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RÉSUMÉ 

Chez les espèces à placentation hémo-choriale (rongeurs, primates et humains), 

l' embryon s' implante profondément dans l' endomètre de l 'utérus et possède des 

propriétés invasives. Peu avant l'implantation, les cellules endométriales prolifèrent et se 

différencient en réponse aux hormones sexuelles, un processus appelé décidualisation. 

Lorsque l' embryon entre en contact avec l'endomètre, les cellules déciduales entrent en 

apoptose afin de libérer l' espace requis pour son implantation. Toute altération de ces 

processus entraîne des complications, voire l'arrêt de la gestation. 

Les mécanismes qui contrôlent l' apoptose au niveau de l 'endomètre sont quasi inconnus. 

Le but de ce travail de maîtrise était d' étudier la régulation de la voie de signalisation de 

PI 3-KlAkt durant le cycle oestral. Cette voie de signalisation est normalement 

impliquée dans les processus apoptotiques. Notre modèle animal, le rat, nous permet de 

par son cycle oestral court (4-5 j ours) de simplifier considérablement l'étude et 

l' observation du cycle hormonal. Nous avons utilisé des techniques 

d' immunohistochimie, de TUNEL, d'extraction de protéines et d' analyses de type 

Western Blot. Pour déterminer l ' effet du 17~-estradiol, nous avons ovarectomisé les 

rates puis procéder à des injections de l'hormone selon des doses et un protocole pré­

établis. 

Les travaux actuels ont démontré, pour la première fois , l'implication de la voie de 

signalisation cellulaire PI 3-KlAkt dans la régulation de l' apoptose au niveau de 

l' endomètre chez le rat. Akt, qui est une protéine sérine/thréonine kinase capable de 

bloquer plusieurs protéines pro-apoptotiques lorsqu 'elle est phosphorylée, voit son 

expression régulée par le 17~-estradiol. La phosphorylation de Akt est inhibée par la 

protéine PTEN, une phosphatase impliquée dans la déphosphorylation de PIP3 en PIP2. 

La voie de NF-kappaB, régulée par Akt, active la transcription des gènes de la famille 

des lAPs, des inhibiteurs de l' apoptose, tel que XIAP. Malgré la présence de PTEN et 

NF-kappaB durant le cycle, aucune de ces protéines ne montre une variation 

significative de leurs expressions. XIAP, qui est une protéine anti-apoptotique, est 
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fortement exprimée en estrus lorsqu' il yale maximum d'apoptose mais très peu en 

proestrus, phase de la prolifération cellulaire. Son principal inhibiteur Smac/DIABLO 

atteint son niveau d'expression le plus bas en estrus. XIAP et Smac/DIABLO sont 

régulés par le 17~-estradiol mais de façon diamétralement opposée. 

Ces résultats suggèrent la présence d'un mécanisme qui pourrait protéger les cellules 

endométriales contre un processus apoptotique non-ciblé. Également, nous pouvons 

suspecter la présence d'une phosphatase inconnue qui pourrait empêcher la 

phosphorylation de Akt en estrus. Des analyses supplémentaires seront nécessaires dans 

le but de déterminer plus spécifiquement, les effecteurs intra-cellulaires et moléculaires 

impliqués dans le processus d' apoptose au niveau de l'endomètre du rat. 



TABLE DES MATIÈRES 

Pages 

REMERCIEMENT.................................... ......... ...... ................... II 
, , 

RESUME.................................................................................. III 

TABLE DES MATIÈRES............................................................... V 

LISTE DES TABLEAUX........................................................... .... VII 

LISTE DES FIGURES.......................................... ..................... ... VIII 

LISTE DES SYMBOLES ET ABBRÉVIATIONS............................. ... X 

CHAPITRE 1 INTRODUCTION.. . .. . .. . .. . . .. .. . ... . . . . .. ... .. . ... . .... . .. 2 

1.1 Cycle oestral chez le rat.. .... .. .. .. .... .. .... .. .. .. .. ...... ............ 3 

1.1 .1 Anatomie et histologie utérine. . ... .... .... ... . .. .. . . .. .. ..... 3 

1.1.2 Les hormones stéroïdiennes.... .... .. .... .. ...... ........ ...... 6 

1.1.3 Les phases du cycle oestral chez le rat...................... 10 

1.1.4 Régulation du cycle oestral.. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .... .. .. .. 12 

1.2 L'apoptose et la survie cellulaire.................................... 16 

1.2.1 Bref historique . .. . .......... . .. . ...... . .. ...... .. ....... . ....... 16 

1.2.2 Caractéristiques biochimiques et morphologiques . . . . . . ... 17 

1.2.3 Apoptose versus nécrose.. .. .. .. .. .... .. ...... ............ ..... 18 

1.3 Présentation de la voie de signalisation de PI 3-KlAkt......... 20 

1.3.1 PI 3-K.. . ... .................................. . . . .... . .. . ......... 20 

1.3.2 AktlPBKJRac............................. . ..................... 22 

1.3 .3 PTEN/MMAC... ..... .... ... ........ . .. ... ... .. ..... ...... .. .... 26 

1.3.4 BCL-2, BCL-XL, BAD, BID et BAX................ ....... 27 

1.3.5 Les caspases.......... .. .. . . . ... .. ... ...... ... .. ............ ..... 30 

1.3.6 XIAP... ...... ... ... .. . ... . .. . ... .. .. ........ ..... ... .. ..... .. . ... 31 

1.3 .7 IKB, P-IKB et NF-KB........ .. .............. .. .... .. ............ 33 

1.4 Objectifs..... . .......... . ........ ... ... .. .. . . ... ...................... ... . 34 

v 



VI 

CHAPITRE II REGULATION OF AKT EXPRESSION AND 

PHOSPHORYLATION BY 17n-ESTRADIOL IN THE RAT 

UTERUS DURING ESTROUS CYCLE 

Préface. . . . ....... . .... .. .. . . ..... . .. . ..... . .. . .......... . . . ..... . ....... . ...... . ... 37 

Résumé. .. . ...... ... . . .. . .... . .. ... . .. . .. . .. .. ..... . .... . ........................ .. 38 

Abstract. . ........ . ... . ... . .. ........ . .......... . .. . . . .. .. . . .. ..... . . .... . . ......... 41 

Introduction.... . ... . .. .. ............................. ... . . ... .... . ... ....... .... .. . 42 

Matériel et Méthodes. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43 

Résultats .. . . .... ... . . ... . .. ... ... ... ... . . .. .. .. .. .. . .... . ...... . ....... .... ...... . . 46 

Discussion. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 48 

Remerciements ... ... . .. . .. . .. . ... .... .. ... .. . ........ . .......... . . .. . .. ..... . .. .. 51 

Références......... . ... ............................ . ...... . .... . .. . . ... ... . ........ . 52 

CHAPITRE III OPPOSITE REGULATION OF XIAP AND 

SMACIDIABLO IN THE RAT ENDOMETRIUM IN 

RESPONSE TO 17BETA-ESTRADIOL AT ESTRUS 

Préface.. ........ . . . ... . . . .. ............... . .... .. ... . . . .... .. .... . . . . .. .. . . .. .. .. 67 

Résumé......... . ..................................... . ... .. . .. . . ... .... . .... .... . 68 

Abstract..... . . . . . ........... . .. . .... .. ... ..... ... ... ... .. .. .. ......... ....... . ..... 70 

Introduction .. . . . ... . .... . ....... .. .. . .. . .. ............ . ...... .. .. . . . .... ... . .... 71 

Matériel et Méthodes. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73 

Résultats.. . .. ... . . . . .. . . ... . .. ... .. . .. .. .. .. . .. . ... . ... . .... . .......... . ...... . .. . 75 

Discussion. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77 

Remerciements.......... . ....................... . ... ... .. ................. . ... . . 81 

Références . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82 

CHAPITRE IV CONCLUSION ET PERSPECTIVES...... .............. 96 

RÉFÉRENCES........................................................................... 102 



VII 

LISTE DES TABLEAUX 

Pages 

Tableau 1.1 Différence générale entre l'apoptose et la nécrose.... . .... 18 



VIII 

LISTE DES FIGURES 

Pages 

Figure 1.1 Comparaison anatomique entre l' utérus de rat et celui de la 

femme ...................... . ..... .. .............. .. ....... . ..... .... ..... 4 

Figure 1.2 Coupe histologique d'un utérus humain......... ..................... 5 

Figure 1.3 Les voies de la stéroïdogénèse ovarienne............. . .... .. .... ... . 7 

Figure 1.4 Les phases du cycle oestral............................................. 11 

Figure 1.5 Régulation de la fonction ovarienne.................... ......... ..... 13 

Figure 1.6 Profils hormonaux de la rate pendant le cycle oestral.. . ... . ..... .. 15 

Figure 1.7 Microscopie d'une cellule normale et d'une cellule apoptotique 18 

Figure 1.8 Différence microscopiques entre la nécrose et l'apoptose.. ....... 21 

Figure 1.9 La voie de signalisation de PI 3-KJAkt............................ ... 23 

Figure 1.10 Les voies de conversions des phosphoinositides..... . ... .... ...... 24 

Figure 2.1 Proliferation and apoptosis in the rat endometrium during the 

estrous cycle by Western analysis........ ... ... . .... . . . .... .. ..... .... 59 

Figure 2.2 Proliferation and apoptosis in the rat endometrium during the 

estrous cycle par TUNEL and IHC. ..... ...... ... .. ..... ......... .... 60 

Figure 2.3 Apoptotic and proliferative endometrial count during estrous 

cycle ........................ .. .. .. . ..... . ... ... ..... .. ... . ....... ......... . 61 

Figure 2.4 Expression of Akt, Phospho-Akt and PTEN during estrous 

cycle. .. . .............. . .. ... .. . ..... .. ......... ........ ...... .. . . ......... 62 



IX 

Figure 2.5 IHC of Akt, Phospho-Akt and PTEN in rat endometrium 

during estrous cycle ... . ... ... ....... .. . ... .......... . .... ... . .... .. ... . 63 

Figure 2.6 Expression ofCDC47/MCM7, Akt, Phospho-Akt in response 

to 17~-estradiol in rat endometriurn................... . .............. 64 

Figure 2.7 IHC ofCDC47/MCM&, Akt and Phospho-Akt in response to 

17~-estradiol in rat endometriurn. .. .. . .. . . .. . . . .. ... . . . . .. . .. . .. . .. .. 65 

Figure 3.1 Cleaved caspase 3 - 6 -7 expression in rat endometriurn 

During estrous cycle. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89 

Figure 3.2 Smac/DIABLO and XIAP expression in rat endometriurn 

during estrous cycle................ . .. . ......................... . ....... 90 

Figure 3.3 Immunohistochemical of Smac/DIABLO and XIAP in rat 

endometrium during estrous cycle............ . .... . ..... . ....... ..... 91 

Figure 3.4 Expression of cleaved caspse 3 -6 -7, Smac/DIABLO and 

XIAP in response to 17~-estradiol in rat ovarectomized..... .. . ... 92 

Figure 3.5 IHC of Smac/DIABLO and XIAP in rat endometriurn of 

treated ovarectomized rat. .... .. ... ... .. . .......................... .... . 93 

Figure 3.6 NF-kappaB and Phospho-IKB expression in rat endometriurn 

during estrous cycle... . ......................... .. .. .. .................. 94 



PI3-K 
TUNEL 

PTEN/MMAC 

PIP3 
PIP2 
lAPs 
XIAP 
Smac/DIABLO 

DHEA 
LH 
FSH 
E2 

El 
E3 
Gn-RH 
ER 
ERa 
ER~ 
PR 
PR-A 
PR-B 
ARN 
ARNm 
ADN 
Ca2+ 

kDa 
kb 
ATP 
ADP 
Ptdlns 
Ptdlns 4-P 
Ptdlns (4,5)P2 
Ptdlns (3,4,5)P3 
AktlPKB/Rac 

P-Akt 
PDKs 
LY294002 
PH 
BCL-2 
BAD 

LISTE DES SYMBOLES ET ABBRÉVIATIONS 

Phosphatidylinositol 3 kinase 
Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end­
labeling 
Phosphatase and tensin homo log deleted on chromosome ten 1 
mutated in multiple advanced cancers 
Phosphoinositol triphosphate 
Phosphoinositol diphosphate 
Inhibitor of apoptosis pro teins 
X-linked inhibitor of apoptosis prote in 
Second mitochondrial activator of caspases 1 Direct IAP binding 
protein low pl 
Déhydroépiandrostérone 
Hormone lutéinisante 
Hormone F olliculo-stimulante 
17~-estradiol 

Oestrone 
Oestriol 
Gonadolibérine 
Récepteurs des œstrogènes 
Récepteurs à l'œstrogène alpha 
Récepteurs à l'œstrogène bêta 
Récepteurs de la progestérone 
Récepteurs à la progestérone de type A 
Récepteurs à la progestérone de type B 
Acides ribonucléiques 
ARN messager 
Acides désoxyribonucléiques 
Calcium 
Kilodalton 
Kilobases 
Adénosine triphosphate 
Adénosine diphosphate 
Phosphatidylinositol 
Phosphatidylinositol 4 phosphates 
Phosphatidylinositol 4,5 diphosphates 
Phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate 

x 

Activated by kinase tyrosine 1 Prote in B Kinase 1 Related to A and 
C proteinkinase 
Phosphorylated Akt 
Phosphoinositides-kinases dépendantes 
2-( 4-morpholinyl)-8-phenyl-chromone 
Pleckstrin homology 
B-celllymphoma 2 
BCL2-antagonist of cell death 



BAX 
BCL-XL 

AIF 
Apaf-l 
Caspases 
CARDs 
DED 
BIRs 
cIAP-l 
cIAP-2 
NAIP 
NF-KB 
IKB 
P-IKB 
XAF-l 
ReIINF-KB 
RHD 
IHC 
CDC47/MCM7 
Vol. 
pp. 
et al. 
mm. 
fig. 
oC 

POD 
DAB 
g 
!lg 
kg 
!lm 
mM 
PBS 
BSA 
SDS 
EGF 
IGF-l 
ENOS 
GH 
WT 
AlphaERKO 
CHO 
TNF-a 
TGF-p 
PARP 
2ME2 
DR5 

BCL2-associated X prote in 
BCL2-like 1 
Apoptosis inducing prote in 
Apoptotic protease-activating factor-l 
Cysteine aspartic acid-specific proteases 
Caspase recruitment domains 
Death effector do main 
Baculovirus IAP repeats 
Mammalian IAP homolog B 
Mammalian IAP homolog C 
Neuronal apoptosis inhibitory prote in 
Nuclear factor kappa B 
Inhibitory subunit kappa B 
Phosphorylated Inhibitory subunit kappa B 
XIAP-associated factor 1 
Related to Nuclear Factor Kappa B 
Rel homology domain 
Immunohistochimie 

XI 

Cell division cycle 47 / Mini Chromosome Maintenance protein 7 
Volume 
Page 
Plus d'un auteur 
Minute 
Figure 
Degré celsius 
Péroxidase 
3,3' -diaminobenzidine 
gramme 
mIcro gramme 
kilogramme 
micromètre 
milli molaire 
Phosphate buffer salt 
Bovine serum albumine 
Sodium dodecyl sulfate 
Epidermal growth factor 
Insulin growth factor-l 
Endothelial nitric oxide synthase 
Growth hormone 
Wild-type 
Alpha estrogen receptor knock-out mi ce 
Chine se Hamster Ovary Cells 
Tumor necrosis factor alpha 
Transforming growth factor beta 
Poly ADP-ribose polymerase 
2-Methoxyestradiol 
Death receptor 5 



TRAIL 
GSK-3p 
FKHR 

Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing lignad 
Glycogen synthase kinase 3 beta 
Forkhead transcription factor 

XII 



CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1 



2 

INTRODUCTION 

Chez les espèces à placentation hémo-choriale (rongeurs, primates, humains), le 

blastocyte doit s' implanter précocement dans l'utérus afin de poursuivre son 

développement (entre le cinquième et le septième jour suivant l' ovulation). L' invasion 

de l'endomètre utérin est maximale avec érosion de l' endothélium vasculaire et 

l' implantation est très profonde: la pénétration du blastocyte (ou nidation) dans le 

stroma utérin est complète. 

L' implantation du blastocyte implique des transformations majeures de l' endomètre sous 

l' action des stéroïdes ovariens (œstrogène et progestérone), un processus appelé 

décidualisation. Cette réaction est caractérisée par une prolifération accrue des cellules 

du stroma endométrial et leur différenciation en cellules déciduales, qui deviennent alors 

sécrétrices d'hormones tout comme les cellules épithéliales. Lors de l' implantation, les 

cellules épithéliales vont mourir par apoptose (mort cellulaire programmée) afin de 

permettre à l' embryon de s'implanter adéquatement en libérant l ' espace nécessaire à sa 

prolifération. Le tissu décidual joue donc un rôle important dans le contrôle de 

l'envahissement du blastocyte et du développement du placenta. 

Les modalités de l' implantation nécessitent: (a) une synchronisation précise entre le 

développement du blastocyte et la réceptivité utérine, (b) une transformation profonde 

de l' endomètre et, (c) une régulation efficace des processus apoptotiques. Toute 

altération de ces processus entraîne des complications voir l' arrêt de la gestation. 

Les mécanismes de régulation de l' apoptose dans les cellules endométriales sont quasi 

inconnus à ce jour et constituent l' essentiel de ce travail dont l'étude se limite à la 

régulation de l' apoptose pendant le cycle oestral chez le rat. 
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1.1 LE CYCLE OESTRAL CHEZ LE RAT 

Contrairement à la femme, il n'y a pas de saignement utérin ou menstruation chez le rat : 

l'élimination de couches externes de l'endomètre n'entraîne pas de phénomènes 

vasculaires visibles, donc pas d'hémorragies. Les cellules de la muqueuse utérine se 

dégradent par apoptose. L'évaluation du cycle est basée sur la cytologie des frottis 

vaginaux (Freeman et al. , 1994). 

Le cycle oestral du rat est court: de 4 à 5 jours. Dans l'environnement contrôlé des 

laboratoires, les cycles peuvent se succéder toute l'année (Bazer et al. , 1998). Le rat est 

utilisé comme modèle animal dans notre étude parce qu'il partage certaines similitudes 

avec l' humain, dont : (a) l'ovulation spontanée, c'est à-dire, ovulation même en 

l'absence de mâle ou stimuli sexuels, (b) l' implantation de type hémo-choriale, et (c) un 

placenta discoïde où seule la partie invasive du conceptus participe à la formation du 

placenta (Levasseur et al. , 2001). 

1.1.1 Anatomie et histologie utérine 

L'utérus des rongeurs est caractérisé par la présence d'un utérus double avec deux cols 

utérins et un seul vagin (figure 1.1). Les deux cornes utérines sont entièrement séparées 

sur toute la longueur. Les trompes de Fallopes sont minces, démesurément longues et 

enroulées sur elles-même, les ovaires sont petits, ronds et enveloppés dans du tissu 

adipeux, rattachés aux cornes utérines via les oviductes (Waynforth et al. , 1992). 

Dans la majorité des espèces, la totalité de la surface endométriale est compétente pour 

l' implantation. La muqueuse endométriale est constituée d'un épithélium luminal et 

glandulaire mono ou pseudo-stratifié, séparé du stroma conjonctif par une lame basale. 

L'épithélium luminal est composé de cellules dont la surface est hérissée de 

microvillosités et de cellules ciliées plus abondantes aux abords des orifices glandulaires 

(figure 1.2) (Levasseur et al. , 2001). 
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FIGURE 1.1 : Comparaison anatomique entre l'utérus du rat et celui de la femme. 
Les proportions réelles des utérus ne sont pas respectées dans ce schéma. (Parrish, 
2000) 
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.Myometrium 

FIGURE 1.2 : Coupe histologique d'un utérus humain indiquant les trois grandes 
régions anatomiques, soit de l'intérieur vers l'extérieur: (a) l'endomètre, (h) le 
myomètre et (c) le périmètre. L= lumière utérine (parrish, 2000) 
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Le myomètre est constitué de cellules musculaires lisses entourées d'un tissu conjonctif 

organisé en plans musculaires distincts: (a) une couche interne dont l'orientation est à 

prédominance circulaire en contact avec le stroma ou la décidue, (b) une couche externe 

longitudinale située sous la séreuse et, (c) une couche moyenne caractérisée par 

l' abondance de la vascularisation. 

Une séreuse recouvre la plus grande partie de l'utérus, le reste est lié aux tissus voisins 

par une adventice (Gartner et al. , 1992). 

1.1.2 Les hormones stéroïdiennes (17p-estradiol et progestérone) 

Les hormones stéroïdiennes femelles directement impliquées dans le contrôle de la 

reproduction sont les oestrogènes et la progestérone. Elles appartiennent à une famille 

d'hormones dérivées du cholestérol et métabolisées dans les ovaires. 

Les étapes successives de la stéroïdogénèse à partir du cholestérol font intervenir en 

premier lieu les mitochondries des cellules de la thèque interne des follicules ovariens : 

le cholestérol est convertit en prégnénolone à l' aide du cytochrome P-450scc (side chain 

clivage) (figure 1.3). Au niveau du réticulum endoplasmique, le cytochrome P-450 C17 

permet la biosynthèse des androgènes en transformant la prégnénolone soit en 

progestérone, qui sert d ' intermédiaire à la production d' androsténédione, soit en 

déhydroépiandrostérone (DHEA) (Levasseur et al. , 2001). 

En deuxième lieu, les androgènes sont métabolisés en oestrone et/ou en 17~-estradiol au 

niveau du réticulum endoplasmique des cellules de la granulosa des follicules ovariens à 

l' aide du cytochrome P-450 aromatase. L ' activité des cellules de la thèque interne est 

régit par l 'hormone lutéinisante (LH) et celle des cellules de la granulosa par l'hormone 

folliculostimulante (FSH) (Knobil et al. , 1994). 
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Les oestrogènes sont présents dans l'organisme sous trois formes, soit (a) le 17p­

estradiol (E2), la forme la plus active, (b) l'œstrone (El), qui se convertit en 17p-estradiol 

et, (c) l ' œstriol (E3), qui est le produit de dégradation des deux autres formes 

d'œstrogènes. 

Pendant toute l'enfance, un peu d'œstrogène est continuellement sécrété ce qui inhibe la 

libération de Gn-RH (gonadolibérine) par l 'hypothalamus. À l ' approche de la puberté, 

l 'hypothalamus devient moins sensible aux oestrogènes et commence à sécréter de la Gn­

RH selon un mode cyclique. La Gn-RH stimule la libération de FSB et LB par 

l' adénohypophyse. Au moment de la puberté chez la jeune fille , normalement vers l' âge 

de douze ans, les oestrogènes vont provoquer une poussée de croissance qui fait que les 

filles grandissent beaucoup plus vite que les garçons du même âge. Cette poussée de 

croissance est assez courte, parce que les oestrogènes provoquent aussi la soudure des 

cartilages de conjugaison des os longs et la féminisation du squelette. L ' imprégnation en 

1713-estradiol entraîne l ' apparition des caractères sexuels secondaires féminins: (a) le 

développement des seins, (b) la répartition du tissu adipeux et des muscles, (c) 

l' élargissement et l' allègement du bassin, (d) la libido, (e) le développement des organes 

génitaux externes et internes. De plus, le 1713-estradiol (f) active l ' ovogenèse et intervient 

dans le processus de maturation des follicules ovariens ainsi qu' au niveau de l' ovulation, 

(g) active la phase proliférative du cycle menstruel au niveau de l' utérus, (h) stimule la 

production de la glaire cervicale aqueuse du col du vagin et (i) stimule la capacitation du 

spermatozoïde dans les voies génitales grâce à son effet sur les sécrétions vaginales, 

utérines et tubaires. 

Sous l' influence des hormones adénohypophysaires FSB et LB (gonadotropines), les 

oestrogènes sont synthétisés par les ovaires mais également par le placenta au cours de 

la grossesse. De plus, elles peuvent être produites par les glandes surrénales mais en plus 

faible quantité. 

La progestérone est sécrétée par le corps jaune, un organe temporaire apparaissant à la 

suite de la rupture du follicule ovarien composé de cellules de la granulosa et de la 
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thèque pendant la seconde phase du cycle, par le placenta durant la grossesse, et à un 

moindre degré par les corticosurrénales et les ovaires (Larousse, Bordas, 1998). 

La progestérone agit de concert avec le 17B-estradiol dans l' établissement et la 

régulation du cycle. Son rôle principal est de favoriser la nidation de l'ovule fécondé et 

la gestation. Elle modifie les caractères vasculaires et chimiques de la muqueuse utérine 

pour la rendre propice à l'implantation de l'œuf dans l'utérus. Elle provoque en outre les 

modifications de la glaire cervicale pour la rendre visqueuse. La progestérone exerce 

d'autres effets importants au cours de la grossesse: (a) elle inhibe la motilité de l'utérus, 

(b) maintient l' importante vascularisation de la muqueuse utérine et, (c) prépare les 

glandes mammaires à la lactation. 

En dehors de la grossesse, la progestérone à d'autres actions : (a) elle a un effet sédatif 

sur le système nerveux central et, (b) est responsable du décalage thermique après 

l'ovulation (Marieb, 1999). 

La réponse des tissus aux stéroïdes ovariens est imputable à la présence et à l' expression 

des différents isotypes des récepteurs d'œstrogène et de progestérone (ERa, ER~, PR-A 

et PR-B) dans l'utérus. En général, l' expression des récepteurs ER et PR augmente 

suivant la phase proliférative et diminue lors de la phase sécrétrice du cycle (Snijders et 

al. , 1992). Le récepteur ERa apparaît comme l' isotype des ER le plus abondant et est 

absolument essentiel pour une fonction utérine normale (Krege et al. , 1998). Au niveau 

des récepteurs de la progestérone, PR-A et PR-B ont des rôles distincts dans 

l' endomètre. PR -A est impliqué dans le processus de décidualisation des cellules 

stromales en préparation à l' implantation tandis que PR-B est un fort régulateur de la 

prolifération cellulaire (Gao et al. , 2000). L'augmentation du niveau du 17~-estradiol 

induit l'expression des récepteurs ERa et ER~ ainsi que la transcription des gènes pour 

les récepteurs de la progestérone. La progestérone augmente la stabilité de l' ARN 

messager de ses récepteurs résultant en une hausse de l'expression des PRs (Tseng et al. , 

1997). 
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1.1.3 Les phases du cycle oestral chez le rat 

Pour plusieurs espèces, le cycle d'activité de l'ovaire n'est identifiable que par les 

variations cycliques des niveaux plasmatiques d'estradiol et de progestérone. Chez le rat, 

la cytologie des frottis vaginaux permet d'évaluer le cycle facilement et rapidement. 

Le cycle se divise en quatre phases successives (figure 1.4): 

1- L' estrus : Permet de caractériser le début du cycle par l' unique présence de cellules 

épithéliales cornifiées ou kératinisées (cellules anucléées), cette phase peut durer entre 

dix et vingt heures et fait suite à la décharge de FSH/LH qui provoque l'ovulation; 

2- Le métestrus ou Dl : D'une durée approximative de huit heures, le frottis de cette 

phase révèle la présence de (a) cellules épithéliales cornifiées en quantité moindre que 

l' estrus, (b) quelques cellules nucléées (cellules épithéliales rondes) et, (c) des 

leucocytes polymorphonucléaires en faible quantité; 

3- Le diestrus ou D2 : Cette phase est caractérisée par la présence innombrable de 

leucocytes polymorphonucléaires qui envahissent la lumière vaginale et détruisent les 

cellules cornifiées. Cette phase dure normalement huit heures; 

4- Le proestrus : D'une durée totale de soixante-douze heures, cette phase se divise en 

deux portions : - early proestrus, (a) les leucocytes polymorphonucléaires, (b) les 

cellules nucléées et, (c) quelques cellules épithéliales cornifiées sont présentes avec du 

mucus souvent abondant, cette phase a une durée de soixante heures - late proestrus, 

cette phase préparatoire à l'ovulation (décharge ovulante) dure approximativement 

douze heures et est caractéristique par la présence de cellules nucléées et ce, en très 

grande quantité (Waynforth et al. , 1992). C' est le début de l'acceptation du mâle pour 

l' accouplement qui persiste pendant les premières heures de l' estrus. 

Le proestrus est une phase de prolifération cellulaire au niveau de la muqueuse utérine 

et également une phase folliculaire, c'est-à-dire, une phase durant laquelle se développe 
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les follicules pour une future ovulation. L'ovulation se produit au tout début de l' estrus 

marquant la fin de la phase folliculaire et le début de la phase lutéale qui se termine 

avec le diestrus (Levasseur et al., 2001). 

1.1.4 Régulation du cycle oestral 

Les cycles ovariens se manifestent chez le rat dès la puberté, qui survient vers l'âge de 

six à onze semaines (Waynforth et al. , 1992), jusqu'à l'apparition de dérèglements de la 

fonction gonadotrope chez la femelle âgée. 

La fonction de reproduction est contrôlée par le complexe hypothalamo-hypophysaire. 

L'augmentation du taux de gonadolibérine (Gn-RH), régulateur de l'expression des 

gènes gonadotropiques sécrété par 1 'hypothalamus, stimule la sécrétion et la libération 

de la FSH et LH par l'adénohypophyse (figure 1.5). Ces deux hormones stimulent le 

développement, les capacités de synthèse et la maturation de tous les follicules gonado­

dépendants ayant quitté la réserve folliculaire (environ 10 par jour chez la rate adulte) 

mais ne sont pas impliqués dans l'initiation de la croissance folliculaire. La LH stimule 

les cellules thécales qui sécrètent alors des androgènes qui diffusent à travers la 

membrane basale où ils sont transformés en oestrogènes par les cellules de la granulosa 

sensibilisées par la FSH. 

L'inhibine secrétée par les cellules de la granulosa ainsi que la faible augmentation de 

la concentration plasmatique d'œstrogènes exerce une rétro-inhibition sur la libération 

des gonadotropines par l'adénohypophyse. Toutefois, cette dernière maintient et 

accumule sa production de FSH et LH. Une sélection des follicules en cours de 

maturation se produit et le nombre de follicules est réduit au nombre d'ovulations 

caractéristique de la race ou de l'espèce (entre 6 et 10 chez la rate). Survient alors 

l'atrésie des autres follicules et le blocage du recrutement folliculaire (Levasseur et al., 

2001). La croissance des follicules pré-ovulatoires entraîne une augmentation 

importante de la concentration d'œstrogènes qui exerce alors une rétro-activation sur le 
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FIGURE 1.5 :EnchaÎnement des rétroactions réglant la fonction ovarienne 

(Marieb, 1999). 
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complexe hypothalamo-hypophysaire. L'adénohypophyse libère brusquement une 

grande quantité de LH, et de la FSH (en moindre proportion), ce qui produit la décharge 

ovulante nécessaire à l' expulsion de l'ovule hors du follicule ovarique mûr. 

Sous l' effet de la LH, le follicule rompu se transforme en glande endocrine sécrétant 

principalement de la progestérone et un peu d' œstrogène. La sécrétion de ces deux 

hormones provoque une puissante rétro-inhibition sur la libération de la FSH et LH par 

l' adénohypophyse. La diminution graduelle du taux sanguin de LH supprime le 

stimulus de l'activité du corps jaune, qui commence alors à dégénérer. 

L'arrêt de l' activité du corps jaune s' accompagne de l' arrêt de la sécrétion des 

hormones ovariennes ce qui met fin à l' inhibition de la sécrétion de FSH et LH : un 

nouveau cycle peut commencer (Marieb, 1999). 

Le cycle hormonal de la rate comporte deux particularités imputables à son cycle court 

(Levasseur et al. , 2001) (figure 1.6) : 

a) La chute brutale des concentrations d' inhibine immédiatement après 

l'ovulation entraîne un deuxième pic de FSH, ce qui stimule la formation de 

l' antrum des follicules qui ovuleront au cycle suivant, 3 jours plus tard; 

b) Le corps jaune a une activité fonctionnelle très brève, les mveaux de 

progestérone ne sont élevés qu'entre le métestrus et le diestrus. Bien que 

non fonctionnels, les corps jaunes ne régressent que très lentement. 

Plusieurs populations de corps jaunes d'âges décroissants sont visibles sur 

l' ovaire. 
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1.2 L'APOPTOSE ET LA SURVIE CELLULAIRE 

L'apoptose est un mécanisme physiologique complexe de mort cellulaire permettant de 

contrôler le nombre de cellules dans un tissu ou un organe, sans provoquer de réponse 

inflammatoire. 

Ce processus très régulé, est impliqué dans (a) le développement embryonnaire, (b) la 

croissance et (c) le maintient des tissus adultes normaux. Il permet également de 

débarrasser l'organisme des cellules qui menacent son intégrité, c' est-à-dire: (a) les 

cellules infectées, (b) mutées, (c) endommagées ou (d) âgées. 

Dans les tissus adultes, les phénomènes de mitose (division cellulaire) et d'apoptose 

s'équilibrent, assurant ainsi un renouvellement cellulaire constant. Cet équilibre est 

préservé par un système compliqué de facteurs de croissance et de signaux de survie 

cellulaire contrebalancé par une panoplie d' inhibiteurs de croissance et de voies de 

signalisation de mort cellulaire programmée. L' apoptose peut être induit par la perte 

d'un signal (positif) de survie cellulaire ou par la réception d'un signal (négatif) 

apoptotique (Geske et al. , 2001). 

1.2.1 Bref historique 

C'est en 1858, à l'Institut de Pathologie de Berlin, qu'un homme du nom de Rudolf 

Virchow (père de la pathologie moderne) écrit à ses collègues scientifiques, à propos de 

ses observations, « que les atteintes organiques et les maladies sont le résultat des 

altérations cellulaires individuelles ». Il note, en plus, l'observation d'un type de mort 

cellulaire spontanée très différente de la nécrose qu' il nommera « nécrobiose ». Ses 

travaux alors jugés sans importance sombrent dans l'oubli. 

Il faudra attendre près d'un siècle, soit en 1951 , avant que l' équipe d'André 

Glücksmann publie un article sur un type de mort cellulaire présent normalement lors 

du développement des vertébrés qu' il qualifiera de « dégénération cellulaire ». 
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Une étape importante est franchie en 1971-72, lorsque l'équipe de Kerr se penche sur 

le phénomène de mort cellulaire observée au cours d'une expérience et qui s'avère être 

très différente de la nécrose, le seul type de mort cellulaire connu à l'époque. Ils ont 

observé la formation des corps de Councilman ou corps apoptotiques (vacuoles 

contenant de la chromatine compactée et du cytoplasme), le bourgeonnement de la 

membrane plasmique et la phagocytose ou la dégradation des débris par les cellules 

environnantes. Ils ont alors suggéré que ce type de mort cellulaire, qu'ils nommèrent 

apoptose (terme grec, signifiant la chute des feuilles d'un arbre), était impliqué dans 

l'homéostasie des tissus parce qu'il ne provoquait pas de réponse inflammatoire. 

Depuis ce Jour, l'apoptose est devenu un des sujets les plus étudiés en SCIences 

biologiques parce qu'il se retrouve dans toutes les variétés de cellules, de tissus et 

d'espèces, parce qu'il est induit par beaucoup de mécanismes différents et 

conséquemment impliqué dans beaucoup de pathologies tel que le cancer (Geske, et al. , 

2001). 

1.2.2 Caractéristiques biochimiques et morphologiques 

Très tôt, chez la cellule apoptotique, la condensation de la chromatine et du cytoplasme 

est observable. La diminution du volume cytoplasmique permet à la cellule de rompre 

ses jonctions cellulaires (desmosomes) avec les cellules voisines et/ou la membrane 

basale. Les organites cytoplasmiques, qui demeurent intactes au cours du processus 

(hormis les mitochondries), s'agrègent afin de faciliter leurs internalisations dans les 

vésicules formées par le bourgeonnement de la membrane plasmique (Gerschenson et 

al., 1992) (figure 1.7). 

La condensation de la chromatine est rendue possible par les endonucléases qui sont 

activées, possiblement par la caspase-3 (Liu et al, 1997) et l'augmentation des niveaux 

intracellulaire de Ca2
+ (McConkey et al., 1989) lors des processus apoptotiques, soient 

les ADNases 1 et II (Earnshaw, 1995). Plusieurs études ont démontré que la 

fragmentation de l'ADN produit d'abord de larges fragments (50 à 300 kb) puis des 
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fragments internucléosomales de 180 à 200 paIres de bases qui caractérisent les 

dernières étapes de l'apoptose (Brown et al., 1993). Le noyau devient alors pycnotique 

et se fragmente parfois, l'enveloppe nucléaire disparaît. 

La mitochondrie subit des transformations importantes et joue un rôle clé dans 

l'induction de l'apoptose. L'ouverture des pores de perméabilité de la mitochondrie 

provoque le gonflement de sa membrane par l' entrée massive des électrolytes et brise la 

chaîne de respiration cellulaire (diminution du potentiel membranaire et de la synthèse 

d'ATP) (Green et al., 1998). Lourdement endommagée, la mitochondrie relargue des 

facteurs pro-apoptotiques et libère du Ca2
+ intracellulaire (Liu et al., 1996). 

Finalement, le phagocytage des corps apoptotiques contenant du cytoplasme, des 

organites et du matériel génétique fragmenté est facilité par l'externalisation de 

phosphatidylsérines sur le feuillet externe de la membrane de la cellule, ce qui a pour 

effet d'attirer spécifiquement les macrophages du système immunitaire (Fadok et al. , 

1992). 

1.2.3 Apoptose versus nécrose 

L'apoptose et la nécrose sont deux processus de mort cellulaire très différent (tableau 

1). L'apoptose est un mécanisme ordonné, réversible jusqu'à un certain stade, régulé et 

programmé génétiquement, comparativement à la nécrose qui est chaotique, passive, 

sans aucune régulation et absolument irréversible. 

Si un peu plus de 99,9 % des cellules de l'organisme meurent par apoptose (Datta et 

al. ,1998), la nécrose constitue une mort subite qualifiée d'accidentelle, c'est-à-dire, une 

mort causée par des traumatismes (physiques, thermiques, chimiques) qui 

endommagent majoritairement la membrane plasmique et/ou les organites des cellules 

de façon irréversible. Le type de traumatisme concerné affecte souvent une région plus 
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FIGURE 1.7: Microscopie électronique d'une cellule normale à gauche et d'une 
cellule apoptotique à droite. 
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ou moins étendue de l'organisme, contrairement à l'apoptose qui cible une seule cellule 

(Gerschenson et al., 1992) (figure 1.8). 

Lors de la nécrose, la cellule perd sa capacité à réguler sa pression osmotique à cause 

des nombreuses ruptures qui apparaissent à la surface de sa membrane, ce qui provoque 

son éclatement ou lyse. Tout le contenu cytoplasmique est endommagé et relâché dans 

l'environnement cellulaire, ce qui enclenche la réaction inflammatoire (Ibelgauft, 2003) 

et une réaction pathologique tissulaire impliquant les groupes de cellules avoisinantes 

(Amiesen, 1996). 

1.3 PRÉSENTATION DE LA VOIE DE SIGNALISATION DE PI 3-K/AKT 

Récemment, l 'habileté des différents facteurs ou stimuli extracellulaires à promouvoir 

la survie cellulaire et inhiber l'apoptose a été attribué, au moins en partie, à la cascade 

ou voie de signalisation de la phosphatidylinositide 3'OH kinase Ic-Akt (PI 3-KJAkt) 

(Yao et al. , 1995). 

Les effecteurs dans cette VOle de signalisation sont nombreux: certains sont anti­

apoptotiques, d'autres apoptotiques. Les mécanismes et interactions entre eux ne sont 

pas toujours clairement établis et compris. 

Dans les prochaines sections, la présentation des différentes protéines constituants la 

voie de signalisation de PI 3-KJAkt et leurs interactions se limitera à celles étudiées 

dans le cadre de ce projet de recherche (figure 1.9). 

1.3.1 La Phosphatidylinositide 3' OH kinase (PI 3-K) 

Les signaux ou stimuli de survie cellulaire (facteurs de croissance, cytokines) activent 

les voies de signalisations internes de la cellule soit: (a) en se liant aux récepteurs 

membranaires, dont certaines possèdent une activité tyrosine kinase intrinsèque (Segal 

et al., 1996), (b) en se couplant indirectement à une tyrosine kinase (Clark et al., 1995) 
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Nécrose Apoptose 

Figure 1.8 : Différences microscopiques entre la nécrose et l'apoptose. Lors de la 
nécrose, en 1) la rupture de la membrane plasmique et des organites est 
observable, 3) de nombreuses lésions apparaissent à la surface de la cellule et on 
constate en 5) la distribution régulière des pores nucléaires. Comparativement, 
chez une cellule apoptotique, 2) le réarrangement de la chromatine apparaît en A, 
très différent d'une organisation normale (N), 4) le bourgeonnement de la 
membrane est évident et 6) l'enveloppe nucléaire montre des amas de pores 
(astérisques) (Schimke, 1993). 
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ou (c) en s'associant à un récepteur membranaire à protéine G (Weiner et al. , 1999). 

L'activation de ces récepteurs induit le recrutement de PI 3-K qui agit comme 

précurseur de seconds messagers (Wymann et al. , 1998). Les phosphatidylinositides 3' 

OH kinases sont accolées sous la surface interne de la bicouche phospholipidique de la 

membrane cellulaire. 

Le rôle de PI 3-K consiste à catalyser le transfert du groupe phosphate y de l'ATP 

(adénosine triphosphate) à la position D3 ou R3 d'un phosphoinositide (Hinchliffe et 

al. , 1997). PI 3-K est un hétérodimère d'environ 200 kDa, composé d' une sous-unité 

régulatrice de 50-100 kDa (p85) et d'une sous-unité catalytique de 110-120 kDa (P110), 

capable de phosphoryler in vitro PtdIns, PtdIns 4-P et PtdIns( 4,5)P2. Toutefois, cette 

classe de PI 3-K semble avoir une préférence pour le substrat PtdIns (4,5) P2 in vivo 

(Stephens et al. , 1991) (figure 1.10). 

La converSlOn de PtdIns (4,5)P2 en PtdIns(3 ,4,5)P3 a pour cible l' activation et la 

phosphorylation de la protéine sérine/thréonine kinase Akt via les phosphoinositides­

kinases dépendantes (PDKs). PDK de type 1 phosphoryle la thréonine308 (Alessi, James 

et al. , 1997), tandis que PDK de type 2 phosphoryle indépendamment la sérine473 de 

Akt/PKB (De1commenne et al. , 1998). 

Les inhibiteurs de PI 3-K sont la wortmannin, tirée d'une moisissure du nom de 

Penicillium fumiculosum , qui inhibe l'activité de PI 3-K en se liant à la lysine802 de la 

sous-unité pIlO (Arcaro et al. , 1993), tandis que LY294002 (quercetin-derived PI 3-K 

inhibitor) a pour cible les sites de liaisons de l' ATP (Vlahos et al. , 1994). 

1.3.2 La protéine AktlPKBIRAC 

Accordant l'importance de PI 3-K comme médiateur des signaux de survie cellulaire, 

de récentes études suggèrent que l' activité de Akt est suffisante pour bloquer l' apoptose 

induit par les stimuli apoptotiques (Yao et al. , 1995). 



FIGURE 1.9 : Schématisation simplifiée de la voie de signalisation de PI 3-KlAKT. 
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Akt est l'homologue cellulaire du « transforming oncogene » du rétrovirus AKT8 

(Staal, 1987). Les analyses moléculaires révèlent qu' Akt résulte de la recombinaison 

entre la séquence virale gag et le gène cellulaire Akt. Il existe trois isoformes de Akt 

soit: Aktl , Akt2 et Akt3 , qui ont un peu plus de 90% d'homologie (Datta et al. , 1999) 

mais sont exprimés différemment tant au niveau de leur ARNm qu'au niveau des 

protéines (Bellacosa et al. , 1993). La famille des protéines Akt contient un domaine 

kinase central qui a une spécificité pour les résidus sérines ou thréonines dans les 

substrats protéiques. Le côté N-terminal de Akt inclus un domaine PH (pleckstrin 

homology) qui sert d'intermédiaire dans les interactions lipide-protéine et/ou protéine­

protéine. Le côté C-terminal présente un domaine hydrophobe et riche en prolines 

(Musacchio et al. , 1993). 

Akt IPKB/RAC (Activated by Kinase Tyrosine 1 Protein B Kinase 1 Related to A and C 

protein kinase) est une protéine de 60 kDa qui se lie directement à Ptdlns(4,5)P2 à 

l' aide de son domaine PH (Klippel et al. , 1997). Cette liaison provoque uniquement la 

translocation de Akt du cytoplasme vers la surface interne de la membrane plasmique 

(Andjelkovic et al. , 1997). La relocalisation de Akt lui permet d ' être à proximité des 

kinases régulatrices importantes pour son activation et sa phosphorylation (Kohn et al. , 

1996). 

Alessi et ses collègues (Alessi et al. , 1996), identifièrent quatre sites de 

phosphorylations in vivo sur Akt, dont deux semblaient être phosphorylés 

constamment. L' activité kinase de Akt est déterminée, en partie, par la phosphorylation 

de sa sérine473 et de sa thréonine308 par les PDKs. Akt doit subir un changement de 

conformation induit par la liaison de PIP3 sur son domaine PH afin de rendre ses sites 

de phosphorylations accessibles aux PDKs (Curie et al. , 1999). Apparemment, la 

régulation de Akt impliquerait plusieurs mécanismes, non-résolus, en lien avec les 

phospholipides générés par PI 3-K. 

L'une des composantes de la machinerie apoptotique inhibée par Akt est BAD, un 

membre de la famille des Bcl-2, qui enclenche le processus apoptotique en provoquant 
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l'ouverture des pores de perméabilité de la mitochondrie. Akt inactive également la 

caspase-9, élément clé dans l'activation de la cascade des caspases. De plus, Akt libère 

NF-KB, un facteur nucléaire de transcription et de régulation de la famille des Bcl-2 et 

des inhibiteurs des caspases (lAPs), normalement séquestré dans le cytoplasme. 

1.3.3 La protéine PTENIMMAC 

PTEN/MMAC (phosphatase and tensin homo log deleted on chromosome ten / mutated 

in multiple advanced cancers) qui a été identifié pour la première en 1997, par trois 

équipes différentes, est une protéine de 54 kDa présentant une activité phosphatase 

capable de déphosphoryler les phosphotyrosines, phosphosérines et/ou 

phosphothréonines (Myers et al. , 1998). 

La fonction de PTEN, in vivo, est de réguler la voie de signalisation de PI 3-KlAkt en 

empêchant l'activation et la phosphorylation de Akt via PIP3. L'équipe de Maehama 

(Maehama et al. , 1998) a réussi à démontrer que PTEN déphosphorylait la position 3 

des PtdIns, in vivo et in vitro , et transformait par la suite PIP3 en un substrat pouvant 

être recyclé par PI 3-K. Ceci confirme que PTEN a une activité phosphatase à double 

spécificité, c'est-à-dire, capable de déphosphoryler les protéines et les lipides. 

L'expression de PTEN empêche également l' activation systématique de Akt, c' est-à­

dire l' activation en l'absence de facteurs ou stimuli (Myers et al. , 1998). Un lien est 

maintenant établi entre la dérégularisation de la voie de signalisation de PI 3-KlAkt et 

les cancers chez l'humain via les anomalies ou déficiences de PTEN (Wu et al. , 1998). 

Normalement, l' activation de Akt est minimale en l'absence de stimulation. Cependant, 

dans les lignées cancéreuses déficientes en PTEN, le taux de phosphorylation de Akt 

est extrêmement élevé (Gagnon et al. , 2003). 

La région C-terminale de PTEN contient un domaine C2 qui a été identifié chez les 

protéines impliquées dans la transduction de signaux et localisées au niveau des 

membranes (Rizo et al., 1998). Ce domaine démontre de l'affinité, in vitro , pour les 
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membranes phospholipidiques. La région terminale contient aussi un site de liaison 

PDZ, important dans les interactions protéine-protéine (Fanning et al. ,1999), et un 

domaine PEST qui régule la stabilité de la protéine (Georgescu et al. , 1999). La queue 

de la région contient plusieurs sites de phosphorylation localisés dans les 50 derniers 

acides aminés. Cette section, même si elle s'avère inutile pour l' activité phosphatase est 

critique pour la stabilité protéique. Les mutations dans ce site réduisent drastiquement 

la demi-vie de PTEN et sa quantité (Vasquez et al. , 2000). La demi-vie normale de 

PTEN est relativement longue de deux heures (Georgescu et al. , 1999). Torres et Pulido 

(2001) ont démontré que la protéine kinase CK2 phosphoryle, in vivo, PTEN sur les 

sérines 370, 380, 385 et sur la thréonine 383 . PTEN déphosphorylé est rapidement dégradé. 

Environ 43 % des mutations surviennent dans la région C-terminale de la protéine (Lee 

et al. , 1999). 

La région N-terminale contient la section enzymatique de PTEN, c' est-à-dire son 

domaine phosphatase. La majorité des mutations surviennent à l'intérieur de ce 

domaine. Le site actif du domaine phosphatase de PTEN est beaucoup plus large que 

celui des autres phosphatases connues, ce qui permettrait une meilleure accessibilité 

pour les substrats lipidiques (Lee et al. , 1999). 

1.3.4 Les protéines BCL-2, BCL-XL, BAD, BID et BAX 

BCL-2 (B cell lymphomas-2) est une grande famille de protéines qui possèdent une 

structure relativement commune c' est-à-dire, quatre domaines BCL-2 homologues 

(BH) désignés BH1 , BH2, BH3 et BH4 (Adams et al. , 1998). La famille BCL-2 peut se 

diviser en deux catégories selon la capacité d'induire ou d' inhiber l'apoptose : les pro­

apoptotiques (BAD, BAX) ou les anti-apoptotiques (BCL-2, BCL-Xd. Elle peut aussi 

se diviser en trois catégories selon les domaines: la sous-famille de BCL-2 (BCL-2, 

BCL-XL) qui possèdent les domaines BH1 à BH4, la sous-famille de BAX constituée 

par les domaines BH1 à BH3 et la sous-famille BH3 formée par ce seul domaine (BAD, 

BID). La plupart des protéines de la grande famille de BCL-2 contiennent un domaine 

C-terminal hydrophobe qui se révèle nécessaire pour être capable de cibler les 
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membranes lipidiques comme celle de la mitochondrie, plus particulièrement (N guyen 

et al., 1993). 

Les protéines anti-apoptotiques sont localisées au nIveau des membranes de la 

mitochondrie, du réticulum endoplasmique et/ou de l'enveloppe nucléaire, elles sont 

donc considérées comme des protéines membranaires intégrales (Zhu et al., 1996). La 

fraction de protéines pro-apoptotiques se retrouve par contre au niveau du cytoplasme 

ou du cytosquelette. Suivant la réception d'un signal apoptotique, les protéines de cette 

catégorie subissent une changement de conformation qui leur permet de cibler et de 

s'intégrer dans les membranes, spécialement au niveau de la membrane externe de la 

mitochondrie (Gross et al., 1998). 

L'activité biologique des protéines de la famille BCL-2 est tributaire de leur capacité à 

s'intégrer dans les membranes et de leur habileté à former des homo ou des 

hétérodimères. C'est la balance entre ces deux types de dimères qui détermine la survie 

ou la mort cellulaire (Green, 1998). 

BAD (BCL-XL/BCL-2-associated death promo ter) fait partie de la sous-famille BH3. 

BAD est la première composante du processus apoptotique à être phosphorylé par Akt 

(Yang et al. , 1997). Sa fonction est modulée par la phosphorylation de sa sérine 1 
12 mais 

principalement par sa sérine 136 (Gajewski et al. , 1996). En l'absence de 

phosphorylation, BAD induit l'apoptose en migrant et s'intégrant à la membrane 

mitochondriale pour former un hétérodimère avec BCL-XL de préférence ou avec BCL-

2 via son domaine BH3 (Yang et al., 1997). La phosphorylation de ces 2 sites par Akt, 

provoque la dissociation de l'hétérodimère BAD/BCL-XL et BAD s'associe 

instantanément avec la protéine 14-3-3. Cette protéine cytosolique empêche la 

déphosphorylation de BAD et le séquestre en le maintenant à l'écart de sa cible 

mitochondriale (Muslin et al. , 1996). 

BAX est une protéine pro-apoptotique qui se retrouve principalement sous la forme 

d'un monomère dans le cytoplasme ou faiblement attachée à une membrane. Après la 
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réception d' un signal de mort cellulaire, BAX s'intègre dans la membrane 

mitochondriale comme un homodimère (Gross et al.,1998) et forme un canal ionique 

(Antonsson et al., 1997) ce qui contribue à accélérer la déstabilisation de la membrane 

mitochondriale. BCL-2 et BCL-XL ont la capacité d'inhiber BAX en formant un 

hétérodimère avec lui (Oltvai et al. , 1993). 

La membrane mitochondriale perd son potentiel membranaire et sa capacité à réguler sa 

pression osmotique suite aux canaux ioniques formés par BAX. Il Y a arrêt de la 

synthèse d'A TP et libération de plusieurs facteurs inducteurs de l' apoptose : relargage 

du cytochrome c (Liu et al. , 1996), de l'AlF (apoptosis inducing factor) (Kroemer et al. , 

1997), de Smac/DlABLO (second mitochondrial-derived activator of caspase) (Du et 

al., 2000), de Ca2
+ et de l'endonucléase G (Li et al., 2001). 

L'augmentation de la concentration du cytochrome c dans le cytoplasme entraîne la 

formation du complexe multiprotéique connu sous le nom d'apoptosome (Tsujimoto, 

1998). Ce dernier est formé de Apaf-l (apoptotic protease-activating factor-l) , de 

cytochrome c, d'A TP et de la procaspase-9. Le cytochrome c se lie à l' Apaf-l , libérant 

une inhibition intramoléculaire et facilitant les interactions entre Apaf-l et la 

procaspase-9. Cette interaction enclenche l'activité protéolytique de la caspase-9. En 

plus de la caspase-9, qui entraîne le clivage et l'activation des procaspases, le 

cytochrome c est nécessaire pour l'activation de six autres caspases : 2,3 ,6,7,8,10 (SIee 

et al. , 1999). Les caspases interviennent dans le clivage d'une panoplie de substrats 

cellulaires (Cryns et al. , 1998) (Voir point 1.3 .5). 

AlF est une protéine d' environ 50 kDa qui induit l'apoptose en activant les 

endonucléases nécessaire pour la fragmentation de l'ADN (Kroemer et al. , 1997). De 

même, l' endonucléase G fragmente la chromatine indépendamment des caspases (Li et 

al. , 2001). Smac/DlABLO est un inhibiteur de la famille des lAPs (inhibitor of 

apoptosis). Cette protéine favorise donc l'activation des caspases. 
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En plus de la capacité de la famille de BCL-2 de réguler indirectement l'apoptosome 

par le contrôle exercé sur la libération du cytochrome c, BCL-XL peut se lier 

directement à Apaf-l et bloquer l' activation de la procaspase-9 (Dragovich et al. , 

1998). L' inhibition est levée par BAX qui facilite, en plus, la libération de 

Smac/DIABLO (Deng et al. , 2002). 

1.3.5 Les caspases 

Les caspases (cysteine aspartic acid-specific proteases) (Alnemri et al. , 1996), au 

nombre de quatorze, sont une famille de protéases qui partagent des caractéristiques 

communes: (a) les caspases sont présentes dans les cellules sous forme latentes ou 

inactives et forment des homodimères à la suite de leur activation, (b) elles sont clivées 

en des sous-unités soit par autoprotéolyse ou par une autre caspase, (c) elles clivent du 

côté C-terminale à un résidu aspartate de substrats contenant le motif Asp-Xaa-Xaa­

Asp (DXXD) (Garcia et al. , 1999). 

Les caspases peuvent être classées en sous-groupes : les caspases 8, 9 ,10 et 

possiblement 2 et 5 peuvent enclencher la cascade d'activation des caspases et font 

partie des initiateurs du sous-groupe. La caspase-9 peut s' activer par dimérisation 

(Stennicke et al. , 1999) et la caspase-8 par dimérisation avec autoprotéolyse (Ashkenazi 

et al. , 1998). Les effecteurs du sous-groupe sont les caspases 3, 6 et 7 qui propagent la 

cascade et sont activées par le clivage protéolytique des autres caspases (SIee et al. , 

1999). Normalement, les initiateurs ont un long pré domaine et les effecteurs, un court. 

Un deuxième sous-groupe de caspases est impliqué dans le traitement des cytokines et 

se compose des caspases 1, 4, 5, Il , 12, 13 et 14. À ce jour, plus de soixante substrats 

sont clivés par les caspases incluant des protéines impliquées dans la machinerie de 

réparation de l'ADN cellulaire (Stroh et al. , 1998). 

Les caspases sont constituées d' une pro-région d'acides aminés qui sépare la caspase en 

une large sous-unité du côté N-terminal et d'une petite sous-unité du côté carboxyl. La 

maturation des caspases implique la formation d' un homo dimère et du processus 
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protéolytique. La plupart des caspases ont deux sites potentiels de clivages à la jonction 

des deux sous-unités. Ces sites sont séparés par quelques acides aminés seulement et 

peuvent être clivés mutuellement. La caspase active est composée de deux larges sous­

unités d'environ 20 kDa et de deux petites sous-unités de lO kDa, approximativement. 

Les deux sous-unités sont requises pour la liaison et l' activité catalytique. Le site actif 

de la cystéine qui forme un lien covalent avec le substrat est localisé près de l' extrémité 

carboxyl de la large sous-unité (Mittl et al. , 1997). 

L'activité des caspases est régulée par la dimérisation. Les pro-régions de certaines 

caspases facilitent la dimérisation en interagissant avec des protéines adaptatrices 

contenant un domaine de recrutement des caspases (CARDs) ou avec un domaine 

effecteur de mort cellulaire (DED) favorisant la formation d'un complexe induisant 

l' apoptose, avec la caspase-8 ou la caspase-l O. Ce complexe peut être inhibé par 

d'autres protéines contenant un domaine DED. Cela peut expliquer pourquoi on 

retrouve les DEDs aussi bien sur des protéines pro-apoptotiques que sur des protéines 

anti-apoptotiques ( Tibbets et al. , 2003). Les caspases sont dégradées durant l' apoptose. 

Akt peut bloquer le processus apoptotique même après la libération du cytochrome c 

mitochondriale en phosphorylant la sérine196 de la caspase-9, ce qui inactive son 

activité catalytique intrinsèque (Cardone et al., 1998). Toutefois, Akt n'est pas 

considéré comme un inhibiteur général des caspases. C'est les membres de la famille 

des lAPs qui inhibent directement l' activité des caspases 3, 7 et 9 (Devereaux et al. , 

1997) 

1.3.6 La protéine XIAP 

Les lAPs (inhibitor of apoptosis proteins) constituent une famille de protéines 

intracellulaires anti-apoptotiques qui ont été identifiés en premier lieu comme des 

analogues de gènes présents dans les baculovirus. Sept lAPs humains ont été 

découverts jusqu' à présent: XIAP, clAP-l , clAP-2, NAIP (neuronal apoptosis 
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inhibitory prote in) (Liston et al. , 1996), Survivin (Ambrosini et al. , 1997), Bruce 

(Hauser et al. , 1998) et Livin/ML-IAPI (Kas of et al. , 2001). 

Xiap (X-linked inhibitor of apoptosis protein), est une protéine de 53 kDa qui est 

exprimée ubiquitairement dans les tissus normaux (Farahani et al. , 1997). Xiap contient 

deux types de séquences aux motifs conservés : les BIRs (baculovirus IAP repeats) et le 

« zinc finger-like Ring finger ». Les BIRs sont localisés du côté N-terminal et Xiap en 

contient trois : BIR1 , BIR2 et BIR3 (Sun et al. , 2000). À la surface des domaines BIRs, 

un nombre important de régions hydrophobes et de domaines d' acides aminés chargés 

ont été identifiés, lesquels pourraient participer aux interactions entre les lAPs et autres 

proteines. Quant au « Ring finger » présent à l' extrémité COOH-terminale, il possède 

une activité ligase qui régule directement la dégradation de Xiap par les protéasomes 

(Yang et al, 2000) sous l'effet d' un stimulus pro-apoptotique. Les c-IAPI et c-IAP2 

possèdent en plus un domaine de recrutement des caspases (CARDs). 

Xiap est généralement localisée au niveau du cytoplasme et démontre la faculté de 

bloquer spécifiquement l'activation des caspases 3, 7 et 9. Dans les cellules humaines, 

Xiap peut être elle-même clivée par les caspases (Devereaux et al. , 1999). Les deux 

fragments clivés demeurent capables d' inhiber l'activité des caspases. Le clivage 

survient dans la région séparant BIR2 et BIR3 et correspond aux sites de liaisons 

spécifiques de Xiap. BIR2 s'associe aux caspases 3 et 7 (Takahashi et al. , 1998) 

pendant que BIR3 se lie à la caspase-9 (Sen et al. , 2000). 

L'expression des lAPs est dépendante de l' activation de NF-KB, transcripteur régulé 

par Akt. Lorsqu'Akt phosphoryle la protéine IKB, cette dernière libère le facteur de 

transcription NF-KB qu'elle séquestrait. Ce dernier se dirige au niveau du noyau pour 

activer la transcription des gènes des lAPs et de d' autres protéines favorisant la survie 

cellulaire. (Voir point 1.3.8) 

Xiap, par contre, est inhibée par la protéine Smac/DIABLO et XAF-1. Les acides 

aminés terminaux de DIABLO et la sous-unité pl O de la caspase-9 activée sont très 
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similaires et se font la compétition afin de se lier aux sites de BIR3 de Xiap (Liu et al. , 

2000). Les interactions de DIABLO et caspase-9 avec Xiap sont mutuellement 

exclusives. Le même processus survient pour les caspases 3 et 7 au niveau de BIR2 de 

Xiap. DIABLO est une protéine dimérique qui interagit avec les BIRs domaines de 

Xiap mais avec une plus forte affinité pour le BIR3 (Chai et al. , 2000). 

XAF-1 (XIAP-associated factor 1) est une protéine nucléaire qui interagit directement 

avec la protéine XIAP en la séquestrant dans des inclusions nucléaires et favorise ainsi 

l 'activation de la cascade des caspases (Liston et al. , 2001). XAF-1 est exprimé 

ubiquitairement dans les tissus mais est présent à des niveaux très faibles dans plusieurs 

lignées cancéreuses. 

1.3.7 Les protéines lIill, sa forme phosphorylée (P-IKB) et NF-RB 

NF-KB (nuclear factor kappa B) est un facteur de transcription hétérodimérique, au 

centre des régulations des processus inflammatoires et immunitaires en contrôlant 

l' expression géniques (a) de cytokines, (b) de chemokines, (c) de immunorécepteurs, 

(d) de protéines présentatrices d' antigènes, (e) de facteurs de croissance, (f) de facteurs 

de transcriptions, (g) de molécules d'adhésions cellulaires,(h) de protéines du stress et 

(i) de régulateurs apoptotiques (les lAPs entre autres) (Pahl, 1999). Toutes les protéines 

de la famille des RellNF -KB ont un domaine de liaison à l'ADN hautement conservé et 

de dimérisation nommé RHD (Rel homology domain). Ils peuvent former des homo ou 

hétérodimères en se liant au site KB de dix paires de bases sur le promoteur des gènes 

ciblés (Mayet al. , 1997). Le type d' hétérodimère le plus commun est celui formé de 

p50/p65. C'est la sous-unité p65 qui est responsable de la capacité de NF-KB de 

stimuler la transcription. La sous-unité p50 permet la liaison à l 'ADN (Ballard et al. , 

1992). 

L'activité de NF-KB est régulée par sa translocation nucléaire. L'hétérodimère p50/p65 

existe dans le cytoplasme sous sa forme inactive associé à la protéine inhibitrice lill 

(Mayet al. , 1997). Akt induit la phosphorylation de deux sérines N-terminales 
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spécifiques sur IKB-u par le complexe kinase IKK qui comprend IKKu, IKKp et IKKy 

(Brown et al. , 1995). La phosphorylation d'IKKu entraîne sa dégradation par le 

protéasome 26S (DiDonato et al. , 1995) permettant à NF-KB de se libérer et d'entrer 

rapidement au niveau du noyau. À cet endroit, NF-KB se lie sur le site KB de son 

promoteur et active la transcription des gènes. La localisation de NF-KB est régulée par 

l' acétylation de sa sous-unité p65. Si cette dernière est acétylée cela prévient la liaison 

avec le transporteur IKB-u pendant que la dé-acétylation permet une liaison efficace 

avec le transporteur nucléaire (Chen et al. , 2001). 

L'habileté de NF-KB de lier l'ADN et d' activer la transcription est contrôlée par la 

phosphorylation de la sérine276 de la sous-unité p65. La phosphorylation de la sérine529 

et de la sérine536 de la même sous-unité amplifie le potentiel de transactivation de NF­

KB (Wang et al. , 2000). La phosphorylation de la sous-unité p50 régule la liaison de 

NF-kB avec l'ADN. La sous-unité est phosphorylée en ordre décroissant d' importance 

sur les sérines, les thréonines mais pas sur les tyrosines (Hayashi et al. , 1993) et une 

hypophosphorylation entraîne une incapacité de NF-KB de se fixer sur l'ADN ce qui 

constitue dans les faits un mécanisme de régulation. L'équipe de Hou (Hou et al. , 2003) 

a démontré que seul la phosphorylation de la sérine337 sur la sous-unité p50 était 

essentielle à la liaison de l'ADN par NF-KB. 

Les homodimères formés par p50/p50 occupent les mêmes sites de liaisons que celui de 

NF-KB p50/p65, cependant ils agissent comme agents répresseurs de la transcription 

des promoteurs de NF-KB. 

1.4 OBJECTIFS 

Les mécanismes apoptotiques jouent un rôle essentiel lors de l'implantation 

embryonnaire. À ce moment, les cellules épithéliales de l ' endomètre utérin meurent par 

apoptose (mort cellulaire programmée) afin de permettre à l'embryon de s'implanter 

adéquatement en libérant l'espace nécessaire à sa prolifération. Toute altération de ce 

processus entraîne des complications voir l'arrêt de la gestation et peut être impliqué 
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dans les problèmes d'infertilité féminine. L'objectif de ce travail est d'étudier 

l'implication de la voie de signalisation de PI 3-K/Akt dans la régulation de l'apoptose 

de l'utérus durant le cycle oestral chez le rat et de déterminer si l'apoptose peut être 

régulé par les hormones sexuelles via l' activation de Akt. 



CHAPITRE 2 

REGULATION OF AKT EXPRESSION AND PHOSPHORYLATION BY 176-

ESTRADIOL IN THE RAT UTERUS DURING ESTROUS CYCLE 
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PRÉFACE 

Les auteurs du chapitre II (publié dans la revue Reproductive Biology and 

Endocrinology, 2003; 1 : 47 (13 pages)) sont: Marie-Claude Déry (fait les expériences 

en relation avec les jours du cycle, écriture de l'abstract, matériel et méthodes, figures) , 

Valérie Leblanc (fait les expériences en relation avec le 17p-estradiol, figures) , Carl 

Shooner (fait les ovariectomies) et Éric Asselin, directeur de recherche (écriture et 

correction de l'article). 
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RÉSUMÉ DE L'ARTICLE 

Les mécanismes moléculaires et intracellulaires impliqués dans la régulation des 

processus apoptotiques dans les cellules endométriales sont quasi inconnus et peu 

documentés . Nous avons émis l'hypothèse que la voie de survie cellulaire de Akt 

pouvait être impliquée dans la régulation de l' apoptose au niveau de l'utérus durant le 

cycle oestral. Les rates avec un cycle oestral régulier de quatre jours ont été euthanasiées 

à différents jours du cycle (diestrus, proestrus, estrus, metestrus). Les utérus ont été 

prélevés et fixés pour l'immunohistochimie (IHC) et/ou pour la détection des cellules 

apoptotiques par la technique TUNEL ou les protéines ont été extraites de l'endomètre 

pour des analyses de type Western Blot. Les analyses du TUNEL nous révèlent que 

l' apoptose est principalement retrouvé en estrus comparativement aux autres jours du 

cycle et au niveau des cellules épithéliales luminales seulement. Aucune cellule 

apoptotique n'est présente en proestrus. Par contraste, la prolifération atteint son 

maximum en proestrus comme le confirme le marqueur nucléaire de prolifération 

CDC47/MCM7. L'expression de la forme intacte de la caspase-3 est maximale en 

proestrus et diminue seulement en estrus. Dans le même ordre d' idée, le fragment de la 

caspase-3 clivée se retrouve en estrus uniquement et l' IHC révèle que le signal de la 

caspase-3 clivée est visible au niveau des cellules épithéliales luminales. La protéine 

PTEN, une phosphatase impliquée dans la régulation de la phosphorylation de Akt, est 

présente à tous les jours du cycle et ne présente aucune régulation significative en 

relation avec le cycle. L'expression de phospho-Akt, la forme activée de Akt est 

présente en métestrus, diestrus et proestrus mais diminue drastiquement en estrus alors 

que l' expression de Akt est maximale à cette phase. L'IHC révèle que l' expression de 

Akt est élevée en estrus dans les cellules épithéliales et stromales. Nos investigations 

utilisant des rates ovarectomisées ont démontré que le 17~-estradiol stimule la 

prolifération des cellules endométriales qui s' accompagne d 'une augmentation de 

l'expression et de la phosphorylation de Akt. Ces résultats suggèrent que l'augmentation 

de l' expression et de l'activité de Akt en réponse au 17~-estradiol pourrait être un 

mécanisme important pour protéger les cellules endométriales de l' apoptose et pour 



39 

induire la prolifération cellulaire alors que l' inhibition de l ' activité de Akt conduit à 

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

M01ecular and intra-cellular mechanisms involved in the regulation of apoptosis 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

observed only at estrus and IHC revealed that cleaved caspase-3 signal was found in 

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

phosphorylation, was present at all days of estrous cycle and showed no significant 

regulation in relation to cycle. Expression of phospho-Akt (the activated form of Akt) 

was present at metestrus, diestrus, and proestrus but decreased significantly at estrus. 

Akt protein expression was maximal at estrus. IHC revealed that Akt expression was 

high in both stromal and epithelial cells at estrus. Further studies using ovariectomized 

rats demonstrated that 1 7~-estradiol increased endometrial cell proliferation which was 

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

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

important mechanism to protect endometrial cells from apoptotic triggering and to 

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

3 activation and apoptosis in endometrial cells. 
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INTRODUCTION 

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

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

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

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

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

have shown that estrogen induces uterine epithelial cell proliferation and estrogen 

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

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

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

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

integrity of endometrium throughout the estrous cycle, particularly following estrogen­

induced proliferation and absence of embryonic signal. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

generates inactive PIP2 [12] . PIP3 is a direct product of PI 3-K and regulates PDK1 , a 

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

Akt activity [13]. Studies using MCF-7 cells showed that 17~-estradiol effects are 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

activation [18]. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

determine their involvement in the regulation of apoptotic processes. 

MATERIALS AND METHODS 

Reagents 

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

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

Biolabs (Mississauga, ON). CDC4 7/MCM7 antibody was obtained from Medicorp 

(Montréal, QC). p-actin antibody was purchased through Cedarlane (Milton, ON). 

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

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

was purchased from Laboratoire Mat (Québec, QC). 

AnimaIs 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

E2. AnimaIs were treated for a total of 3 days and killed after hormone treatment 

according to previous preliminary time-course studies do ne in our laboratory 

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

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

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

Immunohistochemistry 

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

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

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

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

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

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

antibody (Akt 1:100; CDC47IMCM7 1:200; Phospho-Akt IHC 1:50; PTEN 1:100 and 
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c1eaved caspase-3 1 :50) was added to the slides and incubated at 4°C ovemight. After 

washing 5 min in PBS, tissue sections were incubated for 30 min with 31lg/ml 

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

PBS and incubated with avidin-biotin complex reagent containing horseradish 

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

achieved using DAB substrate. The tissue sections were counterstained with 

haematoxylin. Negative controls were performed using the same protocol without 

primaryantibody. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

DAB substrate and counterstained with haematoxylin. Negative control was performed 

using the same protocol without TdT enzyme. 

Protein extraction and Western analysis 

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

homogenized using a pipette in the lysis buffer (PBS IX pH 7.4; 1 % Nonidet P-40; 0.5% 

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

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

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

content was determined with the Bio-Rad DC Protein Assay. Concentrations of reagents 

found in the lysis buffer were chosen to avoid any interference with the protein assay. 
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Protein extracts (50llg) were heated at 94°C for 3 min, resolved by 10% SDS-PAGE and 

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

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

containing 5 % milk powder, then incubated with Akt 1: 1 000 ; Procaspase-3 1: 1000; 

CDC47/MCM7 1:1000; Phospho-Akt 1:250; PTEN 1:500 and cleaved caspases 1:1000 

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

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

reprobed with a antibody specific to p-actin which was used as an internaI standard. 

Densitometrical analyses were performed on both films (prote in of interest and p-actin) 

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

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

endometrial sample. 

Statistical analysis 

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

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

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

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

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

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

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

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

RESULTS 

Apoptosis and proliferation analyses through the estrous cycle 

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

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

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

classified according to the type of cell present in the smear. TUNEL analysis showed 

that apoptosis was maximal at estrus, present at metestrus and weakly detectable at 
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diestrus and proestrus (Fig. 1, 2 and 3). Apoptosis was mainly located in the luminal 

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

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

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

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

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

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

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

that CDC4 7/MCM7 was reduced at estrus compared to other days of the estrous cycle. 

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

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

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

Western analyses and localized by IHC. PTEN protein was present at aIl days of estrous 

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

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

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

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

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

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

glandular epithelial ceIls (Fig. 5). Interestingly, as shown by Western analysis, IHC 

confirmed that phospho-Akt expression was lower at estrus and that phospho-Akt was 

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

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

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

protein from the cytoplasm to ceIl membrane only at estrus. 

Influence of 17 f3-estradiol in the regulation of Akt expression and phosphorylation 

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

phosphorylationlactivity and expression, ovariectomized rats were treated with 17p­

estradiol for 3 days. The results indicated that 17p-estradiol increased endometrial cell 



48 

proliferation significantly (as determined by the expression of CDC47/MCM7) (Fig. 6). 

Furthermore, 17~-estradiol significantly induced both total Akt protein expression and 

phosphorylation. IHC revealed that 17~-estradiol induced both Akt expression and 

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

confirmed in ovariectomized rats treated by 17~-estradiol that both Akt expression and 

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

proliferation (epithelial and stromal) in response to 17~-estradiol was confirmed using 

CDC47/ MCM7 proliferation marker (Fig. 7). 

DISCUSSION 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

the regulation of apoptosis in the uterus are po orly documented in the literature. We 

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

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

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

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

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

of Akt in response to estradiol [27] , we hypothesized that Akt might be an important 

regulator of uterine function throughout the rat estrous cycle. Given that menses are 
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absent in the rodents uterus, there must be precise intra-cellular systems involved in the 

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

endometrium after estrogen withdrawal in the absence of embryonic factors. 

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

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

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

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

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

CDC47/MCM7 proliferation marker. Although, Akt phosphorylation was reduced at 

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

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

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

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

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

required for the physiological activation of Akt indicating that correct subcellular 

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

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

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

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

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

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

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

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

on Akt to inactivate its function. 

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

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

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

regulation and downstream signaling in different systems such as EGF, IGF-l and GH 

[30,31], endothelial nitric oxide synthase (eNOS) [32], and FSH [33] regulation 
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pathways. Recently, using both wild-type (WT) and ER alpha knockout (alpha ERKO) 

mice, it has been shown that ERa is necessary for IGF-l induction of uterine nuclear 

proliferative responses and that IGF -1 signaling is dependent of Akt [34]. Moreover in 

ERKO mice, lower levels of vascular nitric oxide has been found suggesting a crucial 

role of ERa in the regulation of these pro cesses [35]. A recent study showed that there 

was an apparent increase in Akt activity upon brief stimulation with 17p-E2 in CHO 

cells transfected with ERa whereas 17p-E2 had no effect on Akt activity in cells 

transfected with control vectoror ERp [36]. The present results clearly showed an increase 

of Akt phosphorylation in response to 17p-estradiol. As shown in another system [36] , it is 

possible that the activation of estrogen receptor may activate Akt phosphorylation through 

a signaling mechanism not yet identified in the endometrium. PTEN protein expression 

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

constitutively expressed protein. In the human endometrium, PTEN has been shown to be 

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

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

be an important protein involved in embryo implantation processes when decidualization 

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

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

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

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

Upon phosphorylation IKBs are released and degradated through ubiquitination and NF­

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

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

have shown previously in rat granulosa cells and human ovarian surface epithelial cancer 

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

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

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

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

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

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

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

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

such as TGF-p, IGF-l or EGF may be involved in the regulation ofprograrnmed cell death 

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

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

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

vitro. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1 

Figure 2 

Figure 3 

Proliferation and apoptosis in the rat endometrium during the estrous 

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

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

endometrial proteins were collected. A) Proliferation as determined by 

Western analysis of CDC47/MCM7. B) Apoptosis as determined by 

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

mean ± SEM of six independent experiments for CDC4 7/MCM7 and 

five for intact and cleaved caspase-3 . ~-actin blots shown were used as 

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

representative experiment. Graphies represent Western blots 

densitometrical analysis. 

Columns with different superscript are significantly different (different 

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

Proliferation and apoptosis in the rat endometrium during the estrous 

cycle as demonstrated by TUNEL and IHC. Rats were killed at different 

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

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

TUNEL and IHC of CDC47/MCM7 and cleaved caspase-3. IHC and 

TUNEL shown are from one representative experiment and were repeated 

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

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

= luminal epithelium, S = stroma. 

Apoptotic and proliferative endometrial cell count during the estrous 

cycle. TUNEL and IHC of CDC4 7/MCM7 were used to count positive 

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

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



Figure 4 

Figure 5 

Figure 6 
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counted in each experiment and results are presented as the percentage of 

proliferative positive-cells (A), % of TUNEL apoptotic-positive cells (B), 

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

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

Columns with different superscript are significantly different (different 

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

*Significantly different (p<O.05). 

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

Endometrial proteins were extracted from uteri at different days of 

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

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

each lane. Graphies represent Western blots densitometrical analysis: Akt 

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

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

independent experiments). Blots shown are from one representative 

experiment. 

Columns with different superscript are significantly different (different 

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

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

estrous cycle. IHC shown are from one representative experiment and 

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

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

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

= stroma. 

Expression of CDC47IMCM7 (A), Akt (B) and Phospho-Akt (C) in 

response to 17~-estradiol (E2) in rat endometrium. AnimaIs were 
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ovariectomized for at least 10 days and then inj ected daily with E2 (or 

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

proteins were collected for Western analysis . p-actin blots shown were 

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

one representative experiment. Graphics represent western blots 

densitometrical analysis and are the mean ± SEM of five independent 

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

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

IHC of CDC47/MCM7, Akt and Phospho-Akt in response to 17p­

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

least 10 days and then injected daily with E2 (or vehicle for control 

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

sectioned for IHC. IHC shown are from one representative experiment 

and were repeated five times using five different uterine sections from 

five different rats per day of estrous cycle. Arrow indicates strong 

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

epithelium, S = stroma. 
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Les auteurs du chapitre III (publié dans la revue Reproductive Biology and 

Endocrinology, 2003 : 1 : 59 (12 pages)) sont Valérie Leblanc (fait les expériences en 

relation avec le 17p-estradiol, expérimentations avec les animaux, figures, écriture 

d'une partie des matériel et méthodes), Marie-Claude Déry (fait les expériences en 

relation avec le cycle, figures, écriture d'une partie des matériel et méthodes), Carl 

Shooner (fait les ovariectomies) et Eric Asselin, directeur de recherche (écriture et 

correction de l'article). 



68 

RÉSUMÉ DE L'ARTICLE 

Durant le cycle oestral du rat, l' endomètre prolifère en réponse aux stéroïdes sexuels et 

les cellules endométriales ciblées entrent en apoptose en l'absence de facteurs 

embryonnaires. Les exécuteurs principaux de l' apoptose est une famille de protéases 

spécifiques connue sous le nom de caspases. Smac/DIABLO est relargué de la 

mitochondrie durant l'apoptose et sa stimulation enclenche l'activation des caspases en 

neutralisant les membres de la famille des protéines inhibitrices de l' apoptose, les lAPs, 

tel que X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP). Le but de cette étude est 

d'étudier l' implication de Smac/DIABLO et de XIAP dans le contrôle de l'activation 

des caspases dans l'endomètre des rates cyclées. Les femelles régulières sont 

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

protéines endométriales sont extraites pour analyse de type Western Blot. Les cornes 

utérines sont prélevées pour effectuer les analyses immunohistochimiques. Nous avons 

déjà démontré, ainsi que d' autres équipes, la présence d' apoptose en estrus dans 

l'épithélium utérin du rat. Dans cette étude, les caspases 3,-6, -7 clivées sont détectées 

en estrus. L'immunohistochimie confirme la présence de la caspase-3 seulement dans 

l'épithélium luminaire et glandulaire en estrus. XIAP est fortement exprimé en estrus à 

la fois dans les cellules épithéliales et stromales. Par contre, l'expression de 

Smac/DIABLO est élevée en diestrus, proestrus et métestrus mais est minimale en 

estrus. Les traitements des rates ovarectomisées avec le 17~-estradiol stimule 

l'expression de XIAP et inhibe celle de Smac/DIABLO. La présence des fragments des 

caspases clivées 3,-6,-7 augmentent suivant le traitement au 17~-estradiol. L'expression 

de la voie de NK-kappa B comprenant IkB et phospho-IkB, est présente au cours du 

cycle mais ne démontre aucune régulation en regard du cycle. Ces résultats suggèrent 

que SmaclDIABLO et XIAP soient régulés différemment et peuvent jouer un rôle 

important dans la destinée des cellules endométriales. De plus, cette étude confirme le 

rôle clé des caspases au niveau des processus apoptotiques en estrus dans l' utérus de la 

rate. 
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ABSTRACT 

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

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

The central executioner of apoptosis is a family of aspartic acid-specific cysteine 

proteases known as caspases. Smac/DIABLO is released from the mitochondria during 

apoptosis and its stimulation promotes caspases activation by neutralizing members of 

the inhibitor of apoptosis proteins (lAPs) family, such as X-linked inhibitor of 

apoptosis protein (XIAP). The aim of this study was to investigate the involvement of 

Smac/DIABLO and XIAP in the control of caspases activation in endometrium of 

cycling rats. Polyoestrus female rats were sacrificed at each stage of estrous cycle 

(diestrus, proestrus, estrus, and metestrus). Endometrial prote in extracts were collected 

to perform Western Blot analysis. Alternatively, uterine horns were sectioned for 

immunohistochemistry (IHC). We and others showed previously the presence of 

apoptosis at estrus in rat uterine epithelium. In the present study, cleaved caspase-3 , -6, 

and -7 fragments were detected at estrus. IHC confirmed that caspase-3 was present 

only in luminal and glandular epithelium at estrus. XIAP was highly expressed at estrus 

in both epithelial and stromal cells. In contrast, expression of Smac/DIABLO was 

elevated at diestrus, proestrus and metestrus but was minimal at estrus. Treatment of 

ovariectomized rats with 17~-estradiol induced XIAP expression and inhibited 

Smac/DIABLO prote in expression in the endometrium. Cleaved caspase-3 , -6, and -7 

fragments increased in endometrial protein extracts following 17~-estradiol treatment. 

Expression of NF -KB and IkB proteins, and IKB phosphorylation status were detected 

in the endometrium but were not influenced by the estrous cycle. These findings 

suggest that Smac/DIABLO and XIAP are regulated differently and may play important 

roles in the regulation of endometrial cell fate. Moreover, this study confirms a key role 

for executioner caspases in the control of apoptotic processes at estrus in the rat uterus. 
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INTRODUCTION 

In the absence of embryonic factors during pre-implantation period in uterine luminal 

epithelium, glands and stroma cell death is found in a cycling fashion through the estrous 

cycle by a mechanism known as apoptosis. Estrogens and progesterone are directly 

responsible for the histological and morphogical changes in the uterus during estrous cycle. 

Studies have shown that apoptosis was induced in luminal epithelium at estrus in mouse [1] 

and rat [2,3]. Other studies have shown that estrogen induces uterine epithelial cell 

proliferation and estrogen withdrawal results in cell death [4-6]. However, little is known 

about the cellular and molecular mechanisms involved in the regulation of apoptosis in the 

uterus. Our group has recently demonstrated that Akt, a serine/threonine protein kinase also 

known as PKB, is an important kinase involved in the control of endometrial cell 

proliferation and its expression and phosphorylation/activation are regulated during the 

estrous cycle, particularly through the action of 17~-estradiol [7]. We have further showed 

a decrease in Akt activity at estrus which was accompanied by an increase in apoptosis in 

luminal epithelial cells[7] . Whether downstream Akt targets might be involved in the 

regulation of proliferation/cell death in the endometrium is unknown. 

X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) is a well known inhibitor of caspase-3, -7 

and -9 [8,9]. XIAP belongs to a family of IAP genes which represent critical regulatory 

factors of apoptosis signaling and regulation. The IAP family also includes c-IAPI 

(HIAP2), c-IAP2 (HIAPl), NAIP and Survivin [10]. Recently, we demonstrated in rat 

granulosa cells and human ovarian surface epithelial cancer cells that XIAP overexpression 

induces Akt phosphorylation/activation [11,12]. Akt is activated by phosphorylation at 

threonine 308 and serine 473 in response to growth factors or cytokines [13-15] through 

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

phosphorylates and blocks the action of several pro-apoptotic proteins such as Bad [14] , 

and 2) block cytochrome C release from the mitochondria through the regulation of Bcl-2 

[16]. The kinase Akt has been shown to induces phosphorylation of procaspase-9, 

suggesting that caspase processing and apoptosis can be directly regulated by protein 
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phosphorylation [17]. This is supported by the observation that an activated form of Akt is 

able to block apoptosis [18]. 

At the time of apoptosis induction Smac/DIABLO is released from mitochondria into 

the cytosol, where it binds to lAPs and enables caspase activation [19]. It has been 

shown that SmaclDIABLO promotes not only the proteolytic activation of procaspase-3 

but also the enzymatic activity of mature caspase-3, both of which depend upon its 

ability to interact physicaIly with lAPs [19]. Smac/DIABLO is synthesized with an N­

terminal mitochondrial targeting sequence that is proteolytically removed during 

maturation to the mature polypeptide. X-ray crystaIlography has shown that the tirst four 

amino acids (AVPI) of mature Smac/DIABLO bind to a portion of the third BIR (BIR3) 

domain of XIAP [20]. This N-terminal sequence is essential for binding lAPs and 

blocking their antiapoptotic effects [20]. 

Caspases are well known executioners of apoptosis. Once activated from their pro active 

forms, caspases target important proteins involved in ceIl proliferation and survival (for a 

review see [21 D. Caspase-3 is one of the key executioner of apoptosis and induces 

downstream caspase-6 which in turn target cleavage of important structural proteins such as 

laminin and keratins [22,23]. Among other caspase targets, poly(ADP-ribose) polymerase 

(PARP, 113-116 kDa), a nuclear enzyme which is activated during DNA damage, is 

known to be cleaved by caspases-3 and -7 [24]. We have recently demonstrated that Akt 

is also a target for caspase-3 cleavage, indicating that Akt survival pathway inhibition is 

an important mechanism for apoptosis activation [12]. 

Although the regulation and importance of XIAP and SmaclDIABLO has been described 

in other systems and ceIl types, their expression has not been reported for the uterus. In the 

present study, we have investigated the regulation ofXIAP, SmacIDIABLO, caspase-3, -6 

and -7 during the four stages of estrous cycle (proestrus, estrus, metestrus and diestrus) and 

further analyses were carried out to determine the possible regulation of XIAP and 

SmaclDIABLO by 17p-estradiol in ovariectomized rats. 
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MATERIALS AND METHODS 

Reagents 

XIAP, SmacIDIABLO, NF-KB, IKB, Phospho-IKB and cleaved-caspases antibodies were 

obtained from New England Biolabs (Mississauga, ON). Vectastain ABC Kit for rabbit 

IgG was purchased from Vector Laboratories Inc. (Burlingame, CA). Protease Inhibitor 

Cocktail Tablets, POD and DAB substrate were purchased from Roche (Laval, QC). 

170-estradiol (E2) was purchased from Laboratoire Mat (Québec, QC). 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

immunohistochemical staining (IHC) or endometrial prote in extracts collected by 

scraping the endometrium for Western analysis. To determine the effect of estrogen, rats 

were ovariectomized for at least 10 days and then injected with (170-estradiol) E2. 

AnimaIs were treated for a total of 3 days and killed after hormone treatment (72 hours) 

according to previous preliminary time-course studies do ne in our laboratory (Leblanc et 

al. , unpublished information) and information found in the literature [25]. E2 was 

dissolved with sesame oil, and administered by subcutaneous injection. Sesame oil was 

injected into control animaIs. The dose administered was 40 f..lg/kg/day (E2). 

Immunohistochemistry 

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

sections 7f..lm thick were mounted on polylysine-coated slides, deparaffinized, 

rehydrated, and then heated with 10 mM citrate buffer (pH 6). After two wash with PBS, 
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slides were then incubated with 0.3 % hydrogen peroxide in methanol for 30 min to 

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

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

antibody (XIAP 1:200; Smac/DIABLO 1:100; and cleaved caspase-3 1:100) was added 

to the slides and incubated at 4°C overnight. After washing 5 min in PBS, tissue sections 

were incubated for 30 min with 31lg/ml biotinylated antibody (anti-rabbit or anti-mouse). 

Subsequently, slides were washed with PBS and incubated with avidin-biotin complex 

reagent containing horseradish peroxidase for 30 min. Again washed with PBS for 5 min 

and colour development was achieved using DAB substrate. The tissue sections were 

counterstained with haematoxylin. Negative controls were performed using the same 

protocol without the presence of primary antibody. 

Protein extraction and Western analysis 
Endometrium from each uterus was scraped usmg a glass mIcroscope slide and 

homogenized using a pipette in the lysis buffer (PBS IX pH 7.4; 1 % Nonidet P-40; 0.5% 

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

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

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

content was determined with the Bio-Rad DC Prote in Assay. Concentrations of reagents 

found in the lysis buffer were chosen to avoid any interference with the protein assay. 

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

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

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

containing 5 % milk powder, then incubated with XIAP 1 :500; Smac/DIABLO 1 :500; 

Caspase-3 1:1000; Caspase-6 1:1000; Caspase-7 1:1000; NF- OB 1:1000; l OB 1:1000; 

Phospho-l o B 1 :500 and subsequently with horseradish peroxidase-conjugated anti­

rabbit or anti-mouse secondary antibody (1 :3000; room temperature for 45 min). AlI 

membranes were reprobed with a antibody specific to o -actin which was used as an 

internaI standard. Densitometrical analyses were performed on both films (protein of 

interest and o -actin) using the GelDoc 2000 and the Quantity One software (Bio-Rad, 

Mississauga, ON). Results are expressed as a ratio protein of interest/~-actin to correct 

for loading for each endometrial sample. 
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Statistical analysis 

Western analyses of cycling animaIs were repeated four to six times (one rat per extractlday 

repeated 4 to 6 different times). Endometrial extracts from each rats was assessed 

individually. Western blot analyses were perforrned with samples from ovariectomized rats 

treated with E2 (4 rats/group). Endometrial extracts from each rats was assessed 

individually for both studies. Results subjected to statistical analyses were expressed as 

means ± SEM. Data were subjected to one-way ANOV A (PRISM software version 4.0; 

GraphPad, San Diego, CA). Differences between experimental groups were deterrnined by 

the Tukey's test. Statistical significance was accepted when P < 0.05 . 

RESULTS 

Caspases activation du ring the estrous cycle. 

We have shown previously that apoptosis was maximal at estrus and weakly detectable 

at metestrus, diestrus and proestrus [7]. Apoptosis was mainly located in luminal 

epithelial cells at estrus. On the other hand, cell proliferation was maximal at proestrus 

as determined by expression of the cell proliferation marker CDC47/MCM7 [7]. Since 

executioner caspases such as caspase-3, -6 and -7 are key proteases involved in the 

execution of apoptosis, we have investigated, using antibodies specific for activated 

forms (cleaved fragments) , their expression in the endometrium throughout estrous 

cycle. Caspase-3 fragments were detected in greatest amounts at estrus (Fig. 1 ). Caspase-

3 19 KDa fragment was weakly detectable at diestrus and proestrus, maximal at estrus 

and further reduced at metestrus. Likewise, caspase-3 17 KDa fragment was detected 

only at estrus and metestrus but was significantly reduced at metestrus compared to 

estrus. Large cleaved caspase-6 subunit (18 KDa) was absent at diestrus and proestrus, 

maximal at estrus and reduced at metestrus. Similarly, large cleaved caspase-7 subunit 

(19 KDa) was weakly detected at diestrus and proestrus, was highly increased at estrus 

and reduced at metestrus. IRC studies using the antibody specific for cleaved caspase-3 

(cleaved caspase-6 and -7 antibodies are not functional for IRC) revealed that cleaved 

caspase-3 fragment signal was located in apoptotic luminal epithelial cells at estrus and 

that the signal was absent in proliferative endometrium at proestrus. 
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XIAP and Smac/DIABLO expression during the estrous cycle. 

Expression of XIAP and SmaclDIABLO proteins has not been reported for the uterus. 

Because we have demonstrated previously a possible link between XIAP and survival 

factor Akt [11,12] and further that Akt expression and activity/phosphorylation are 

regulated by 17p-estradiol in rat endometrium [7], we have asked the question whether 

XIAP and its inhibitor SmaclDIABLO might have important roles in the control of 

endometrial cell fate. Western blot revealed that XIAP protein was present at aIl stages of 

the estrous cycle, but maximal at estrus (Fig.2; 2.9-fold increase compared to proestrus; 

p<O.05). IHC revealed that XIAP expression was high in stromal cells and in both 

luminal and glandular epithelial cells at estrus (Fig.3). Expression of Smac/DIABLO 

during estrous cycle was similar at metestrus, diestrus and proestrus but was 

significantly reduced at estrus (Fig.2; 3.6-fold decrease compared to proestrus; p<O.05). 

IHC confirmed downregulation of SmaclDIABLO at estrus and showed that it was 

localized mainly in epithelial cells but was also present in stromal cells (Fig.3). 

Effect of 17p-estradiol on XIAP and SmaclDIABLO expression and caspases 

activation. 

To further determine importance of 17p-estradiol in the regulation of XIAP and 

SmacIDIABLO, ovariectomized rats were treated with 17p-estradiol and uteri were 

recovered for Western analysis (Fig.4) and IHC (Fig.5) analyses. Our previous results 

indicated that 17p-estradiol increased significantly endometrial cell proliferation (as 

determined by the expression of CDC47/MCM7) and increased Akt prote in expression 

and its phosphorylationlactivity [7]. In the present study, results shows that 17p-estradiol 

induced significantly XIAP protein expression (4.0-fold compared to control; p<O.05) 

whereas it significantly inhibited Smac/DIABLO protein expression (2.7-fold compared 

to control; p<O.05) (Fig.4). IHC analysis in ovariectomized rats confirmed the increase 

of XIAP expression and inhibition of Smac/DIABLO in the endometrium (Fig.5). As 

observed during estrous cycle (Fig.3), XIAP and Smac/DIABLO proteins were found 

mainly in epithelial cells but were also present in stroma (Fig.5). The effect of 17p­

estradiol on the regulation of XIAP and SmaclDIABLO support the mitogenic role of 

17p-estradiol and its involvement in cell survival. 
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NF -KR pathway regulation through the estrous cycle. 

The NF-KB pathway has been shown to be activated by Akt in several cell types (for a 

review [26]). Furthermore, it has been shown that XIAP expression is up-regulated once 

NF-KB is activated and translocated to the nucleus [27,28]. The activation of NF-KB 

proceeds through the phosphorylation of its inhibitor, IKBa, that targets it for 

polyubiquitination and subsequent enzymatic degradation by the 26S ubiquitin 

proteasome [29] . Since we have showed an increase of Akt phosphorylation in response 

to E2 [7], we sought to determine if NF -KB/IKB pathway might be involved in the 

regulation of XIAP expression in response to 17p-estradiol. The present study shows 

that NF-KB (both p50 and p65 subunits) and IKB proteins were both expressed in the 

endometrium but were not influenced by the estrous cycle (Fig.6). Since IKB 

phosphorylation status is a sign of NF-KB activation, we also carried out Western 

analyses using a phospho specific IKB antibody (Fig.6C). The results showed that 

phosphorylation of IKB was detected at aIl days of estrous cycle but was not influenced 

by the estrous cycle. These results demonstrate that NF-KB/IKB pathway is not involved 

in the regulation of XIAP expression in the cycling rat uterus. 

DISCUSSION 

We and other have demonstrated the presence of apoptosis in the rat [2,3,7] and mouse 

[1] endometrium during the estrous cycle. Although our recent study showed that 

regulation of Akt survival pathway is a key factor involved in the regulation of 

endometrial cell fate during estrous cycle [7], molecular and cellular mechanisms 

involved in the regulation of apoptosis in the uterus are poorly documented in the 

literature. Since menses are absent in rodent specie, there must be precise intra-ceIlular 

mechanisms involved in the regulation of ceIl fate in the endometrium after estrogen 

withdrawal in the absence of embryonic factors. We have previously demonstrated in 

human ovarian cancer cells [12] and rat granulosa cells [11] the importance of XIAP 

and Akt expressionlactivity. In the present study, regulation of XIAP and 
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Smac/DIABLO have been investigated in rat uterus to determine their importance and 

their possible influence on endometrial ceU survival/death in relation to the stage of 

estrous cycle. 

In the present study, expression ofXIAP was maximum at estrus and increased in response 

to E 2 in ovariectomized rats . XIAP was strongly expressed in luminal and glandular 

epithelia and stroma during estrus, perhaps to protect these ceUs from apoptosis. Although 

stimulation of XIAP by E2 is consistent with mitogenic activity and apoptosis inhibitory 

activity, it is not clear why XIAP expression does not increase during proestrus. A recent 

study showed that XIAP may be directly regulated by the presence of tumor necrosis 

factor- a (TNF-a) in rat granulosa celIs [27]. Since it has been shown that TNF-a mRNA 

expression was high at estrus and was regulated by estrogen in the mouse uterus [30] , a 

similar process may be involved in the endometrium. Thus, action of E2 on XIAP 

expression might be indirect and might involve specific factors regulated upstream and/or 

downstream by this hormone. Whether involvement of TNF -a or other growth 

factors/cytokines might be involved in this process remains to be elucidated. 

In contrast, SmaclDIABLO was decreased at estrus and E2 treatrnent in ovariectomized rats 

reduced its expression. These results directly support the mitogenic action of estrogens on 

endometrial celIs. Since SmaclDIABLO is a pro-apoptotic prote in, its down-regulation may 

be sufficient to activate XIAP to inhibit caspase activity. SmaclDIABLO down-regulation 

also support our results obtained at estrus showing apoptosis predominantly in luminal 

epithelial celIs [7] and suggest that this pro-apoptotic factor rnight have a key function in 

triggering apoptosis at this particular time of rat estrous cycle. There is currently no 

information available in the literature demonstrating that E2 modulates SmaclDIABLO 

expression and the present findings are the fust to demonstrate this mechanism. E2 

treatment resulted in the cleavage of caspase-3, -6 and -7 in endometrial ceUs. This results 

was contradictory to the fact that E2 induces endometrial ceUs proliferation rather than 

inducing activation of the caspase cascade and apoptosis. Although it has been shown that 

E2 triggers apoptosis in a preosteoclastic celI line in vitro [31] and in thymocytes of 

ovariectomized mice in vivo [32] , it is unlikely that E2 induced apoptosis in the 
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endometrium. This can be explained by the fact that following injection of ovariectomized 

rats with E2, latent endometrial cells are forced to proliferate and they might be in a 

situation of stress. Indeed, controlling the balance between survival and death factors is a 

key mechanism in order to maintain homeostasis in the proliferating endometrium. 

Increased caspase cleavage is not necessarily a sign of apoptosis activation; caspases 

activity can be blocked by the presence of high levels of XIAP (or other known or 

unknown inhibitor of apoptosis proteins such as cIAPs [33]) and the presence of low levels 

of SmacIDIABLO. This particular mechanism in endometrial cells might be important in 

order to rapidly induce apoptosis at the appropriate timing (at estrus for instance) through 

the simple inhibition or degradation of XIAP protein through its ubiquitin protein ligase 

activity its degradation in proteasomes in response to apoptotic stimuli [34]. 

Another explanation for the induction of caspase activation in response to E2 might be due 

to the presence and activity ofE2 metabolites. For example, 2-Methoxyestradiol (2ME2), a 

natural metabolite of E2, is a potent antitumor and antiangiogenic agent [35] and has 

been shown to induce apoptosis is several cell type (for a review see [36]). Furthermore, 

2ME2 is currently tested in clinical trials for cancer therapies [36]. 2ME2 is a major 

metabolite of estradiol in human serum and its concentration peaks at mid-cycle, like 

that of estradiol [37]. Studies have shown that 2ME2 acts through other signaling 

pathways than E2 [38,39]. A recent study revealed that 2ME2 treatment resulted in up­

regulation of death receptor 5 (DR5) prote in expression in vitro and in vivo and rendered 

cells more sensitive to the cytotoxic activities of the DR5 ligand tumor necrosis factor­

related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) [40]. In addition, the latter study 

demonstrated that 2ME2-induced apoptosis required activation of caspase-8, caspase-9, 

and caspase-3 [40]. Another recent study also showed induction of caspase-3 and 

apoptosis in response to 2ME2 in gastric carcinoma cells [41] . These observation 

established in other systems and cell types suggest that 2ME2 could be an element of 

investigation in order to determine how E2 might be involved in the induction of caspase 

cleavage in rat endometrium and the possibility that activation of caspases observed might 

not be a direct action ofE2. 
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Recent studies demonstrated that the transcriptionai nuclear factor kappa-B (NF-KB) is a 

direct downstream target of phosphorylated Akt [42]. NF-KB is sequestered (p65 and p50 

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

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

enter nucleus for gene expression [43]. In the Iiterature, we found that XIAP promoter is a 

target for NF-KB [27,28]. Since we have recently demonstrated the activation of Akt in 

response to 17p-estradiol in rat endometrium and that Akt has been shown to activate NF­

KB signaling pathway [42], we wanted to know if Akt/ NF-KB/IKB pathway might be 

invoived in the regulation of XIAP expression. Results of the present study showed that 

there was no difference in the expression of NF-KB and IKB nor IKB phosphorylation 

during the four stages of estrous cycle which exclude the invoivement of this pathway in 

the regulation of XIAP or SmaclDIABLO expression. Other pathways downstream of Akt 

known to be regulated by this kinase are currently investigated in our Iaboratory such as 

eNOS [44,45] , Bad [46], glycogen synthase kinase 3p (OSK-3P) [47,48] , and caspase-9 

[49]. A recent report further demonstrated that insulin-like growth factor-1 (lOF -1) 

induced activation of Akt, NF-KB and induced phosphorylation of Forkhead 

transcription factor (FKHR), which in tum up-regulated a series of intraceIlular anti­

apoptotic proteins such as XIAP [50]. Because, FKHR is aiso a weIl known target for Akt 

action [51], phosphorylation, activity and regulation of this transcription factor in the 

uterus needs to be investigated. 

In conclusion, the present study showed for the first time the presence and regulation of 

XIAP and SmaclDIABLO in the rat endometrium and further demonstrated that these two 

survival factors are regulated in the opposite direction by E2. Further analysis will be 

necessary to determine more specificaIly, the intra-cellular and molecular signal 

transducers invoived in the process of apoptosis in the rat reproductive tract and to 

determine the mechanism by which XIAP and SmaclDIABLO are regulated. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1 

Figure 2 

Figure 3 

Cleaved caspase-3 , -6, and -7 expressIOn In rat endometrium during 

estrous cycle. Polyoestrus rats were sacrificed at each stage of the estrous 

cycle (diestrus, proestrus, estrus and metestrus) and total endometrial 

proteins were coIlected. A) Western blots of cleaved caspase-3, -6 and -7 

(one blot presented out of 4). Graphies shows Western blots 

densitometric analysis. Data represent the mean ± SEM of four 

independent experiments (four different rats). B) Immunohistochemistry 

of cleaved caspase-3 . IHC shown are from one representative experiment 

(a total of four different uterine sections from four different rats per day 

of the estrous cycle have been tested). 

*Significantly different from diestrus and proestrus (p<O.05). 

Smac/DIABLO and XIAP expression in rat endometrium during estrous 

cycle. Total endometrial pro teins were coIlected from polyoestrus cycling 

rats at each stage of the estrous cycle (diestrus, proestrus, estrus and 

metestrus). A) Western blots analyses of SmaclDIABLO and XIAP (one 

blot presented out of 6) . Graphies shows Western blots densitometric 

analysis. Data represent the mean ± SEM of four independent 

experiments (four different rats). 

*Significantly different from aIl other days of estrus cycle (p<O.05). 

Immunohistochemistry of Smac/DIABLO and XIAP in rat endometrium 

during estrous cycle. IHC shown are from one representative experiment 

carried out on four different uterine sections (a total of four different 

uterine sections from four different rats per day of the estrous cycle have 

been tested). Negative control: primary antibody absent. 



Figure 4 

Figure 5 

Figure 6 
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Expression of cleaved caspase-3, -6, -7, Smac/DIABLO and XIAP in 

response to 17p-estradiol (E2) in ovariectomized rats. Ovariectomized rats 

received daily subcutanous injections of E2 (40mg/Kg/day) or vehicle for 

control group for 3 days. Graphies shows Western blots (one blot 

presented out of 4) densitometric analysis. Data represent the mean ± 

SEM of four independent experiments (4 rats per group). 

*Significantly different from control (p<O.05). 

Immunohistochemistry of Smac/DIABLO and XIAP in rat endometrium 

of treated ovariectomized rats. Ovariectomized rats received daily 

subcutanous injections of E2 (40mg/Kg/day) or vehicle for control group 

for 3 days. IHC shown are from one representative experiment per group 

(a total of four different uterine sections from four different treated 

ovariectomized rats have been tested). 

NF-KB, IKB and phospho-IKB expreSSlOn III rat endometrium during 

estrous cycle. Total endometrial proteins were collected from polyoestrus 

cycling rats at each stage of the estrous cycle (diestrus, proestrus, estrus 

and metestrus). A) Western blots analyses of NF-KB, IKB and phospho­

IKB (one blot presented out of 6). Graphies shows Western blots 

densitometric analysis. Data represent the mean ± SEM of six 

independent experiments (six different rats). 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

La présence d'apoptose au niveau de l'endomètre lors du cycle oestral avait déjà été 

démontrée par d'autres équipes de recherche chez le rat (Lai et al. , 2000, Sato et al. , 

1997) et chez la souris (Dharma et al., 2001). Lors de notre étude, nous avons réussi à 

mettre en évidence la présence de la protéine Akt, son activité et sa régulation par le 

17B-estradiol (E2) dans l'utérus du rat non gestant ainsi que la présence et la régulation 

opposée de XlAP et Smac/DlABLO. Akt est un facteur de survie cellulaire bien connu 

pour son implication dans l' inhibition de l'apoptose. D'un autre côté, Smac/DlABLO est 

relargué de la mitochondrie durant le processus apoptotique et promouvoit l'activation 

de la cascade des caspases en neutralisant les inhibiteurs apoptotiques de la famille des 

lAPs tels que XlAP. Cependant, on retrouve très peu d' information concernant les 

mécanismes cellulaires et moléculaires qui sont impliqués dans la régulation de 

l'apoptose au niveau de l'utérus dans la littérature. Même si les menstruations sont 

absentes chez les rongeurs, il doit exister des mécanismes intracellulaires précis qui 

coordonnent la régulation et la réparation des cellules endométriales après la chute des 

niveaux d'œstrogènes en l'absence de facteurs embryonnaires indiquant un début de 

grossesse. L' importance de l'expression et de la régulation de Akt et XlAP dans le 

processus de survie cellulaire et de la chimiorésistance a été démontré lors d'une étude 

sur les cellules du cancer ovarien humain (Asse lin, Mills et al. , 2001) et dans les cellules 

de la granulosa chez le rat (Asselin, Wang et al. , 2001). 

Tel que démontré par l' équipe de Sato (Sato al. , 1997), l' apoptose est évidente dans les 

cellules épithéliales luminales en estrus et la prolifération est maximale en proestrus. On 

retrouve un niveau d'activité/phosphorylation élevé de Akt en proestrus comme nous 

l' avions supposé, fortement exprimé et localisé en bordure de l'épithelium et des 

glandes. L'activité/phosphorylation de Akt diminue en estrus lorsque la prolifération 

cellulaire est à son niveau le plus bas comme l' indique l'expression du CDC47/MCM7, 

un marqueur nucléaire de prolifération. Bien que le niveau de phosphorylation de Akt 

soit réduit en estrus, l'IHC nous révèle une distribution particulière de phospho-Akt à la 

surface interne de la membrane plasmique des cellules épithéliales luminales et ce, 
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principalement du côté faisant face à la lumière utérine. La translocation de phospho-Akt 

vers la membrane plasmique à partir du noyau et/ou du cytoplasme suggère dans ce cas 

que la présence de phospho-Akt au niveau de la membrane n ' est pas suffisante pour 

permettre son activation afin assumer son rôle au sein de la voie de signalisation de 

survie cellulaire. Une étude récente a démontré que la translocation de Akt au niveau de 

la membrane est crucial pour l' activation physiologique de Akt par les kinases et peut 

aussi permettre une inactivation appropriée par les phosphatases (Andjelkovic et al. , 

1997). Un exemple de phosphatase impliquée est PTEN (phosphatase and tensin 

homologue tumor suppressor) (Stambolic et al. , 1998), une lipide phosphatase retrouvée 

au niveau de la membrane plasmique (Iijima et al. , 2002). PTEN déphosphoryle 

directement le PIP3 lequel est essentiel pour la phosphorylation de Akt (Maehama et al. , 

1998). Les résultats de cette étude démontrent clairement que la protéine PTEN est 

présente dans l' endomètre et n' est pas influencée par les changements hormonaux qui 

surviennent lors du cycle oestral. En effet, le recrutement de Akt au niveau de la 

membrane pourrait être un mécanisme par lequel PTEN ou une autre phosphatase 

inconnue agit sur Akt et empêche son activation. La découverte d'une telle protéine 

pourrait éclaircir ce phénomène. 

Puisque le niveau d'œstrogène est maximal en proestrus et diminue en estrus, nous 

avons utilisé des rates ovarectomisées pour déterminer l' implication possible du 1713-

estradiol, la forme la plus importante d'œstrogène, dans la régulation de la 

phosphorylation de Akt. Akt et l'œstrogène sont impliqués dans la régulation et la 

médiation de différents systèmes de signalisation cellulaire comme EGF, IGF-1 et la GH 

(Martin et al. , 2000, Shoba et al. , 2001), eNOS (Simoncini et al. , 2002) et la FSH 

(Gonzalez-Robayna et al. 2000). La présente étude démontre clairement une 

augmentation de la phosphorylation de Akt en réponse au 1713-estradiol. Tel que 

démontré dans d' autres systèmes (Hisamoto et al. 2001), il est possible que l' activation 

du récepteur de l'œstrogène puisse activer la phosphorylation de Akt par un mécanisme 

de signalisation encore inconnu dans l'endomètre. L'expression de la protéine PTEN 

demeure constante au cours du cycle oestral indiquant que PTEN est une protéine 

exprimée constitutivement. Dans l' endomètre humain, PTEN est régulée par la 
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progestérone (Mutter et al., 2000). Contrairement au cycle menstruel de la femme, 

l'utérus chez la rate ne connaît pas d'épisodes de décidualisation durant son cycle 

oestral. La protéine PTEN semble être plus importante au moment de l'implantation de 

l'embryon chez le rat lorsque le processus de décidualisation a été amorcé que lors du 

cycle oestral. 

Dans notre étude, l'expression de XIAP est maximale en estrus et augmente en réponse 

au 17~-estradiol chez les rates ovarectomisées. XIAP est fortement exprimée dans 

l'épithélium glandulaire et luminal ainsi qu'au niveau du stroma durant l'estrus 

probablement pour protéger ces cellules de l'apoptose. Puisque la stimulation de XIAP 

par le 17~-estradiol est compatible avec l'activité mitotique et l'inhibition de l'apoptose, 

la raison pour laquell'expression de XIAP n'augmente pas durant le proestrus demeure 

obscure. Une récente étude de l'équipe de Xiao (Xiao et al., 2001) a démontré que XIAP 

peut être directement régulé par la présence de TNF-a (tumor necrosis factor a) dans les 

cellules de la granulosa. Depuis, il a été démontré que l'expression de l'ARN messager 

de TNF-a est élevée en estrus et est régulée par l'œstrogène dans l'utérus de la souris 

(De M et al., 1997). Nous supposons qu'un processus similaire pourrait être impliqué 

dans l'endomètre chez le rat, ce qui pourrait constituer une perspective de recherche à 

notre étude. Il faudrait donc vérifier si l'action du 17~-estradiol sur XIAP est directe ou 

implique d'autres facteurs de croissance et/ou des cytokines. 

En ce qui concerne Smac/DIABLO, son expressIOn diminue en proestrus et les 

traitements au 17~-estradiol effectués sur les rates ovarectomisées voit son expression 

considérablement réduite. Ces résultats supportent directement l'effet mitotique des 

oestrogènes sur les cellules endométriales. Bien que Smac/DIABLO soit une protéine 

pro-apoptotique, sa rétro-inhibition peut être suffisante pour activer XIAP et inhiber 

l'activité des caspases. Cette rétro-inhibition confirme nos résultats obtenus en estrus 

démontrant que l' apoptose prédomine largement dans les cellules épithéliales luminales 

(Déry et al., 2003) et suggère que ce facteur pro-apoptotique puisse jouer un rôle 

primordial à ce stade du cycle oestral. Aucune information dans la littérature ne 

démontrait à ce jour que le 17~-estradiol pouvait moduler l'expression de 
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Smac/DIABLO comme nos résultats l'ont démontré. Le traitement au 17~-estradiol 

résulte en un clivage des caspase 3, 6 et 7 des cellules endométriales. Ces résultats sont 

contradictoires avec le fait que le 17~-estradiol induit la prolifération des cellules 

endométriales plutôt que l'induction de l'activation de la cascade des caspases et 

l'apoptose. Malgré le fait que le 17~-estradiol peut induire l'apoptose dans les cellules 

préostéoclatiques in vitro (Zecchi et al. , 1999) et dans les thymocytes des souris 

ovarectomisées in vivo (Patel et al. , 2002), il est peu probable que le 17~-estradiol induit 

l'apoptose au niveau de l'endomètre. L'explication la plus plausible voudrait que les 

cellules endométriales en phase latente, chez les rates ovarectomisées, soient forcées de 

proliférer suivant l'injection du 17~-estradiol, ce qui seraient un facteur de stress 

cellulaire important. L'équilibre entre les facteurs de survie et de mort cellulaire est un 

processus crucial dans le maintien de l'homéostasie de l'endomètre. L'augmentation du 

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

l'enclenchement de l'apoptose : l'activité des caspases peut être bloquée par la présence 

d'une quantité importante de XIAP ou d'une autre protéine inhibitrice de la famille des 

lAPs (Gagnon et al., 2003) et la présence d'un faible niveau de Smac/DIABLO. Ce 

mécanisme particulier des cellules endométriales peut être important pour rapidement 

induire l' apoptose a un moment très précis du cycle, par exemple en estrus, par une 

simple inhibition ou dégradation de la protéine XIAP par une protéine ligase ubiquitine. 

La présence et l'activité d'un métabolite du 17~-estradiol pourrait fournir une autre 

explication à l'activation des caspases. Le 2-Methoxyestradiol (2ME2) est un métabolite 

naturel du 17~-estradiol qui agit comme un agent inhibiteur de l'angiogénèse et 

possiblement comme un agent antiturnoral (Pribluda et al. , 2000). L'équipe de 

Schurnacher a démontré que le 2ME2 a la capacité d'induire l'apoptose dans plusieurs 

types de cellules (Schumacher et al. , 2001) et est présentement sous essais cliniques 

comme thérapie anticancéreuse. Il induit l' apoptose suite au recrutement et à l'activation 

des caspases 8, 9 et 3 (LaVallee et al., 2003). Il serait intéressant de pousser nos 

investigations sur 2ME2 pour déterminer comment le 17~-estradiol pourrait être 

impliqué dans l'induction du clivage des caspases dans l'endomètre du rat et vérifier la 

possibilité que l' activation des caspases observée puisse ne pas être sous l'influence 
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directe du 17~-estradiol. Des études récentes ont démontré que le facteur nucléaire 

transcriptionnel kappa-B (NF-KB) est une cible directe de Akt phosphorylé (Kane et al. , 

1999). NF-KB est séquestré (sous-unités p65 et p50) dans le cytoplasme par les 

inhibiteurs IKBs lesquels sont phosphorylés par Akt. Suite à la phosphorylation, les IKBs 

sont libérés et dégradés par ubiquitination et NF -KB peut pénétrer au niveau du noyau 

pour l' expression de gènes (Foo et al., 1999). Dans la littérature, nous avons trouvé que 

le promoteur de XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) est activé par NF-KB 

(Stehlik et al. 1998, Xiao et al. 2001). Nous avons démontré dans notre étude 

l'activation de Akt en réponse au 17~-estradiol dans l'endomètre du rat tandis que 

l' équipe de Kane (Kane et al. , 1999) a démontré qu'Akt activait la voie cellulaire de NF­

KB. Suite à cela, nous avons voulu savoir si la voie Akt/ NF-KBI IKB pouvait être 

impliqué dans la régulation de l' expression de XIAP. Nos résultats montrent clairement 

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

IKB durant les quatre stades du cycle oestral, ce qui exclu donc l'implication de cette 

voie dans la régulation de XIAP ou de Smac/DIABLO. Une étude a rapporté 

dernièrement que IGF-1(insulin-like growth factor-l) induisait l' activation de Akt, de 

NF-KB et la phosphorylation du facteur de transcription Forkhead (FKHR), lequel 

provoque une activation d'une série de protéines antiapoptotiques intracellulaires tels 

que XIAP (Mitsiades et al. , 2002). Puisque FKHR est aussi une cible bien connue de 

l'action de Akt (Brunet et al. , 1999), la phosphorylation, l' activité et la régulation de ce 

facteur de transcription dans l 'utérus devrait faire l' objet d' investigations futures dans 

notre laboratoire. 

En résumé, nos résultats démontrent pour la première fois la présence et la régulation de 

la protéine Akt dans l' endomètre du rat durant le cycle oestral et que ce facteur de survie 

cellulaire est régulé par le 17~-estradiol. Le niveau d'expression de la protéine est élevé 

en estrus tandis que sa forme activée par phosphorylation est à son plus niveau le plus 

bas. PTEN qui normalement empêche la phosphorylation de Akt, ne démontre aucune 

régulation durant le cycle, ce qui nous conduit à suspecter l'activité d'une phosphatase 

inconnue. On a pu constater la translocation de Akt au niveau de la membrane plasmique 

des cellules épithéliales luminales, seulement en estrus. Akt régule l' activité de la voie 
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de NF-kappaB, un facteur de transcription nucléaire impliqué, entre autre, dans 

l'expression de XIAP. Cette voie, à l'instar de PTEN, ne montre aucune régulation 

significative durant le cycle. XIAP en tant que protéine anti-apoptotique aurait dû 

atteindre une expression maximale en proestrus et minimale en estrus, toutefois, nous 

avons obtenu des résultats contraires. Smac/DIABLO, un inhibiteur de XIAP, est 

exprimé assez fortement en métestrus, diestrus et proestrus mais faiblement en estrus. 

Cela pourrait expliquer les résultats obtenus au niveau de XIAP. XIAP pourrait donc 

jouer un rôle important dans la protection des cellules endométriales contre l'apoptose 

sans discrimination. 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES D' AVENIR 

Cette étude se voulait être un premier pas vers la compréhension des mécanismes 

moléculaires et intracellulaires impliqués dans la régulation de l'apoptose au niveau de 

l'endomètre chez la rate. Si nous avons été quelque peu surpris par certains résultats, 

ceux-ci soulèvent toutefois de nouvelles questions intéressantes qui constituent des 

perspectives de recherches. Est-ce que l'action du 17~-estradiol sur XIAP est directe ou 

implique d'autres facteurs de croissance ? Quel impact pourrait avoir 2ME2, un 

métabolite du 17~-estradiol, sur notre système ? D'où vient l'activité phosphatase 

inconnue qui déphosphoryle Akt en estrus ? Est-ce que XAF-l qui séquestre XIAP au 

niveau du noyau pourrait intervenir durant le cycle? Également, des investigations sur le 

TNFa, le IGF-l et la voie de FKHR pourrait nous fournir des réponses intéressantes et 

améliorer notre comprehension sur la régulation de l'apoptose au niveau de l'endomètre 

chez le rat. 
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