conclusion, cette étude a démontré pour la premiére fois que 1’activité de Akt
et 'expression de XIAP pourrait étre important dans le contrdle de la survie cellulaire
dans ’endometre de la ratte en fin de gestation. Ces deux protéines pourraient agir de
concert pour promouvoir la survie des cellules endométriales. De plus, nous avons
montré que les trois isoformes de Akt sont régulées différemment dans I’endometre en
fin de gestation et que la voie de survie cellulaire de la PI 3-K/Akt pourrait étre

impliquée dans la parturition via NF-xB.
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3.2  Perspectives

Des analyses complémentaires seront nécessaires dans le but de caractériser
davantage 1’interaction entre la voie de la PI 3-K/Akt et XIAP dans I’endometre de la
ratte en fin de gestation. 1l serait possible, par exemple, de vérifier si I’inhibition ou a
I’inverse la surexpression de Akt (et de ses différents isoformes) dans des cellules
déciduales en culture affecte ’expression de la protéine XIAP. De plus, la connaissance
du patron d’expression de la protéine pro-apoptotique Smac/DIABLO lors de la
régression déciduale serait importante puisque celle-ci est responsable de ’inhibition de

XIAP, ce qui nous renseignerait sur son état d’activation.

Plusieurs expérimentations restent a faire dans le but de confirmer I’hypothese
suivante : Akt pourrait étre impliquée dans la production des prostaglandines en
préparation de la parturition au niveau de ’endometre via NF-kB. En effet, des analyses
supplémentaires seront nécessaires a 1’évaluation du r6le de Akt dans I’activation de NF-
kB en toute fin de gestation. La localisation intracellulaire de NF-xB, la
phosphorylation de IkB ou certains tests d’activité, pourront nous renseigner sur
I’activation du facteur de transcription. De plus, il serait intéressant de vérifier I’effet de
I’inhibition de 1’activation de Akt (par la LY294002) et/ou de I’expression de Akt (par
siRNA) sur I’activation de NF-kB et sur I’expression des COXs dans les cellules
stromales en culture. Il serait aussi important de vérifier I’expression de la protéine
et/ou de ’ARNm de COX-2, enzyme limitante de la production des prostaglandines,

dans I’endometre.

Nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de Akt dans
I’endometre de la ratte a la toute fin de la gestation et nous savons que Akt3 ne peut en
étre responsable. Il serait intéressant de déterminer lequel des deux isoformes restants

est phosphorylé/activé, pour ce faire, la technique d’immunoprécipitation pourra étre
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utilisée. De plus, des analyses futures seront nécessaires pour déterminer le rle exact

de Akt3 dans les cellules endométriales en préparation a la parturition.

A plus long terme, il serait intéressant d’évaluer le rdle de la voie de signalisation
cellulaire de la PI 3-K/Akt lors de I’implantation embryonnaire. Lors de ce processus
majeur de la gestation, les cellules épithéliales de 1’endometre entre en apoptose pour
permettre a I’embryon de se faire une place dans la paroi utérine (Pampfer et Donnay
1999). La régression déciduale étant aussi un processus apoptotique, il y a certainement
des rapprochements a faire au niveau des voies de signalisation activées lors de ces deux
événements. De plus, une meilleure connaissance des processus intracellulaires
impliqués dans 1’apoptose lors de ’implantation embryonnaire pourra nous aider a
mieux comprendre les causes des avortements spontanés et a faire avancer la recherche

sur I’infertilité chez la femme.

Cette étude nous a permis d’approfondir nos connaissances concernant les
mécanismes intracellulaires impliqués dans la gestation chez la ratte, plus
particulierement lors de la régression déciduale et de la parturition. La connaissance des
processus fondamentaux qui sous-tendent la mise en place de la parturition seront
éventuellement nécessaires a !’élucidation des causes menant aux accouchements
prématurés et au développement d’indicateurs diagnostiques permettant la prise en

charge rapide pour éviter la prématurité.
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