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RÉSUMÉ 

La décidualisation est un processus de remodelage utérin qui se produit au niveau du 
stroma de l'endomètre durant la phase lutéale du cycle menstruel. Il est essentiel à 
l ' implantation réussie de l'embryon et au maintien de la grossesse. Au cours du 
processus de décidualisation, les cellules stromales de l'endomètre (CSE) subissent une 
série de changements et se différencient en cellules déciduales, capables d'une 
interaction optimale avec l'embryon qui s'installe. Les mécanismes intracellulaires et 
moléculaires qui sous-tendent cette réaction ne sont pas bien compris. La protéine p53 
est un facteur de transcription impliqué dans de nombreux processus biologiques 
d'importance puisqu'elle régule négativement le cycle cellulaire et induit l'apoptose en 
cas de dommage irréparable à l 'ADN. Des études antérieures suggèrent que la protéine 
p53 pourrait jouer un rôle important dans l'utérus pour la fonction reproductrice 
normale. Ainsi, il a été démontré que la quantité de protéine p53 augmente dans les CSE 
en deuxième phase de décidualisation. Toutefois, on ne connaît pas à ce jour quels 
mécanismes régulent l'expression et l'activité de cette importante protéine ni son rôle 
précis dans le contexte de la décidualisation. Notre hypothèse est que, par son rôle 
universel de régulation négative de la survie et du cycle cellulaire, p53 freinerait le 
bon déroulement de la décidualisation et pourrait devoir être inactivée pour que la 
décidualisation soit complétée avec succès. Au cours de mon projet de recherche, nous 
avons d' abord procédé à la mise au point et à la validation de notre modèle de 
décidualisation in vitro de CSE humaines immortalisées (IllESC). À partir de celui-ci, 
nous avons étudié le profil d'expression de la protéine p53 au fil de la décidualisation. 
Ensuite, nous avons vérifié l'impact de la voie de la protéine kinase A (pKA), une 
des deux voies impliquées dans le processus de décidualisation, sur l'expression de 
p53 pendant la décidualisation. Comme la régulation post-traductionnelle de p53 a 
d'importantes conséquences sur son activité dans la cellule, nous avons entrepris 
d'étudier deux modifications bien connues que peut subir p53, soit la phosphorylation de 
la sérine 15 et l'acétylation de la lysine 382, durant la décidualisation. Toujours dans le 
but de déterminer le niveau d' activité de cet important facteur de transcription au cours 
du processus de décidualisation, nous avons analysé l'expression protéique de quelques 
gènes cibles de p53 soit p21 , cycline BI et Cdc2. Enfin, nous avons étudié la localisation 
intracellulaire de p53 au fil de la décidualisation, par immunofluorescence. Les résultats 
obtenus suggèrent que p53 s'accumule dans les cellules soumises au stimulus de 
décidualisation et ce dès le troisième jour de traitement. L' implication de la voie de 
la PKA dans cette accumulation de p53 serait très probable, sans toutefois que nous 
ayons pu le démontrer définitivement. L'étude de l'activité de p53, par l'analyse de 
modifications post-traductionnelles et l'expression de gènes cibles, suggère que, bien 
que la protéine continue de subir certaines modifications post-traductionnelles au fil de 
la décidualisation, le niveau d' activité de p53 semble fortement, voire complètement 
diminué. Finalement, nos données suggèrent que la localisation intracellulaire de p53 est 
principalement nucléaire et invariable en réponse au stimulus de décidualisation. 

Mots-clés: décidualisation, cellules stromales de l'endomètre, cellules déciduales, p53, 
modifications post-traductionnelles. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 Décidualisation 

La fonction reproductrice de la femme est caractérisée par le cycle menstruel. Au 

cours du cycle menstruel, sous l'influence des hormones, l'endomètre utérin subit de 

profondes modifications qui sont essentielles à la préparation et au maintien de la 

grossesse. L'une d'elles, la décidualisation, consiste en la différenciation des cellules 

stromales endométriales (CSE) en cellules déciduales [1]. Au fil de cette transformation, 

les cellules acquièrent des propriétés essentielles pour pouvoir interagir de manière 

privilégiée avec un embryon qui s'implanterait dans l'utérus, soutenir son développement 

en participant à la placentation et permettre le maintien de la grossesse. 

1.1.1 La décidualisation survient en seconde phase du cycle menstruel 

Le cycle menstruel chez la femme est d'une durée moyenne de 28 jours (Figure 1.1). 

Celui-ci débute par une première phase, la phase proliférative, où l'œstrogène circulante 

favorise la prolifération des cellules de l'endomètre. Ensuite, autour du quatorzième jour, 

l'ovulation est déclenchée suite au pic de l'hormone lutéinisante (LH). Par la suite a lieu 

la seconde phase du cycle menstruel, appelée phase sécrétoire. Au cours de cette dernière, 

il y a formation et persistance du corps jaune qui sécrète une hormone stéroïdienne très 

importante, la progestérone (P4). Cette hormone est responsable du remodelage utérin, et 

donc de la décidualisation, qui survient au cours de la phase sécrétoire du cycle menstruel, 

en vue de préparer l'endomètre à une grossesse. Six jours après l'ovulation, donc au jour 

20 du cycle menstruel, l'endomètre devient réceptif et donc, apte à accueillir un embryon. 

La décidualisation, qui est nécessaire pour soutenir l'embryon qui s'implante, survient 

entre les jours 23 et 28 du cycle [2], ce qui coïncide avec la période où l'endomètre est 

réceptif. Cependant, il est à noter que, contrairement à plusieurs espèces, la décidualisation 
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du stroma endométrial chez l'humain est initiée indépendamment de l'implantation d'un 

embryon : elle est donc initiée lors de chaque cycle menstruel. 

Day 0/28 i~~~--~=-------:::::'-::---~=:~_ Menstruation 1 

• Estrogen 
• Progesterone 
o FSHILH surge 

24 

i 
20 

Implantation 

Day 14 

Figure 1.1 Le cycle menstruel chez la femme (tirée de Cha et Dey, 2012). 

Le terme décidualisation est dérivé du verbe latin « decidere » qui veut dire 

« tomber ». Thomas Huxley, un savant biologiste du XIXe siècle, a suggéré que l'ordre 

des mammifères devait être divisé en « deciduata » et « adeciduata » selon que la 

muqueuse utérine se détache ou non lors de la parturition. Chez l'humain, en l'absence de 

conception, la chute du niveau circulant de P 4 à la fm de la phase sécrétoire du cycle 

provoque le détachement de la couche superficielle décidualisée de l ' endomètre ainsi que 

les menstruations. À l'inverse, en présence d'un embryon, la réaction déciduale se poursuit 

et la nouvelle couche déciduale s'étend par conséquent à toute l'épaisseur de l'endomètre 

jusqu'à atteindre la membrane basale [3]. 
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1.1.2 La biologie cellulaire et moléculaire de la décidualisation 

L'endomètre est constitué de plusieurs types de cellules (Figure 1.2). La 

décidualisation se produit en dessous de la couche de cellules épithéliales, au niveau du 

stroma. Ce tissu hautement spécialisé est particulièrement riche en cellules et abrite aussi 

de nombreux vaisseaux sanguins ainsi que des glandes utérines. Sous l'effet de la P 4, ce 

sont les CSE qui se différencient en cellules déciduales. Cette transformation des CSE est 

caractérisée par des changements morphologiques et physiologiques. D'une part, au 

niveau morphologique, les cellules stromales passent d'une forme fibroblastique allongée 

à une forme plus large et plus ronde. La Figure 1.2 illustre bien ce changement. TI en est 

ainsi puisque les cellules déciduales se gonflent en raison de l'augmentation de la synthèse 

de glycogène. D'autre part, au niveau physiologique, les cellules expriment de nouvelles 

protéines nécessaires pour assumer leur fonction. Aussi, certaines cellules déciduales sont 

polyploïdes [4]. Cette polyploïdie leur confère de nombreux avantages comme 

l'augmentation de la synthèse protéique, l'augmentation de l'activité mitochondriale ainsi 

qu'une plus grande résistance aux dommages à l'ADN et à l'apoptose [5]. 

lIules pnh liale 

ellul 

Implantation Oécidualisation 

Figure 1.2 Changement cellulaire de la décidualisation (tirée de Cha et Dey, 
2012). 
Changements morphologiques et physiologiques ainsi que l'interaction 
adéquate entre l'embryon et l' endomètre qui débute au moment de 
l'implantation. 
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D'un point de vue moléculaire, la P4 et l'adénosine monophosphate cyclique 

(AMPc) sont impliqués dans la régulation de la décidualisation (Figure 1.3). L'AMPc est 

responsable d'initier les premiers évènements de la réponse déciduale, puis la P4 permet 

une réponse plus soutenue. Les taux d'AMPc intracellulaires augmentent suite à la liaison 

de certaines hormones à un récepteur couplé aux protéines G (GPCR) présent à la surface 

des CSE [6-8]. Par la suite, l'action rapide de l' AMPc s' effectue via l'activation de la voie 

de signalisation de la protéine kinase A (pKA), laquelle sensibilise les CSE à l'action de 

la P4. Ainsi, l'AMPc et la P4 impliquent deux voies de signalisation différentes mais qui 

convergent pour induire l ' expression de gènes spécifiques déci duaux [6, 9-11]. Ces gènes 

contrôlent certaines fonctions biologiques dont l'arrêt du cycle cellulaire, en plus de 

favoriser la survie ainsi que la différenciation des cellules [6]. Des acteurs clé, exprimés 

au fil de la décidualisation, sont utilisés comme marqueurs phénotypiques du processus : 

il yen plusieurs, dont « Forkhead box 01 » (FOXOl) et la prolactine (pRL) et [10, 12, 

13]. Nous abordons plus spécifiquement ceux-ci, puisqu'ils ont fait l'objet d' analyse au 

cours de nos travaux de recherche. 

Modulation par facteurs de 
croissance et cytokines 

Figure 1.3 Les signaux impliqués dans la décidualisation des CSE (tirée de Gellersen 
et Brosens, 2003). 
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FOXO 1 est un facteur de transcription impliqué précocement dans la régulation du 

processus de décidualisation. D'abord, son expression est induite par une augmentation 

soutenue des niveaux d'AMPc dans les CSE humaines [13]. Ensuite, FOXOI s'associe au 

couple formé par la P4 et son récepteur A (PR-A) ainsi qu'à de nombreux autres facteurs 

de transcription afin de former un complexe d'activation de la transcription des gènes 

spécifiques déciduaux, dont celui de la prolactine (Figure 1.3) [13-17]. 

Parmi les marqueurs phénotypiques de la décidualisation, la prolactine déciduale 

(dPRL) est une des protéines les plus importantes [18]. La PRL est un polypeptide 

synthétisé et sécrété par l'hypophyse antérieure, le placenta, une variété de cellules du 

système immunitaire (lymphocytes T et B, cellules NK) et les cellules déciduales de 

l'endomètre, ce qui nous intéresse principalement. La dPRL ne se distingue pas de la PRL 

pituitaire selon des critères chimique, biologique et immunologique [19] : il s'agit de la 

même séquence d'acides aminés [20]. Cependant, le transcrit d'ARNm diffère dans la 

région 5' non traduite : l' ARNm de la dPRL est plus long et comporte des régions 

promotrices alternative de sorte que ce ne sont pas les mêmes facteurs de transcription qui 

sont recrutés [21,22]. Conséquemment, ceci permet une régulation hormonale spécifique 

à certains tissus [22]. La dPRL agit de manière paracrine sur ses récepteurs 

transmembranaires situés au niveau de l'épithélium glandulaire de l'endomètre. Durant la 

phase sécrétoire du cycle, l'expression de la dPRL et de ses récepteurs est particulièrement 

abondante: la dPRL est impliquée dans la régulation de la fonction sécrétoire des glandes 

endométriales. Elle joue donc un rôle crucial pour l'implantation de l'embryon et le 

maintien de la grossesse [23,24]. La mesure de la quantité de prolactine dans le surnageant 

des cellules en décidualisation, par « enzyme immunoassay » (ElA) est un outil facile à 

utiliser, efficace et bien validé pour caractériser le processus de décidualisation in vitro 

[11,25]. 
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1.1.2.1 Régulation du cycle cellulaire des CSE humaines durant la décidualisation 

D'une façon générale, dans une cellule la différenciation se produit après l'arrêt du 

cycle cellulaire et l'inhibition de la prolifération. Il en est ainsi lors de la décidualisation 

[26], mais les CSE peuvent se différencier après l'arrêt du cycle cellulaire aussi bien en 

phase GO/G 1 qu'en phase G21M (Figure 1.4). Les voies de signalisation responsables de 

la décidualisation, induites par l'AMPc et la P 4, activent plusieurs mécanismes 

moléculaires qui provoquent l'arrêt du cycle cellulaire. Ces mécanismes impliquent 

plusieurs protéines régulatrices du cycle cellulaire. 

D'une part, l'AMPc augmente l'expression de FOXOI et du récepteur A de la P4 

(PR-A), diminue l'expression de cycline Dl et inhibe la protéine du rétinoblastome (Rb) 

(Figure 1.4) [27,28]. Ceci occasionne l'arrêt du cycle cellulaire en phase Gl et prévient 

l'entrée en phase S [29], principalement dû au fait, qu'à ce moment précis, la cycline Dl 

n'est pas en quantité suffisante dans la cellule pour activer le cycle. Pour que le cycle 

progressent de la phase G 1 à S, il doit y avoir formation du complexe protéique, cycline 

Dl et kinases cycline-dépendante (Cdk:4 et 6), responsable de la phosphorylation de Rb: 

Rb phosphorylée libère le facteur de transcription E2F qui induit la transcription des gènes 

nécessaires à l'entrée en phase S du cycle [30, 31]. TI a été démontré que, lors de la 

décidualisation, les niveaux de phophorylation de Rb sont très faibles ce qui favorise 

l'arrêt du cycle cellulaire [29]. 

D'autre part, la P4 diminue l'expression de la protéine cycline BI ce qui bloque le 

cycle cellulaire en phase G21M (Figure 1.4) [32]. Le faible taux de cycline BI entrave la 

formation du complexe Cdc2/cycline BI essentiel à la progression du cycle cellulaire de 

la phase G2 à M. 
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Cycle cellulaire: Phases et protéines régulatrices (tirée de Logan et al., 
2012). 
Gl (gap 1), S (synthèse de l'ADN), G2 (gap 2) et M (mitose). Flèches 
rouges: effet de l'AMPc. Flèche bleue: effet de la P4. 

Ainsi, l'AMPc et la P4 sont responsables d' initier deux voies de signalisation 

intracellulaire différentes qui interagissent afin de réguler le cycle cellulaire et la 

décidualisation. Toutefois, les mécanismes moléculaires qui régulent le cycle cellulaire 

durant la décidualisation ne sont pas clairement établis à ce jour. 

1.1.3 Problématique de recherche liée à la décidualisation 

Étant donné que le succès du processus de décidualisation est essentiel à la 

placentation et au bon déroulement des premières phases de la grossesse, l'échec de la 

décidualisation entraîne plusieurs conséquences observables en clinique : avortements 

spontanés récurrents, dysfonctions utéroplacentaires, naissances prématurées et infertilité 

féminine [33, 34]. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la décidualisation ne sont 

toujours pas bien compris à ce jour. C'est pourquoi de nombreux chercheurs tentent 

d'élucider ce processus crucial. 
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1.2 p53 

Cette section du présent travail consiste en une présentation de p53, l'une des 

principales protéines auxquelles s'attardent les travaux de recherche de l'équipe du 

Dr Van Themsche. 

1.2.1 Historique de la protéine p53 

C'est en 1979 que la protéine p53 fut découverte, par plusieurs équipes de recherche 

distinctes [35-37]. Puis, une décennie plus tard, p53 fut caractérisée à titre de suppresseur 

de tumeur par deux autres équipes de recherche [38,39] . Depuis ce jour, p53 continue de 

faire l'objet de plusieurs études étant donné son rôle crucial dans la cellule. 

1.2.2 Biochimie de la protéine p53 

La protéine p53 est encodée par le gène TP53 qui est situé sur le petit bras du 

chromosome 17 chez l'humain [40]. Ce gène est constitué de 20 000 paires de bases et 

comporte Il exons. Une fois traduite, p53 est constituée de 393 acides aminés (a. a.) et a 

un poids moléculaire de 53 kDa, dont elle tire d'ailleurs son nom. 

1.2.2.1 Domaines fonctionnels de p53 

Au niveau structural, p53 peut être divisée en cinq domaines (Figure 1.5). Chaque 

domaine possède une fonction spécifique au sein de la protéine. Dans la partie amino­

terminale (N-terminale), se trouvent deux domaines de transactivation de la transcription 

(TAD1 : a.a. 1 à 42 et TAD2 : a.a. 43 à 63), lesquels interagissent avec la machinerie 

transcriptionnelle de base [41 , 42]. TAD1 contient également un site de liaison pour la 

protéine «mouse double minute 2 » (MDM2) [43] : lorsque MDM2 est phosphorylée et 

donc activée, elle peut être transportée au noyau pour lier p53 dans sa partie N-terminale. 

De cette façon, MDM2 inhibe l'activité transcriptionnelle de p53 [44]. À la 

section 1.2.4.1, plus de détails sont donnés sur MDM2, principale régulatrice des niveaux 
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de p53 dans la cellule [45-47]. Au centre, de la protéine p53, (a.a. 102 à 292), se trouve 

un domaine de liaison à des séquences spécifiques de l'ADN [48]. Enfin, la partie 

carboxy-tenninale (C-terminale) de la protéine, contient le domaine de tétramérisation 

(a.a. 323 à 358) ainsi qu'un domaine de régulation négative de la transcription (a.a. 363 à 

393), capable d'empêcher la liaison à l'ADN du domaine central [49-51]. 

N 

1-50 63-92 

Domaine N-tenninal 

100-300 

Domaine central 

323-358 363-393 

Domaine C-tenninal 

Regwation 
Nqptivc 

Tétramérisation 

Liaison à des séquences spécifiques de l'ADN 

c 

Figure 1.5 Représentation schématique de la structure de p53 et ses domaines 
fonctionnels (tirée de Anzola et Burgos, 2003). 

1.2.3 Rôle général de p53 dans la cellule 

La protéine p53 est un facteur de transcription. Faiblement exprimée dans les 

cellules nonnales, p53 s'accumule en réponse à un stress génotoxique et provoque un arrêt 

du cycle cellulaire au cours duquel l' ADN est réparé, sans quoi l' apoptose est induite [52, 

53] (ce sujet est approfondi à la section 1.2.6). Elle a d'ailleurs été surnommée «gardienne 

du génome» en raison de son importance dans la cellule [54]. TI est bien connu que le 

facteur de transcription p53 est impliqué dans la régulation d'une variété de fonctions 

biologiques dont le développement, l'immunité et le cancer. Récemment, il a été démontré 

que le facteur p53 est également impliqué dans la régulation de certains processus associés 

à la fonction reproductrice maternelle [55, 56]. 
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1.2.4 Régulation de p53 

En raison de son importance dans la cellule, il n'est pas étonnant de constater que 

p53 est régulée de façon très rigoureuse par de multiples processus moléculaires. Ces 

processus de régulation sont impliqués dans le contrôle de l'activité de p53 et de sa 

localisation intracellulaire. 

1.2.4.1 Régulation négative de l'activité de p53 

L'oncoprotéine « mouse double minute 2 » (MDM2) joue un rôle clé dans la 

régulation négative de l'activité de p53. Les niveaux intracellulaires des deux protéines 

sont intimement liés par une boucle de rétroaction négative [57]. Au niveau du promoteur 

de MDM2, se trouve une séquence consensus sur laquelle la protéine p53 active se lie afm 

d'induire l'expression génique de MDM2 [58]. Une fois traduite et phosphorylée, MDM2 

peut être transportée au noyau et se lier à la partie N-tenninale de p53, ce qui entrave 

l'activité de celle-ci [44]. De plus, MDM2 possède une activité de ligase de l'ubiquitine 

très spécifique pour p53 : elle fixe des chaînes d'ubiquitine sur des résidus lysine de la 

partie C-terminale de p53, entraînant la dégradation de celle-ci par le protéasome 

cytoplasmique [45,47]. Toutefois, une étude réalisée chez les souris ayant une délétion 

constitutive de MDM2 a démontré que, bien que les niveaux intracelhdaires de p53 soient 

élevés, celle-ci est quand même dégradée dans la cellule [59]. Ceci suggère l'existence 

d'une voie alternative de dégradation de p53, indépendante de MDM2 in vivo. En effet, 

des recherches in vitro ont révélé que d'autres ligases de l'ubiquitine telles que COPI 

[60], PIRH2 [61], Arf-BPI [62] et MDM4 [63] sont impliquées dans le contrôle de la 

quantité de p53 intracellulaire. Néanmoins, le rôle précis de ces voies de dégradation 

indépendantes de MDM2 in vivo n'est pas clairement établi à ce jour. 
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1.2.4.2 Activation de la protéine p53 

D'un point de vue général, le modèle classique d'activation de p53 en réponse à un 

stress cellulaire comprend d'abord la stabilisation de la protéine, suivie d'un 

entrelacement complexe de mécanismes de régulation permettant la liaison de p53 à 

l'ADN, ce qui induit la transcription de gènes cibles (Figure 1.6). Pour être stabilisée, 

p53 doit nécessairement être dissociée de MDM2 et ce n'est qu'une fois stabilisée que 

p53 peut interagir avec des promoteurs spécifiques, grâce à de multiples modifications 

post-traductionnelles. Suite à ces liaisons sur des sites spécifiques, p53 pourrait assumer 

son rôle de facteur transcriptionnel afm de réguler la transcription de gènes cibles, 

agissant seule ou via le recrutement de coactivateurs ou corépresseurs (Figure 1.6) [64]. 

A-PK. 

o A b ndlng Transe 0 
activation 

Figure 1.6 Modèle classique d'activation de p53 (tirée de Kruse et Gu, 2009). 

Toutefois, des études récentes indiquent que chacune de ces étapes d'activation est 

beaucoup plus complexe que ce que décrit le modèle précédent, qui est insuffisant pour 

rendre compte de tous les aspects de l'activation de p53 in vivo [65, 66]. 
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1.2.4.3 Régulation de p53 par des modifications post-traductionnelles 

La régulation post-traductionnelle est essentielle au contrôle de l'activité et de la 

localisation intracellulaire de p53 et ce, dans des conditions normales ou de stress 

cellulaire. Ceci a été étudié plus particulièrement dans les cellules cancéreuses, où plus de 

36 résidus d'acides aminés, situés surtout dans les régions terminales de la protéine, ont 

été identifiés comme cibles de modifications post-traductionnelles (Figure 1.7). 
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Figure 1.7 Aperçu des modifications post-traductionnelles de p53 (tirée de Kruse 
et Gu, 2009). 
Les sites des diverses modifications sont illustrés ainsi que quelques 
enzymes et signaux responsables de leur induction. Les flèches indiquent 
les deux modifications post-traductionnnelles étudiées. 

D'abord, la phosphorylation de résidus sérine dans la partie N-terminale, au niveau 

du domaine de transactivation T AD 1, a été la première modification post-traductionnelle 

identifiée. La phosphorylation de la sérine 15 et de la sérine 20 de p53 favorise la 

stabilisation de la protéine puisqu'elle diminue son interaction avec MDM2 [67]. Elle peut 

être catalysée par une variété de kinases impliquées dans le processus de réparation de 

l'ADN, dont ATM, ATR et PK-ADN (Figure 1.6) [68-70] . Aussi, d'autres kinases comme 

Chk1 et Chk2, impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, peuvent également 

phosphoryler p53 dans cette région [71]. Une variété de modifications a aussi lieu dans la 

partie C-terminale de la protéine (Figure 1.7), qui est une région de régulation négative de 
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l'activité de p53 (Figure 1.5). Ces modifications survenant sur les 30 derniers acides 

aminés et donc, qui sont donc susceptibles d'influencer la capacité de p53 à lier l'ADN 

[72, 73], comprennent l'acétylation, la neddylation (N8), la sumoylation (S), la 

méthylation (Me) et l 'ubiquitination (Db) de résidus lysine (Figure 1.7). Les trois 

premières surviennent surtout en période de stress alors que les deux dernières sont 

observées de manière prépondérante en homéostasie. Par exemple, en réponse à une 

agression, les niveaux d'acétylation de la protéine p53 sont modulés à la hausse, ce qui 

favorise la stabilisation de la protéine ainsi que son activation [74-76]. L' acétylation est 

effectuée par une histone acétyltransférase (HAT), telle que CBP/300, sur les mêmes sites 

que l'ubiquitination par MDM2 (Figure 1.7). L'acétylation et l'ubiquitination sont des 

modifications mutuellement exclusives qui modulent toutes deux la stabilité de p53 : 

l'ubiquitination de p53 par MDM2 favorise sa dégradation par le protéasome tandis que 

l'acétylation favorise son activation en plus d'empêcher sa répression [77, 78]. 

L'étude des modifications post-traductionnelles de p53 par immunobuvardage de 

type Western (WB), couplés ou non à une immunoprécipitation, sont des techniques bien 

établies, grâce à la disponibilité de nombreux anticorps commerciaux ciblant des 

modifications post-traductionnelles précises. 

Dans le cadre du présent travail, les deux modifications post-traductionnelles de p53 

suivantes ont été étudiées: la phosphorylation de la sérine 15 (SeriS) et l' acétylation de la . 

lysine 382 (Lys382). Plusieurs raisons motivent ces choix. Tout d'abord, ces modifications 

post-traductionnelles ont été parmi les premières à être étudiées et leur effet 

d'augmentation de l'activité de p53 est bien documenté [67, 75]. Ensuite, il a été démontré 

que ces deux modifications sont compatibles et que leur effet sur p53 est additif: 1) suite 

à certains signaux endommageant l'ADN, tels que les radiations ou la lumière UV 

(Figure 1.7), la SeriS de p53 est phosphorylée ce qui augmente la capacité de recruter le 

cofacteur CBP/p300; 2) la hausse de CBP/p300 lié à p53 est suivie par l'augmentation 

globale du niveau d'acétylation de p53 dans sa partie C-terminale, dont l'acétylation de la 

Lys382 [79]. En outre, il est pertinent d'investiguer ces modifications post-traductionnelles 

spécifiques dans les CSE puisqu'elles peuvent avoir lieu dans des cellules qui ne sont pas 
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cancéreuses [80-82]. Finalement, des anticorps validés permettant d'étudier 

spécifiquement ces modifications sont facilement disponibles. 

1.2.4.4 Régulation de l'activité transactivatrice de p53 

Lorsque le facteur de transcription p53 est activé, au moins trois différentes classes 

de gènes cibles peuvent être transcrites afm que p53 assume ses fonctions intracellulaires. 

L'activité de p53 doit être régulée très rigoureusement puisqu'elle peut occasionner des 

conséquences biologiques irréversibles, comme l'apoptose. La relation entre les 

modifications post-traductionnelles de p53, les gènes cibles transcrits ainsi que les 

conséquences biologiques qui en découlent, est illustrée à la figure 1.8. D'abord, on 

remarque, en (A) que plusieurs promoteurs peuvent être activés par p53, lorsque celui-ci 

est phosphorylé sans être acétylé. Cette première classe de gènes protège la cellule contre 

un excès d'activité de p53. Étant donné que l'activité de p53 est potentiellement 

dangereuse pour la cellule, son rétrocontrôle par les ligases de l'ubiquitine, comme 

MDM2 et PlRH2, constitue un palier important de la régulation de p53. Puis, en (B), 

l'activation des gènes requiert le recrutement d'histones acétyltransférases (HAT) 

spécifiques, soient CBP/p300 et Tip60IhMOF, ainsi qu'une acétylation partielle de p53, 

qui préviennent aussi la répression de p53 [83]. Les gènes de cette seconde classe, dont le 

mieux décrit est p21, sont impliqués dans la réparation de l'ADN et le contrôle du cycle 

cellulaire. Enfin, en (C), le recrutement d'HAT ainsi que l'acétylation de résidus 

spécifiques sont nécessaires pour activer des gènes pro-apoptotiques [84]. Considérant 

que l'activité des gènes de cette troisième classe, comme PUMA et NOXA, initient une 

séquence irréversible conduisant à la mort cellulaire, il importe que ce processus soit très 

fmement régulé. 
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Impact des modifications post-traductionnelles sur l'activité de p53 (tirée 
de Kruse et Gu, 2009). 

Finalement, lorsque p53 a accompli ses fonctions, un retour à l'homéostasie est 

souhaitable. Dans le but de restaurer l'équilibre des niveaux de p53 dans la cellule, p53 

peut être déacétylé par différentes histones déacétylases. En effet, la déacétylation 

représente une étape cruciale permettant la dégradation de p53 via son interaction avec 

MDM2 [78]. 

1.2.5 Activité de p53 et son rôle de régulation du cycle cellulaire 

Une des fonctions de la protéine p53 est d'inhiber la prolifération cellulaire en 

transactivant de nombreux gènes impliqués dans le cycle cellulaire. Par exemple, en 

réponse à un dommage à l'ADN, l'augmentation de l'expression de p53 active la synthèse 

d'inhibiteurs de kinases cycline-dépendante, tel que p2l, ce qui provoque un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G 1 [85]. La protéine p2l est une importante régulatrice du cycle 

cellulaire: elle a la capacité d'inhiber des kinases cycline-dépendante aussi bien en phase 

G 1 qu'en phase G2/M du cycle [52]. Lorsque l'arrêt du cycle cellulaire se produit en phase 

G2, l'activation de p53 augmente l'expression de p2l, puis inactive Cdc2 et cycline BI 

[52, 86-88], inhibant ainsi la formation du complexe Cdc2/cycline BI nécessaire au 

passage de la phase G2 à M du cycle. Ces protéines peuvent servir de marqueurs de 
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l'activité de p53 . Il est donc possible pour p53 activée de réguler le cycle cellulaire 

durant les phases Giet G2/M (Figure 1.9) [89]. 
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Figure 1.9 p53 contrôle l'expression de protéines impliquées dans le cycle cellulaire 
(tirée de Logan et al, 2012). 

1.2.6 Activité de p53 et son rôle dans l'induction de l'apoptose 

Lors de dommages irréversibles à l'ADN, le facteur de transcription p53 module 

l'expression de gènes cibles afin d'induire l'apoptose de la cellule. Pour se faire, p53 

réprime l'expression génique de BCL-2, une molécule au rôle anti-apoptotique, en plus 

de favoriser l'expression de plusieurs gènes pro-apoptotiques tels que PUMA, NOXA et 

BAX [90-92]. Ceci enclenche une cascade de signalisation provoquant la mort de la 

cellule : PUMA interfère avec la séquestration de p53 par BCL-XL dans le cytoplasme, 

permettant ainsi la libération de p53 sous sa forme activée. Cette dernière peut alors 

interagir avec BAX et induire sa translocation au niveau de la membrane mitochodriale, 

ce qui contrecarre l' effet antiapoptotique de BCL-2 et BCL-XL. Des changements de la 

perméabilité des membranes mitochondriales s'ensuivent qui entrainent la relâche de 

facteurs apoptotiques (smacDIABLO, cytochrome c ... ), l'activation des caspases et 

ultimement l' apoptose de la cellule (Figure 1.10) [90] . Ainsi, l'expression de gènes pro­

apoptotiques tels que PUMA, NOXA et BAX peut servir de marqueur de l'activité pro­

apoptotique de p53 dans la cellule. 
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Figure 1.10 p53 initie une cascade de signalisation intracellulaire menant à l'apoptose 
(tirée de Amaral, 2010). 

1.2.7 Localisation intracellulaire de p53 

La localisation intracellulaire de p53 a d' importantes conséquences sur la cellule. 

L'importation ainsi que la rétention de p53 dans le noyau sont essentielles afm qu'il 

assume ses fonctions de régulation du cycle cellulaire [93-95]. Cependant, des études ont 

démontré que 'l'activation de p53 n'est pas requise pour qu'il soit lié à l'ADN [96-98]. En 

ce sens, deux équipes de recherche ont démontré, par immunoprécipitation de la 

chromatine (ChlP), que p53 est présent au niveau des promoteurs de certains gènes cibles 

comme p21 et MDM2 dans les cellules en homéostasie [99, 100]. TI est donc possible que 

la protéine se trouve dans le noyau, lié à l'ADN tout en étant inactive. 

En complément, plusieurs études ont prouvé que la localisation cytoplasmique de 

p53 est associée à son rôle de régulation de l'apoptose [101 , 102]. Ainsi, p53 cytosolique 

peut assumer son rôle de régulation de l'apoptose tel que décrit à la section 1.2.6 et à la 

Figure 1,10. L'accumulation de p53 dans le cytoplasme est une conséquence du transport 

intracellulaire normal et de la mono-ubiquitination de la protéine [103-105] . 
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De nombreuses molécules sont impliquées dans la localisation intracellulaire de 

p53. Par exemple, MDM2, principale protéine régulatrice des niveaux de p53 dans la 

cellule, effectue la translocation nucléocytoplasmique de p53 afm qu'elle soit dégradée 

par le protéasome [106]. D'autres protéines, comme BCL-2 et BCL-XL, ont la capacité de 

séquestrer p53 au niveau du cytoplasme inhibant ainsi ses fonctions [95]. Enfm, des 

modifications post-traductionnelles, telle que la phosphorylation, ont également un impact 

sur la localisation intracellulaire de p53. Puisque la phosphorylation de p53 diminue son 

interaction avec MDM2, ceci favorise son accumulation dans le noyau [67]. 

1.3 Le rôle potentiel de p53 dans la décidualisation 

L'étude de la régulation de l'expression et de l'activité d'une protéine peut donner 

d'importants indices quant à son rôle biologique dans un processus donné. À cet égard, la 

régulation de l'expression et de l'activité de p53 dans les CSE pendant la décidualisation 

n'a pas été investiguée en profondeur à ce jour. Une étude in vivo, effectuée chez le rat, a 

démontré que la protéine p53 est détectable dans les CSE pendant la deuxième phase de 

décidualisation [107]. Ensuite, une étude in vitro, effectuée sur des cultures primaires de 

CSE humaines traitées durant six jours, soit avec l'AMPc, la P4 ou la combinaison des 

deux en guise de stimulus de décidualisation, a démontré une induction massive et 

soutenue de p53 et ce, plus particulièrement dans les CSE où le traitement de 

décidualisation contenait de l'AMPc [2]. Cette même étude a aussi montré que 

l'expression des gènes cibles de p53, tels que p2l et BAX, ne subit pas de changement 

après une longue période de décidualisation in vitro (analyse effectuée après 6 et 12 jours), 

autant au niveau transcriptionnel que protéomique et ce, malgré une localisation 

majoritairement nucléaire du facteur de transcription p53 . Ces auteurs ont observé que les 

niveaux d'ARNm de p53 sont demeurés relativement stables au cours de la 

décidualisation. Cette discordance entre les niveaux d'ARNm et de la protéine p53 

suggère que, dans les CSE, la régulation de la protéine p53 pourrait se faire par des 

modifications post-traductionnelles. 
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Les expériences in vivo, chez des souris comportant des délétions constitutives de 

p53 (Trp53-/-), ont démontré que la perte d'expression de p53 pouvait entraîner des 

difficultés au niveau du processus d'implantation [56]. Dans ce modèle, les souris 

avaient des portées moins nombreuses [56]. Toutefois, en accord avec le rôle de 

suppresseur de tumeur associé à p53, ces souris développent des cancers généralisés à un 

âge précoce, ce qui complique grandement les études portant sur la reproduction. Pour 

contourner ce problème, d'autres expériences in vivo ont été réalisées, cette fois par 

délétion strictement utérine de p53 (Trp53d/~. Chez ces souris Trp53d/d, le nombre de 

sites d'implantation s'est avéré normal, mais la croissance et la différenciation du stroma 

endométrial au niveau de ces sites ont été significativement réduites par comparaison 

avec les souris contrôles et beaucoup de naissances prématurées ont été répertoriées [34, 

108]. Considérant que p53 est exprimée par les CSE [2, 107], ces résultats suggèrent que 

la protéine p53 serait importante pour que le processus de décidualisation soit complété 

et pour le maintien de la grossesse jusqu'à son terme. Toutefois, la façon dont p53 

jouerait ce rôle protecteur pourrait être plus complexe qu'il n'y paraît. Ainsi, des 

indications expérimentales suggèrent que p53 pourrait être inactive dans les CSE 

pendant la décidualisation. Par exemple, les gènes cibles de p53, p21, BAX et PTEN, ne 

sont pas régulés à la hausse dans divers modèles de décidualisation in vitro des CSE [52, 

91, 109]. In vivo, p21 n'a pas été détecté dans les CSE au moment de la formation 

de la décidue [110]. L'accumulation de la protéine p53 dans les CSE pendant la 

décidualisation pourrait donc être rapidement suivie par son inactivation. Cette 

inactivation de p53 dans les CSE pourrait être cruciale pour que la décidualisation soit 

complétée avec succès. En effet, tel que mentionné plus haut, une augmentation de 

l'activité de p53 dans les CSE est accompagnée de l'induction de l'apoptose [107]. 

À cet égard, il a été montré que l'accumulation de p53 dans le noyau d'autres types 

cellulaires était accompagnée d'une incapacité à transactiver ses gènes cibles, dont p21 

et MDM2 [111]. 
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1.4 Problématique de recherche 

Des indications expérimentales suggèrent qu'une régulation fine de p53 dans les 

CSE pendant la décidualisation serait essentielle pour permettre la complétion de la 

décidualisation et le maintien de la grossesse jusqu'à terme. Toutefois, tel que décrit dans 

la section 1.3, les mécanismes de régulation de p53 ainsi que son rôle dans l'endomètre 

au cours de la décidualisation demeurent à être établis. 

1.5 Objectifs et hypothèses 

L'hypothèse générale qui sous-tend le présent travail est que, par son rôle universel 

de régulation négative de la survie et du cycle cellulaire, p53 freinerait le bon déroulement 

de la décidualisation et pourrait devoir être inactivée pour que la décidualisation soit 

complétée avec succès. 

Les objectifs de recherche retenus étaient donc les suivants: premièrement, la mise 

au point du modèle de décidualisation in vitro. Un modèle adéquat de décidualisation in 

vitro devait permettre d'observer les changements morphologiques caractéristiques des 

cellules déciduales qui deviennent larges et arrondies, ainsi que l'induction de marqueurs 

protéiques, dont la PRL déciduale. Deuxièmement, l'investigation du rôle potentiel de la 

voie de la PKA dans la régulation de p53 au fil de la décidualisation : l'inhibition 

pharmacologique de la voie de PKA devait pouvoir entraver l'expression de p53, si cette 

voie était impliquée dans la régulation de p53 pendant la décidualisation. Troisièmement, 

étant donné l'importance des modifications post-traductionnelles dans l'activité de p53, 

l'analyse de la régulation de p53 par des modifications post-traductionnelles durant la 

décidualisation. En lien avec notre hypothèse générale, selon laquelle p53 serait inactivée, 

il était peu probable qu'on observe des modifications activatrices telles que la 

phosphorylation de la SerIS et l'acétylation de la Lys382. Mais puisque que ce sont les 

modifications de p53 les mieux caractérisées, et que l'impact des modifications post­

traductionnelles sur une protéine est intégratif et non additionnel, ce point méritait d'être 

investigué, d'autant plus que l'augmentation de la quantité de la protéine p53 serait 

intuitivement associée à une augmentation de son activation. Quatrièmement, l'étude de 
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l'activité de p53 au fil de la décidualisation par l'analyse de quelques-uns de ses gènes 

cibles dont p21, cyc1ine BI et Cdc2. Notre hypothèse était que si p53 était inactivée au 

cours de la décidualisation, nous observerions une incapacité à réguler l'expression de ses 

gènes cibles p21 , cyc1ine BI et Cdc2. Cinquièmement, et dernièrement, la vérification de 

la localisation intracellulaire de p53 lors de la décidualisation. li nous semblait plausible 

que cette protéine soit exportée du noyau cellulaire pour être inactivée, probablement au 

niveau du protéasome. 

1.6 Modèle cellulaire et approches expérimentales 

Le modèle cellulaire employé provenait d'une lignée de cellules stromales de 

l'endomètre humain (HIESC) transformées à l'aide de l' antigène T large de SV40 par 

Dr Michel A. Fortier et son équipe du Centre de recherche du Centre hospitalier de 

l'Université Laval (CHUL). L' induction de la décidualisation in vitro a été réalisée en se 

basant sur un modèle déjà bien établi qui consiste à ajouter 1 !lM d'acétate de 

médroxyprogestérone (MP A) et 0,5 mM de 8-bromo-AMPc (Br-AMPc) pour des durées 

pré-défmies [11 , 25]. La validation de l'efficacité du procédé de décidualisation a été faite 

en deux étapes : premièrement en documentant les changements morphologiques des 

cellules par microscopie optique en contraste de phase et deuxièmement, en mesurant la 

quantité de PRL sécrétée, marqueur spécifique de décidualisation, par la technique 

« enzyme immunoassay » (EIA). Une fois la validité du modèle de décidualisation établie, 

l'analyse des protéines d' intérêt, dont p53, a été réalisée par WB. L' inhibiteur 

pharmacologique H89 a été employé pour investiguer le rôle de la voie de la PKA dans la 

régulation de p53 au fil de la décidualisation. Finalement, la localisation intracellulaire de 

p53 a été observée par immunofluorescence. 



CHAPITRE II 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2.1 Cellules et réactifs 

La lignée de cellules immortalisées du stroma endométrial humain (BIESC) nous a 

été gracieusement fournie par le Dr Michel A. Fortier, du centre de recherche du Centre 

hospitalier de l'Université Laval (Québec, Qc, Canada). Les cellules ont été cultivées à 

37°C, sous une atmosphère humidifiée contenant 5 % de C02 et dans un milieu de 

maintien: Roswell Park Memorial Institute medium de type 1640 (RPMI-1640) fourni par 

Life Technologies (Mississauga, On, Canada), supplémenté de 50 ~glmL de gentamycine 

et de sérum fœtal bovin (FBS; 10 %). 

Les anticorps primaires reconnaissant spécifiquement p53, acétyl-p53, Phospho­

p53, p21, Cdc2, CREB et Phospho-CREB provenaient de Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA, USA) et celui reconnaissant cycline BI, de Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA). L'anticorps primaire anti bêta-actine a été fourni par Sigma Aldrich 

(St-Louis, MO, USA). Les anticorps secondaires conjugués à la peroxydase de raifort 

(HRP) ont été foumis par Bio-Rad (Mississauga, On, Canada). Il s'agissait d'anticorps de 

chèvre dirigés contre les immunoglobulines G de souris ou de lapin. 

L'acétate de médroxyprogestérone (MPA) utilisé pour les traitements provenait de 

Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA) alors que le 8-bromo-AMPc avait été fourni par 

Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA) et le H89 par Cedarlane (Burlington, ON). 

Lors des lyses cellulaires, le tampon RIPA supplémenté en inhibiteurs de protéases, 

de marque Complete, fabriqué par Roche (Laval, Qc, Canada) a été utilisé. 
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2.2 Procédures expérimentales 

2.2.1 Décidualisation in vitro des IDESC 

Les HIESC ont été mises en culture dans des plaques de SIX puits 

(500 000 cellules/puits) avec leur milieu de maintien. Après 24 heures, les HIESC 

confluentes ont été traitées avec du RPMI-1640 sans rouge de phénol supplémenté de 2 % 

de FBS traité au charbon-dextran (DCC) et 50 llg/mL de gentamycine, en présence de 

0,5 mM de Br-AMPc et de 1 IlM de MPA (traitement induisant la décidualisation, 

symbolisé par D dans les figures de résultats) ou seule.ment avec le diluant de ces réactifs 

(le DMSO; traitement contrôle, symbolisé par C dans les figures de résultats). Les milieux 

ont été changés et les traitements renouvelés à tous les deux jours (soit aux jours 2, 4, 6 et 

8 de traitement) puis les cellules ont été récoltées après des durées croissantes (soit aux 

jours 1, 3, 6 et 10 de traitement). Les récoltes cellulaires ont été faites au moyen de la 

trypsination. 

2.2.2 Validation de la décidualisation par le dosage de la prolactine sécrétée 

Les niveaux de prolactine sécrétée dans le surnageant des cellules traitées 

(traitements décidualisation (D) et contrôle (C» ont été mesurés aux jours 1,3,6 et 10 de 

la décidualisation, par « enzyme immunoassay » (ElA,) à l'aide de l'ensemble ElA Kit 

fourni par Cayman (Ann Arbor, MI, USA). Les densités optiques ont été lues à l'aide d'un 

spectrophotomètre Optima-de BMG Labtech (Durham, NC, USA). Pour chaque jour 

analysé, la quantité de prolactine sécrétée a été comparée entre les traitements D et C. 

2.2.3 Inhibition pharmacologique de la voie de la PKA à l'aide du H89 

Les HIESC ont été mises en culture dans des plaques de SIX puits 

(500 000 cellules/puits) dans leur milieu de maintien. Après 24 heures, deux types de 

traitements ont été réalisés. Pour s'assurer de l'efficacité de l'inhibition de la voie de la 

PKA par le H89 dans nos conditions expérimentales, le milieu de maintien a été remplacé 

par un milieu de culture constitué de RPMI-1640 sans rouge de phénol, de 2 % de FBS 
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DCC et de 50 Jlg/mL de gentamycine auquel on a ajouté le H89 10 JlM pour 1 h (traitement 

H89); pour les traitements contrôle (CTL), le milieu était plutôt supplémenté avec le 

diluant du H89, soit le DMSO. Pour déterminer le rôle de la voie de la PKA dans la 

régulation de p53 lors de la décidualisation in vitro, au jour 0 les cellules ont d' abord été 

prétraitées avec H89 (10 JlM) ou avec son diluant (DMSO) pendant 1 h, avant qu'un 

premier stimulus de décidualisation leur soit donné (0,5 mM de Br-AMPc et de 1 JlM de 

MP A directement dans les puits concernés). Au deuxième jour de la décidualisation, le 

milieu de culture a été changé: le H89 10 JlM ou le DMSO ont été rajoutés directement 

au milieu de culture, en même temps que le stimulus de décidualisation (0,5 mM de Br­

AMPc et de 1 JlM de MP A). Les cellules ont été récoltées au troisième jour de 

décidualisation. 

2.2.4 Validation de la décidualisation par microscopie en contraste de phase 

La présence des changements morphologiques qui se sont produits au cours de la 

décidualisation des HIESC et plus spécifiquement, aux jours 1, 3, 6 et 10 a été documentée 

à l' aide d'un microscope Olympus BX60. Le grossissement fmal était de 200X. 

2.2.5 Immunobuvardage de type Western (WB) 

Les cellules récoltées suite aux divers traitements ont été placées dans le tampon de 

lyse RIPA supplémenté d'inhibiteurs de protéases et ont subi trois cycles de congélation­

décongélation. Le dosage des protéines totales dans les échantillons obtenus a été réalisé 

par la méthode du DC protein assay (BioRad); la lecture des densités optiques a été faite 

à l'aide du lecteur de plaques Fluostar Optima (BMG LABTECH, Ortenberg, Allemagne). 

Des quantités égales de protéines totales ont été chargées sur des gels contenant 10 % 

d'acrylamide et soumis à une électrophorèse en conditions dénaturante. Les protéines ont 

ensuite été transférées sur membranes de nitrocellulose (Bio-Rad), à laquelle les divers 

anticorps primaires ont été ajoutés, individuellement, pendant 12 h à 4 oC, suivis de 

l'anticorps secondaire approprié pendant 45 minutes. Une réaction de chimiluminescence 

a été utilisée afm de détecter les protéines, à l'aide de l ' appareil d'imagerie UVP 
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BioSpectrum 500 (VWR, Upland, CA). Enfin, l'analyse densitométrique de l'intensité des 

bandes protéiques d'intérêt a été réalisée en utilisant le logiciel Prism de GraphPad 

(San Diego, CA, USA). 

2.2.6 Évaluation de la localisation intracellulaire de p53 par immunofluorescence 

Les cellules ont été cultivées sur lamelles avant d' être traitées tel que mentionné 

précédemment. Les cellules ont ensuite été fixées à l' aide de paraformaldéhyde 4 % 

pendant 10 minutes puis lavées deux fois avec du PBS (phosphate buffered saline) et 

finalement perméabilisées pendant trois minutes à température ambiante, dans une 

solution de sodium citrate 0.1 %, Triton X-lOO 0.1 % dans du PBS. Ensuite, ces cellules 

ont été incubées à température ambiante pendant une heure, avec l'anticorps primaire p53 

dilué à 1/2000 dans le PBS. Finalement, une deuxième incubation a été pratiquée, avec 

l' anticorps secondaire « Alexa Fluor 594 conjugated donkey anti-rabbit IgG antibody, 

A-21206 » d'Invitrogen (Burlington, ON), dilué à 1/200 dans le PBS. L'ADN du noyau 

cellulaire a été contrecoloré à l ' aide de Hoechst 0,25 mg/ml (Sigma) pendant trois minutes 

avant que les cellules soient recouvertes d'une lamelle. Enfin, les cellules colorées ont pu 

être observées par microscopie à fluorescence à l' aide d'un microscope Carl Zeiss Axio 

Observer ZI. Le grossissement fmal était de 630X. 

2.2.7 Analyses statistiques 

Les données ont été traitées selon la méthode one-way ANOV A ou par un test 

Student, en utilisant le logiciel PRISM (GraphPad). Dans le cas des tests ANOV A, le 

post-test Tukey a été appliqué. Pour être concluants et statistiquement significatifs, les 

résultats devaient provenir d'au moins trois expériences indépendantes et générer une 

valeur P < 0,05. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 Validation de la décidualisation des IDESC 

L'impact du traitement des HIESC avec l'AMPc et la MPA sur les HIESC, en guise 

de stimulus de décidualisation, est exposé dans les Figures 3.1 et 3.2. 

3.1.1 Changements morphologiques des IDESC décidualisées 

Les changements morphologiques des HIESC associés à la décidualisation sont 

illustrés à la Figure 3.1A, qui regroupe des photographies de microscopie optique à 

contraste de phase des cellules après 1, 3, 6 et 10 jours de traitement. Les cellules 

décidualisées, à droite, ont perdu leur aspect fusiforme et acquis un cytoplasme abondant 

qui leur confère une forme arrondie et ce, dès le troisième jour de traitement. Par 

opposition, la morphologie des cellules contrôles, dans la colonne de gauche, demeure 

inchangée. Ces changements morphologiques caractéristiques de la décidualisation sont 

davantage mis en évidence à la Figure 3.1B, où seulement le troisième jour de 

décidualisation apparaît. 
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Figure 3.1 Changements morphologiques des BlESC induits par le stimulus de 
décidualisation in vitro. 
Les HIESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 ~M de MP A 
(décidualisation; colonne de droite) ou avec le diluant (contrôle; colonne 
de gauche) et leur morphologie a été analysée par microscopie optique en 
contraste de phase avec un grossissement de 200X. A) Suivi des 
changements morphologiques aux jours 1,3, 6, et 10 de la décidualisation. 
B) Zoom sur le 3e jour de la décidualisation. Flèche rouge : cellule 
déciduale large et ronde. Flèche bleue : cellule déciduale possiblement 
binucléée. 
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3.1.2 Sécrétion du marqueur protéique prolactine par les IDESC décidualisées 

Les niveaux du marqueur de décidualisation prolactine sécrétés dans le milieu de 

culture par les HIESC au fil de la décidualisation ont été mesurés par ElA. Ces résultats 

sont présentés à la Figure 3.2. Les cellules ayant reçu le traitement contrôle (C), 

représentées par les barres Cl, C3, .C6 et CIO, secrètent un niveau de base relativement 

faible de prolactine. Les cellules ayant reçu le stimulus de décidualisation (D), par contre, 

présentent une augmentation significative de la sécrétion de prolactine et ce, dès le 

troisième jour de traitement, soit en même temps que les changements morphologiques 

observés en microscopie (Figure 3.1). Cet accroissement est soutenu et significatif au jour 

6 également, et s'amenuise ensuite au jour 10. 

Figure 3.2 

15 
** C: Contrôle 

0 : Décidualisation (AMPc + MPA) 

** p < 0,01 
n=3 

O....l.....o.a= ......... _L...-_-
C1 01 
Jour 1 

C3 03 C6 06 C10 010 
Jour 3 Jour 6 Jour 1 0 

Prolactine sécrétée par les mESC, mesurée aux jours 1, 3, 6 et 10 de 
la décidualisation. 
Les HIESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 !lM de MPA (D) ou 
avec le diluant (C) pour les durées indiquées. Les mesures de la PRL 
sécrétée dans le milieu de culture des cellules ont été réalisées par ElA. Ces 
résultats représentent la moyenne +/- écart-type de trois expériences 
indépendantes. L'analyse statistique a été effectuée avec One-way 
ANOVA. 

Globalement, en considérant les changements morphologiques des CSE et 

l'augmentation de la sécrétion de la PRL suite au traitement à l' AMPc et à la MP A, nous 

pouvons confirmer le succès de la procédure de décidualisation in vitro de notre lignée 

modèle HIESC. 
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3.2 Accumulation de p53 dans les BlEse au fil de la décidualisation 

Le modèle de décidualisation in vitro ayant été validé, l'expression de la protéine 

p53 dans les HIESC a pu être analysée à diverses étapes de la décidualisation, soit aux 

jours 1, 3,6 et 10. Les niveaux mesurés de la protéine p53 ont été normalisés en fonction 

des niveaux de la protéine p-actine, qui est exprimée de façon constitutive dans les 

cellules. Ces résultats sont exposés à la Figure 3.3. On peut observer que la quantité 

totale de la protéine p53 dans les CSE augmente significativement après induction de la 

décidualisation in vitro après 3 et 6 jours de traitement; une accumulation de p53 est 

mesurable à partir du jour 3 dans ces cellules et cette accumulation est supérieure au 

jour 6 qu'au jour 3 de même au jour 10 qu'au jour 6. Toutefois, la variation de 

l'expression de p53 au jour 10 de la décidualisation ne s'est pas avérée significative et 

ceci s'explique par l'instabilité des niveaux de p-actine dans les HIESC lors des 

différentes expériences. 

7.5 

C: contrôle 
D: Décidualisation (AMPc + MPA) 

5 .0 * P < 0,05 
n = 3 

2.5 * 
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fl-actine 

Jour 1 Jour 3 Jour 6 Jour 10 

Figure 3.3 Expression de p53 dans les IDESe au fil de la décidualisation. 
Les HIESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 J..I.M de MPA (D) 
ou avec le diluant (C) pour les durées indiquées, puis la quantité de 
protéine p53 a été évaluée par WB. Ces résultats représentent la moyenne 
+/- écart-type de trois expériences indépendantes. L'analyse statistique a 
été effectuée à l'aide du test Student. 
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Ces résultats montrent que, non seulement la quantité de la protéine p53 est 

augmentée dans les HIESC en réponse à la décidualisation, mais p53 s'accumule 

progressivement dès le troisième jour de décidualisation. Toutefois, ils ne permettent pas 

de cerner par quel mécanisme l'accumulation de p53 survient, ni si cette protéine qui 

s'accumule se trouve sous sa forme active ou inactive. 

3.3 Implication de la voie de la PKA dans la régulation de p53 durant la 
décidualisation 

Après avoir démontré que p53 s'accumulait dans les HIESC au cours de la 

décidualisation, nous avons investi gué si la voie de la PKA avait un rôle potentiel dans 

cette accumulation, puisqu'il s'agit d'une des deux voies activées lors de la procédure de 

décidualisation in vitro, via l'ajout d'AMPc. L'activité de la voie de la PKA peut être 

suivie par la mesure de la phosphorylation de la protéine «cAMP response element 

binding » (CREB). 

3.3.1 Inhibition de la voie de la PKA dans les mESC 

D'abord, l'efficacité du H89, un inhibiteur pharmacologique de la voie de la PKA, 

le H89, a été vérifiée dans les HIESC. Le choix de la dose du H89 et du temps de traitement 

a été basé d'une part, sur ce qui était déjà fait dans notre laboratoire avec d'autres types 

de cellules et d'autre part, sur les données publiées [112]. Les HIESC ont ainsi été traitées 

avec le H89 à une concentration de 10 f.lM, pour une durée d'une heure. Après ce 

traitement, les niveaux de la protéine CREB phosphorylée (P-CREB) ont été mesurés et 

comparés avec les niveaux totaux de la protéine CREB. Ces résultats apparaissent à la 

Figure 3.4, où l'on remarque que la phosphorylation de CREB a diminué significativement 

d'environ 50 % après traitement avec le H89 (barre H89) par comparaison avec le 

traitement à base de DMSO, son diluant (barre CTL). C'est l'inhibition la plus grande que 

nous ayons réussi à obtenir dans notre modèle expérimental. 



CTL 

P-CREB 

CREB 

**p < 0,01 
n=5 

H89 

Figure 3.4 Inhibition pharmacologique de la voie de la PKA dans les HIESe. 
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Les HIESC ont été traitées avec 10 f.l.M de H89 durant 1 h puis les niveaux 
protéiques de P-CREB/CREB ont été mesurés par WB. Ces résultats 
représentent la moyenne +/- écart-type de cinq expériences indépendantes. 
L'analyse statistique a été effectuée à l'aide du test Student. 

Ces résultats démontrent bien l' efficacité, limitée mais significative, du H89 pour 

inhiber la voie de la PKA dans les HIESC. 

3.3.2 Inhibition de la voie de la PKA dans les IDESC en décidualisation 

Pour déterminer le rôle de la voie de la PKA dans la régulation de p53 lors de la 

décidualisation in vitro, au j our 0 les HIESC ont d'abord été prétraitées avec le H89 10 f.l.M 

ou avec son diluant (DMSO) pendant 1 h, puis la décidualisation a été induite toujours en 

présence de H89. D 'abord, l'impact de l'inhibition pharmacologique de la voie de la PKA 

sur la décidualisation in vitro des HIESC a été déterminé après trois jours de traitement 

en présence du H89. À cette [m, les changements morphologiques des HIESC et 

l'expression protéique du marqueur de décidualisation FOXO 1 ont été analysés. La Figure 

3.5 permet de constater que les HIESC n'ayant pas reçu le stimulus de décidualisation 

(images du haut), avaient une forme allongée, tandis que les HIESC décidualisées (images 

du bas), avaient une forme arrondie et ce malgré la présence du H89 (image du bas à 

droite). 
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Figure 3.5 Morphologie des IDESC suite au prétraitement avec H89 suivi de 
trois jours de décidualisation en présence de H89. 
Les HIESC ont été traitées avec le H89 10 )lM ou son diluant (DMSO) pour 
une durée d'une heure, suivi du stimulus de décidualisation (0,5 mM 
d'AMPc et 1 )lM de MPA) toujours en présence du H89, pendant trois 
jours. Photos prises par microscopie optique en contraste de phase 
(grossissement 200X). 

Ceci indique donc que les HIESC ont subi des changements morphologiques 

caractéristiques des cellules déciduales malgré la présence de l'inhibiteur 

pharmacologique de la voie de la PKA. Mais qu'en est-il des changements protéiques 

spécifiques à la décidualisation? Pour vérifier cet aspect, l'analyse de l'expression 

protéique du marqueur de décidualisation FOXOl par WB a été retenue [13]. Les 

résultats, illustrés à la Figure 3.6, montrent que les niveaux protéiques de FOXOI, 

normalisés sur ceux de la ~-actine, ont augmenté de façon significative lors de la 

décidualisation que ce soit en présence ou en l'absence du H89. Cette analyse biochimique 

suggère que la décidualisation des CSE n'a pas été compromise. 
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Expression de FOXOI dans les IDESC suite au prétraitement avec 
H89 suivi de trois jours de décidualisation en présence de H89. 
Les HIESC ont été traitées avec le H89 10 /lM ou son diluant (DMSO) pour 
une durée d'une heure, suivi du stimulus de décidualisation (0,5 mM 
d'AMPc et 1 /lM de MPA) toujours en présence du H89, pendant 
trois jours. La quantité de protéine FOXOI a été évaluée par WB. Ces 
résultats représentent la moyenne +/- écart-type de trois expériences 
indépendantes. L'analyse statistique a été effectuée à l'aide du test Student. 

Collectivement, les résultats des Figures 3.5 et 3.6 suggèrent que les HIESC ont subi 

une décidualisation malgré l'inhibition d'à peu près 50 % de la voie de la PKA par le H89 

(Figure 3.4). Ceci n 'exclut pas, par contre, que cette inhibition puisse avoir un impact sur 

p53 et c'est ce que nous avons déterminé. 

Dans ce but, les niveaux totaux de la protéine p53 ont été dosés dans les cellules et 

comparés avec ceux de la p-actine. Ces résultats sont représentés à la Figure 3.7. En 

l' absence de H89, les niveaux de p53 ont augmenté significativement dans les HIESC 

après trois jours de décidualisation, ce qui est fidèle aux résultats obtenus à la Figure 3.3. 

Toutefois, en présence du H89, donc dans des conditions d' inhibition de la voie de la 

PKA, bien que la quantité de p53 tende à augmenter dans les HIESC après trois jours de 

décidualisation, l' augmentation n'est plus significative. 
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Figure 3.7 Expression de p53 dans les HIESC suite au prétraitement avec H89 
suivi de trois jours de décidualisation en présence de H89. 
Les HIESC ont été traitées avec le H89 10 /lM ou son diluant (DMSO) pour 
une durée d'une heure, suivi du stimulus de décidualisation (0,5 mM 
d'AMPc et 1 /lM de MPA) toujours en présence du H89, pendant trois 
jours. La quantité de protéine p53 a été évaluée par WB. Ces résultats 
représentent la moyenne +/- écart-type de trois expériences indépendantes. 
L'analyse statistique a été effectuée à l'aide du test Student. 

L'augmentation de la quantité de p53 dans les HIESC en décidualisation n'est donc pas 

modulée lorsque la voie de la PKA est inhibée de moitié, ce qui suggère fortement que la 

régulation de la quantité de la protéine p53, dans ce contexte, est indépendante de la voie 

de la PKA. Cependant, en raison de la variabilité des résultats, il faudrait refaire 

l'expérience au moins une fois supplémentaire pour parvenir à une conclusion défmitive. 

3.4 Régulation de p53 par des modifications post-traductionneUes dans les IDESC 
au fIl de la décidualisation 

Suite à l'observation d'une augmentation de la quantité totale de la protéine p53 dans les 

HIESC pendant la décidualisation, le niveau d'activité de p53 et sa régulation ont 

également été étudiés. Puisque l'activité de p53 est grandement influencée par les 

différentes modifications post-traductionnelles qu'elle peut subir, ces dernières ont donc 

été examinées dans le contexte de la décidualisation. Les taux de phosphorylation de la 

SerIS et d'acétylation de la Lys382 de cette protéine ont été mesurés, même si chacune de 
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ces deux modifications post-traductionnelles de p53 est habituellement associée avec le 

maintien d'une conformation active de la protéine. Ces deux modifications de p53 sont 

parmi les mieux caractérisées et d'excellents anticorps sont disponibles commercialement 

pour leur analyse; enfin, l'impact des modifications post-traductionnelles sur une protéine 

est intégratif et non additionnel, de sorte que certaines modifications activatrices peuvent 

survenir en même temps que des modifications inhibitrices et dans ce cas, l'effet global 

sur l'état d'activité de la protéine est dicté par la balance entre les deux types de 

modifications, certaines en annulant d'autres. 

3.4.1 Analyse de la variation de la phosphorylation de la sérine 15 de p53 

En premier lieu, la quantité de protéine p53 phosphorylée sur SerIS (P-p53) a été 

mesurée et normalisée sur la quantité totale de p53 dans les HIESC à diverses étapes de 

la décidualisation, soit aux jours 1,3,6 et 10 (Figure 3.8). D'abord, P-p53 était détectable 

dans les HIESC avant même de débuter la décidualisation ce qui indique que, dans nos 

conditions expérimentales, p53 est constitutivement phosphorylée; de plus ceci suggère 

que p53 est constitutivement active dans les HIESC. Ensuite, nous avons observé que le 

ratio de p53 phosphorylé sur la quantité totale de p53 était invariable dans les HIESC au 

fil de la décidualisation, ce qui illdique que la protéine p53 qui s'accumule dans ce contexte 

est phosphorylée sur SerIS et donc, que la décidualisation ne module pas les mécanismes 

responsables de la phosphorylation de p53. Enfm, ces résultats suggèrent que la protéine 

p53 qui s'accumule pourrait être active, étant donné que la phosphorylation sur SerIS est 

connue pour avoir un effet positif sur l'activité de p53. 
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Figure 3.8 Variation de la phosphorylation de la sérine 15 de p53 dans les BlEse 
aux jours 1,3,6 et 10 de la décidualisation. 
Les HIESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 /-lM de MP A (D) ou 
avec le diluant (C) pour les durées indiquées. Les niveaux de P-p53 
(SerI5)/p53 ont été mesurés par WB. Ces résultats représentent la moyenne 
+/- écart-type de trois expériences indépendantes. L'analyse statistique a 
été effectuée à l'aide du test Student. 

3.4.2 Analyse de la variation de l'acétylation de la lysine 382 de p53 

En second lieu, la quantité de protéine p53 acétylée sur Lys382 (A-p53) a été mesurée 

et normalisée sur la quantité totale de p53 dans les HIESC à diverses étapes de la 

décidualisation, soit aux jours 1, 3, 6 et 10 (Figure 3.9). Dans le même sens que les 

résultats obtenus à la Figure 3.8, un niveau d'acétylation basal de p53 sur Lys382 a été 

détecté, ce qui pourrait contribuer à conférer une activité basale à la protéine. De la même 

façon que la phosphorylation (Figure 3.8), le niveau d'acétylation de la Lys382 de p53 n'a 

pas été modifié significativement par la décidualisation, de sorte que la protéine p53 qui 

s 'accumule est acétylée ce qui suggère qu'elle soit activée. Collectivement, ces résultats 

et ceux présentés à la figure 3.8 suggèrent que, conséquemment à la phosphorylation sur 

SerI5 et l'acétylation sur Lys382, la protéine p53 qui s'accumule dans les HIESC au fil de la 

décidualisation pourrait être active. 
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Figure 3.9 Variation de l'acétylation de la lysine 382 de p53 dans les BlEse aux 
jours 1,3,6 et 10 de la décidualisation. 
Les HIESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 !lM de MP A (D) ou 
avec le diluant (C) pour les durées indiquées. Les niveaux d'A-p53 
(Lys382)/p53 ont été mesurés par WB. Ces résultats représentent la 
moyenne +/- écart-type de trois expériences indépendantes. L'analyse 
statistique a été effectuée à l'aide du test Student. 

En résumé, les résultats présentés jusqu'ici montrent que la protéine p53 s'accumule 

dans les HIESC en cours de décidualisation, mais que cette accumulation n'est pas 

accompagnée d'une modification de son état d'activation, si l'on se base sur l'analyse des 

deux modifications post-traductionnelles activatrices couramment étudiées surp53. Ainsi, 

sa phosphorylation et son acétylation sur des résidus clés pourraient faire en sorte de 

maintenir la protéine dans une conformation active, lorsqu'elle s'accumule dans les HIESC 

en décidualisation. Toutefois, le type d'analyse effectué investigue l'état d'activation et 

non le niveau réel d'activité; d'autres types d'analyses sont nécessaires pour vérifier 

l'activité de p53 et la plus classique consiste à mesurer l'expression de gènes cibles du 

facteur de transcription. 
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3.5 Étude de l'activité de p53 à travers l'analyse de gènes cibles pendant la 
décidualisation 

Tel que mentionné plus tôt, une des fonctions de la protéine p53 lorsqu'elle est activée est 

de réguler négativement le cycle cellulaire. Pour y parvenir, le facteur de transcription p53 

contrôle l'expression de gènes impliqués dans le cycle cellulaire : il favorise notamment 

l'expression de gènes qui inhibent ce cycle, tel que p21, et réprime des gènes activateurs 

du cycle cellulaire, tels que cycline Blet Cdc2 (Figure 1.9). Ces trois protéines ont donc 

servi à titre de marqueur de l'activité de p53. 

3.5.1 Mesure des niveaux de la protéine p21 dans les IDESC 

Premièrement, l'expression de la protéine p21 dans les HIESC a été mesurée à 

diverses étapes de la décidualisation, soit aux jours 1, 3, 6 et 10, et a été normalisée sur la 

~-actine. Ces résultats sont illustrés à la Figure 3.10. On remarque que l'induction de la 

décidualisation n'a pas provoqué de variation significative des niveaux de p21 . Toutefois, 

p21 semble augmenter après le jour 1 et ce, indépendamment du stimulus de 

décidualisation. Bien que ces résultats ne soient pas significatifs, cette tendance suggère 

une hausse de l'activité de p53 dans les HIESC au cours de la décidualisation. Cependant, 

en raison de la grande variabilité des résultats, il faudrait répéter ces expériences pour 

parvenir à une conclusion définitive en ce qui concerne p21; de plus, il serait hâtif de 

conclure quant à l'activité de p53 sur la base d'un seul gène cible. 
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Figure 3.10 Variation des niveaux de la protéine p21 dans les IDESC aux jours 1, 
3,6 et 10 de la décidualisation. 
Les HIESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 JlM de MP A (D) ou 
avec le diluant (C) pour les durées indiquées, puis la quantité de protéine 
p21 a été évaluée par WB. Ces résultats représentent la moyenne +/- écart­
type de trois expériences indépendantes. L' analyse statistique a été 
effectuée à l'aide du test Student. 

3.5.2 Mesure des niveaux de la protéine cycline BI dans les mESC 

Deuxièmement, l 'expression de la protéine cyc1ine BI dans les HIESC a été mesurée 

aux jours 1, 3, 6 et 10 de la décidualisation, et normalisée sur la ~-actine. Ces résultats 

apparaissent à la Figure 3.11. On remarque que la quantité de cyc1ine BI tend à augmenter 

dans les cellules en réponse au stimulus de décidualisation, sans que ce soit significatif. Il 

serait approprié de répéter cette expérience étant donné la variabilité des résultats. Mais 

pour l'instant, puisque p53 régule négativement l' expression de cyc1ine BI , ces résultats 

suggèrent qu'en réponse au stimulus de décidualisation, il n 'y ait pas d 'augmentation 

suffisante de l ' activité de p53 pour qu'il y ait diminution de l ' expression de son gène cible 

cyc1ine BI. 
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Figure 3.11 Variation des niveaux de la protéine cycline BI dans les mESC aux 
jours 1, 3, 6 et 10 de la décidualisation. 
Les HIESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 J..lM de MP A (D) ou 
avec le diluant (C) pour les durées indiquées, puis la quantité de protéine 
cycline BI a été évaluée par WB. Ces résultats représentent la moyenne +/­
écart-type de trois expériences indépendantes. L'analyse statistique a été 
effectuée à l'aide du test Student. 

3.5.3 Mesure des niveaux de la protéine Cdc2 dans les mESC 

Troisièmement, l'expression de la protéine Cdc2 dans les HIESC a été mesurée aux 

jours 1, 3, 6 et IOde la décidualisation et nonnalisée sur celle de la ~-actine. La Figure 3.12 

révèle les résultats obtenus. Cette fois, on note une augmentation significative du niveau 

de Cdc2 dans les cellules décidualisées par rapport aux cellules contrôles et ce, au sixième 

jour de la décidualisation. Bien que n'étant pas significative, cette tendance à la hausse est 

aussi notée au jour 3 de la décidualisation. Puisque p53 est un régulateur négatif de 

l'expression de Cdc2, tout comme pour cycline BI, ces résultats suggèrent que l'activité 

de p53 n ' est globalement pas augmentée durant la décidualisation et même, pourrait être 

diminuée. Encore une fois , compte tenu de la grande variabilité des résultats, l'expérience 

serait à répéter. 
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Figure 3.12 Variation des niveaux de la protéine Cdc2 dans les IDESC aux jours 
1, 3, 6 et 10 de la décidualisation. 
Les HIESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 J.l.M de MP A (D) ou 
avec le diluant (C) pour les durées indiquées, puis la quantité de protéine 
Cdc2 a été évaluée par WB. Ces résultats représentent la moyenne +/- écart­
type de trois expériences indépendantes. L'analyse statistique a été 
effectuée à l'aide du test Student. 

Collectivement, tous les résultats décrits plus haut suggèrent fortement que pendant 

la décidualisation, la protéine p53 s'accumule dans les HIESC, dans un état d'activation 

basal inchangé. 

3.6 Localisation intracellulaire de p53 au cours de la décidualisation 

La localisation de p53, au niveau cytoplasmique ou nucléaire, a d'importantes 

conséquences sur son activité et sa fonction dans la cellule. Nous avons donc évalué la 

localisation intracellulaire de p53 dans les HIESC durant la décidualisation. Ces résultats 

sont exposés à la Figure 3.13. Contrairement à notre hypothèse de départ selon laquelle 

p53 pourrait être exportée du noyau cellulaire pour être inactivée lors de la décidualisation, 

la localisation intracellulaire de p53 est demeurée invariable tout au long de la 
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décidualisation. Que ce soit dans les cellules contrôles, dans la colonne de gauche, ou dans 

les cellules décidualisées, dans la colonne de droite, on visualise bien que p53, représenté 

par le marquage rouge, se situait principalement dans le compartiment nucléaire, co­

localisé avec l'ADN nucléaire, qui était coloré en bleu grâce au Hoeschst. Bien que 

l'immunofluorescence ne permette en rien une évaluation quantitative ou même semi­

quantitative d'une protéine d'intérêt dans les cellules, nous avons observé que le marquage 

rouge, représentant p53, apparaissait plus intense dans les cellules recevant le stimulus de 

décidualisation, ce qui est en accord avec l'observation de l'accumulation de la protéine 

totale au fil de la décidualisation (Figure 3.3). Quoiqu'il en soit, l'analyse de la localisation 

intracellulaire de p53 devra être faite par une procédure alternative, telle que le 

fractionnement cytosolique-nucléaire. 
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Figure 3.13 Photo de la localisation intracellulaire de p53 dans les mESC aux 
jours 1, 3, 6 et 10 de la décidualisatioD. 
Les illESC ont été traitées avec 0,5 mM d'AMPc et 1 JlM de MPA ou 
avec le diluant (Contrôle) pour les durées indiquées, puis la 
localisation intracellulaire de p53 a été examinée par microscopie à 
immunofluorescence (Grossissement 630X). Bleu: ADN (Hoechst) 
Rouge: p53 (Alexa). 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

La régulation et le rôle de p53 dans les cellules endométriales stromales au cours de 

la grossesse, et plus précisément pendant la décidualisation, n'a jamais été investigué en 

profondeur. Pourtant, p53 est un régulateur majeur de la prolifération et la survie cellulaire 

en général, et ces processus sont grandement sollicités au cours de la décidualisation. Dans 

le cadre de ma maîtrise, j'ai eu l'opportunité d'investiguer la régulation de la protéine p53 

dans les HIESC au fil de la décidualisation. 

Pour débuter ce travail de recherche, j'ai mis au point un modèle de décidualisation 

in vitro des HIESC. Comme cette expérience était réalisée pour la première fois dans le 

laboratoire de ma directrice de recherche, j'ai aussi vérifié la validité de notre modèle. En 

réponse à un traitement à l'AMPc et à la MP A, les HIESC ont exhibé des changements 

morphologiques et protéomiques entièrement conformes au modèle de décidualisation 

décrit par nos prédécesseurs [25] : d'une part, les cellules ont acquis une forme large et 

ronde caractéristique, et d'autre part, elles ont sécrété un niveau plus élevé du marqueur 

de décidualisation prolactine. 

Notre modèle expérimental optimisé, j'ai pu étudier l'impact du stimulus de 

décidualisation sur la régulation de la protéine p53 dans les HIESC. Mes travaux ont 

permis de mettre en lumière une accumulation substantielle de la protéine p53 dans les 

HIESC en cours de décidualisation in vitro induite par AMPc et MP A. Ces résultats sont 

en accord avec des études précédentes effectuées par d'autres équipes de recherche et 

utilisant des modèles expérimentaux distincts du nôtre: 1) une augmentation de p53 avait 

déjà été rapportée dans des cultures primaires de CSE humaines traitées avec de l' AMPc 

seulement [2]; 2) puis in vivo, chez les cellules endométriales du rat durant la deuxième 

phase de la décidualisation [107]. 
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Mes travaux ont cependant pennis de comprendre davantage la cinétique de ce 

processus. En effet, dans notre modèle, l'accumulation significative de p53 est mesurable 

dès le troisième jour du processus de décidualisation in vitro, alors que dans la seule autre 

étude disponible, elle n'avait été investiguée qu'après 6 jours de traitement. 

L'augmentation de la quantité totale de p53 que nous avons observée dans les HIESC dès 

le 3e jour de décidualisation coïncidait avec l'induction des changements morphologiques 

et de la sécrétion du marqueur de décidualisation prolactine: ceci suggère une possibilité 

jamais encore investiguée, soit celle d'un rôle possible pour p53 dans le contrôle de la 

décidualisation. J'ai été emballée par cette perspective et de nombreuses questions ont fait 

surface: Quel est le rôle de cette accumulation de p53 dans les CSE en décidualisation? 

Par quels mécanismes cette accumulation de p53 est-elle régulée? Est-ce que l'activité 

transactivatrice de p53 sur ses gènes cibles est modulée dans ces cellules au fil de la 

décidualisation? 

Le plus souvent, p53 s'accumule dans les cellules en réponse à un stress 

génotoxique, ce qui provoque un arrêt du cycle cellulaire en phase GIou G2 pour 

permettre la réparation de l'ADN, sans quoi l'apoptose est induite [52, 53]. Toutefois, la 

présence d'un stress génotoxique dans les HIESC en décidualisation est très peu probable 

et n'a jamais été décrite. Une élévation soutenue de p53 est également associée aux 

cellules cancéreuses qui expriment une forme mutante de la protéine qui ne peut se lier 

sur le promoteur de son gène cible MDM2. Cette mutation de p53 conduit à sa stabilisation 

et son accumulation 4ans les cellules cancéreuses [113]. Dans notre contexte, il est 

possible que l'accumulation de p53 que nous observons, résulte d'une régulation à la 

baisse de MDM2, principale protéine régulatrice des niveaux de p53 dans la cellule. En 

effet, une équipe a déjà observé une diminution de la quantité totale de la protéine MDM2 

dans des CSE après 6 et 12 jours de traitement avec de l'AMPc [2]. Par conséquent, il 

serait pertinent d'étudier l'expression de la protéine MDM2 au fil de la décidualisation. 

Toutefois, faute d'avoir pu optimiser une procédure de détection de MDM2 par 

immunobuvardage de type Western pendant le temps dont je disposais, je n'ai pu vérifier 

cette hypothèse. Une étudiante qui complète actuellement le projet de recherche que 

j'avais entamé dans le laboratoire du Dr Van Themsche aura l'opportunité de le faire. 
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Il est possible que la validité de notre modèle expérimental soit remise en question 

puisque les HIESC ont été immortalisées à l'aide de l'antigène T large de SV40, et que 

celui-ci peut modifier l'activité de p53. En effet, l'antigène T large de SV40 est un puissant 

proto-oncogène capable de transformer un large éventail de lignées cellulaires. Il agit 

principalement en inactivant des suppresseurs de tumeur dans la cellule, dont la protéine 

du rétinoblastome (Rb) et p53 [114]. Toutefois, il a été démontré que dans certains types 

de cellules, cette transformation est indépendante de p53 [115, 116]. Dans les HIESC 

utilisées au cours de notre travail de recherche, il nous a été possible d'observer une 

augmentation de la quantité de p53 suite au stimulus de décidualisation. De plus, des 

niveaux de base de phosphorylation de p53 sur la SeriS et d'acétylation de p53 sur Lys382 

ont été détectés. Cette modulation de l'expression de la protéine p53 et la présence de ces 

modifications post-traductionnelles activatrices suggèrent que, dans notre modèle, 

l'antigène T large de SV40 n'inactive pas cette protéine. Enfm, pour exclure 

défmitivement cette probabilité, il serait pertinent de réaliser une expérience qui nous 

permettrait d'étudier l'interaction entre ces deux protéines, la co-immunoprécipitation par 

exemple. 

Deux voies de signalisation sont activées lors de l'induction de la décidualisation 

des HIESC in vitro: la voie de la PKA, et celle de la P4. L'implication de la voie de la 

PKA a été examinée dans le cadre des travaux présentés ici, parce que certains auteurs ont 

déjà observé que, dans l'étude de la décidualisation citée plus haut, l'augmentation de p53 

survenait dans des cellules traitées à l'AMPc seulement, donc en absence de P4 [2]. 

Un inhibiteur pharmacologique de la voie de la PKA, le H89, a donc été employé 

afin d'inhiber cette voie et vérifier l'impact sur l'expression de p53 au fil de la 

décidualisation in vitro. Il était souhaitable d'obtenir des conditions d'utilisation dans 

lesquelles le H89 pourrait ralentir l'activité de la voie de la PKA sans entraver le processus 

de décidualisation in vitro. Les résultats obtenus ont démontré que le traitement des 

HIESC avec le H89, a diminué l'activité de la voie de la PKA d'environ 50 %. Cette baisse 

a été jugée comme étant minimale mais satisfaisante pour analyser l'impact de la voie de 

la PKA sur l'expression de p53 au cours de la décidualisation. Les résultats de l'analyse 
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de l'expression de p53, dans ces conditions d'inhibition de la voie de la PKA, ont révélé 

que, bien que la quantité de p53 tende à augmenter dans les HIESC après trois jours de 

décidualisation, l'augmentation n'est plus significative. Il est donc possible que 

l'expression de p53 durant la décidualisation soit indépendante de la voie de la PKA. 

Ces résultats méritent cependant d'être confirmés par des expériences 

supplémentaires, étant donné que : 1) les expériences que j'ai faites examinaient seulement 

l'impact de l'inhibition de la voie de la PKA après trois jours de décidualisation. Il serait 

utile de les réaliser dans le contexte d'une décidualisation prolongée, à six jours de 

décidualisation notamment, où nous observions une augmentation significative de la 

quantité de p53 dans les HIESC; 2) H89 présentent une grande variabilité d'une 

expérience à l'autre et il m'est arrivé fréquemment de ne pas réussir à atteindre la valeur 

seuil que nous nous étions fixée de 50 % d'inhibition du ratio P-CREB/CREB. Ces 

expériences étaient rejetées mais elles constituent un indice permettant de soupçonner que 

l'efficacité du H89 n'était pas constante dans nos conditions expérimentales. À cet égard, 

bien que le H89 soit commercialisé à titre d'inhibiteur sélectif de la voie de la PKA, il 

n'est pas complètement spécifique à celle-ci et peut inhiber d'autres kinases [117]. Par 

conséquent, la grande variabilité de l'impact du H89 sur la quantité totale de la protéine 

p53 pourrait résulter d'une inhibition inconstante d'autres kinases que la PKA. Des études 

complémentaires seront donc nécessaires pour établir définitivement le rôle de la PKA 

dans la régulation de p53 dans les HIESC; l'approche que l'équipe du Dr Van Themsche 

a choisie pour l'avenir est celle de l' ARN d'interférence. 

Il n'est pas exclu que la voie de signalisation induite par la P4 soit également 

impliquée dans la régulation de l'expression de p53 dans notre modèle de décidualisation. 

Étant donné que la voie de la PKA et celle de la P 4 convergent lors de la décidualisation, 

les deux voies pourraient être responsables de moduler l'expression de p53. Des travaux 

destinés à vérifier cette hypothèse sont actuellement en cours dans le laboratoire du 

Dr Van Themsche, à l'aide du stéroïde synthétique RU486 inhibant l'action de la P4. 
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L'accumulation de la quantité de p53 dans une cellule peut résulter de différentes 

modifications post-traductionnelles qui affectent la stabilité autant que l'état d'activation 

de la protéine. Deux de ces modifications ont été étudiées dans le présent travail soit la 

phosphorylation de la sérine 15 et l'acétylation de la lysine 382. Or, les quantités de p53 

phosphorylée sur Serl 5 et de p53 acétylée sur Lys382 n 'ont pas présenté de variation 

significative au cours du processus de décidualisation in vitro, pour la lignée de cellules 

HIESC. Ainsi, la protéine p53 qui s'accumule au cours de ce processus est à la fois 

phosphorylée et acétylée, sur des résidus clés associés au maintien de la conformation 

active de cette protéine. Ceci suggère que p53 puisse être active dans ces conditions, 

contrairement à notre hypothèse de départ. Toutefois, il faut émettre quelques réserves sur 

cette affirmation : d'autres modifications post-traductionnelles peuvent survenir sur p53, 

dont certaines sont activatrices et d'autres, inhibitrices. Ainsi, plusieurs autres sites sur la 

protéine p53 pourraient faire l'objet d'analyse, dans le contexte de la décidualisation des 

HIESC, pour compléter cet aspect de l'étude: par exemple, la phosphorylation de la sérine 

20 [118, 119] ou l'acétylation des autres lysines de la partie C-terminale (Lys370, Lys372, 

Lys 373, Lys381, Lys386) (Figure 1.7) [120]. 

Enfin, dans le but d'évaluer l'activité du facteur de transcription p53 dans les HIESC 

au fil de la décidualisation, l' expression de quelques-uns de ses gènes cibles, qui sont 

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, a été étudiée. Parce que notre laboratoire 

possédait une expertise très limitée à ce moment au niveau de la PCR en temps réel, j'ai 

consacré mes efforts à la quantification de l'expression des cibles de p53 au niveau 

protéique. La première protéine analysée a été p21. Celle-ci est une protéine qui inhibe le 

cycle cellulaire, et il est bien établi dans différents modèles, mais pas encore investigué 

dans les HIESC, que p53 augmente son expression [52]. Si p53 régule positivement 

l'expression de p21 dans les HIESC, les niveaux de p21 et de p53 devraient varier dans le 

même sens au fil de la décidualisation. Toutefois, en lien avec l'hypothèse générale selon 

laquelle p53 serait inactivée durant la décidualisation, on s'attendait à ce que les niveaux 

de p21 ne soient pas modulés dans les cellules au fil de la décidualisation. En accord avec 

notre hypothèse, nos résultats ont démontré que l' induction de la décidualisation n'a pas 

engendré de variation significative des niveaux de p2I , ce qui suggère que p53 n'est pas 
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actif dans les HIESC en décidualisation. Par contre, il est documenté que p21, outre son 

rôle au sein du cycle cellulaire, est aussi un acteur important dans la différenciation 

cellulaire et que, dans ce contexte, son expression peut être indépendante de p53 [121, 

122]. Puisque d'autres facteurs de transcription que p53 régulent habituellement 

l'expression de p21 dans les divers types cellulaires [121, 122], il est possible que p21 ne 

soit pas un bon marqueur pour suivre l'état d'activité de p53 dans les HIESC. D'ailleurs, 

dans une étude récente, les niveaux de la protéine p21 corrélaient négativement avec ceux 

de la protéine p53 dans les HIESC en décidualisation in vitro [20]. Il était donc crucial de 

combiner l'analyse de p21 avec celle d'autres cibles de p53. 

Dans le contexte de la régulation du cycle cellulaire, p53 active peut inhiber 

l'expression des protéines Cdc2 et cycline BI empêchant ainsi la formation du complexe 

Cdc2/cycline BI essentiel à la progression du cycle cellulaire de la phase 02 à M. Nous 

avons donc choisi d'analyser l'expression de ces deux protéines dans les HIESC au fil de 

la décidualisation. La cycline BI remplit un rôle d'activateur du cycle cellulaire et son 

expression est régulée à la baisse lorsque p53 est active [123]. Ainsi, si p53 est activée 

pendant la décidualisation, l'expression de cycline BI devrait diminuer. Or, nous n'avons 

observé aucune variation significative des niveaux de cycline BI lors de la 

décidualisation. Même si nos résultats montraient une grande variabilité, nous avons 

plutôt observé une tendance à la hausse de la quantité de cycline BI dans les cellules en 

réponse au stimulus de décidualisation, ce qui renforcerait l'hypothèse selon laquelle p53 

serait inactivée durant ce processus. Toutefois, les résultats que nous avons obtenus vont 

à l'encontre de ce qui avait déjà été démontré par Tang et ses collaborateurs [32] : ceux-ci 

avait constaté que l'expression de la cycline BI , dans des cultures primaires de cellules 

endométriales humaines, diminuait sous l'effet de la P 4. Ceci peut s'expliquer entre autres, 

par la différence entre les modèles expérimentaux: l'équipe de Tang a travaillé avec des 

cultures primaires de cellules endométriales humaines constituées de cellules stromales et 

épithéliales, nous avons travaillé plus spécifiquement avec des cellules endométriales 

stromales. 
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Comme c'est le cas pour cycline BI , l ' expression de Cdc2 au cours du cycle 

cellulaire, est aussi régulée négativement par l'activité de p53 [124]. Nos résultats ont 

révélé une augmentation significative du niveau de Cdc2 dans les cellules décidualisées 

par rapport aux cellules contrôles au sixième jour de la décidualisation et une fois de plus, 

ces résultats corroborent l'hypothèse selon laquelle p53 serait inactivée durant la 

décidualisation. 

Les expériences concernant les changements au niveau de l'expression des cibles 

transcriptionnelles de p53, soit p21 , cycline BI et Cdc2, sont difficiles à interpréter dû au 

fait que leurs niveaux changent dans les cellules contrôles au cours de l'expérience. Ceci 

suggère qu'un arrêt du cycle cellulaire se produit, potentiellement parce que les cellules 

deviennent confluentes. Les changements dans les cellules décidualisées qui devraient 

déjà avoir arrêté leur cycle cellulaire sont donc difficiles à comparer avec les cellules 

contrôles. Enfm, puisque la régulation du cycle cellulaire durant la décidualisation est 

encore mal comprise, il est possible que d'autres mécanismes influencent l'expression des 

trois protéines de manière p53-indépendante, ce qui pourrait expliquer la grande 

variabilité de nos résultats. 

En conclusion, en accord avec l'analyse des modifications post-traductionnelles 

décrite plus haut, l' analyse de l'expression de gènes cibles de p53 durant la décidualisation 

suggère fortement que l'accumulation de p53 ne s' accompagne pas d'une recrudescence 

de son activité. Néanmoins, en raison de la variabilité des résultats, ces expériences 

devraient être répétées pour arriver à une conclusion défmitive. Aussi, pour confirmer ces 

résultats, il faudrait mesurer, par PCR, les niveaux des transcrits des principaux gènes 

cibles de p53 qui ont fait l'objet de cette étude, soient p21 , cycline Blet Cdc2. 

Pour compléter mon travail de recherche, l ' analyse de la localisation intracellulaire 

de p53 à l'aide de l'immunofluorescence a révélé que p53 était essentiellement confinée 

dans le compartiment nucléaire des HIESC au repos et que cette localisation demeurait 

constante tout au long de la décidualisation. Ces observations pouqont être confirmées 

par une méthode biochimique courante, soit celle du fractionnement cytoplasmique-
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nucléaire. Nos résultats actuels, conjointement avec ceux de l'accumulation de p53 au 

cours de la décidualisation, suggèrent fortement que la protéine p53 s'accumule 

principalement au niveau du noyau des HIESC au fil de la décidualisation. Si c'est le cas, 

ceci contreviendrait donc à notre hypothèse de départ selon laquelle p53, lors de la 

décidualisation, serait exportée du noyau cellulaire pour être inactivée. De façon générale, 

la localisation nucléaire de p53 est associée à la présence d'activité transcriptionnelle, 

mais il est aussi possible que cette protéine se trouve dans le noyau, lié à l'ADN tout en 

étant inactive [98]. Ceci suscite donc un questionnement quant au rôle de la protéine p53 

inactive qui s'accumule dans le noyau des CSE durant un processus physiologique aussi 

important et fmement régulé que la décidualisation. L'hypothèse qui nous semble la plus 

plausible est celle où le facteur de transcription p53 inactivé serait lié à l'ADN au niveau 

des sites consensus du promoteur de ses gènes cibles, mais incapable de réguler leur 

expression. Ceci pourrait empêcher d'autres facteurs de transcription d'exercer leur 

fonction de redondance ou de compensation, de sorte que l'expression des gènes cibles de 

p53, dans ce contexte, soit stablement compromise afin de permettre que la décidualisation 

se déroule avec succès. 



CHAPITRE V 

CONCLUSION 

La décidualisation des CSE est primordiale à la réussite de l'implantation de 

l'embryon et au bon déroulement de la grossesse ce qui en fait donc une étape cruciale 

dans la physiologie de la reproduction. L'expression de la protéine p53, qui augmente plus 

particulièrement en seconde phase de la décidualisation [2, 107], est importante dans la 

fonction reproductrice maternelle [125]. Toutefois les mécanismes de régulation de la 

protéine p53 ainsi que son rôle dans le processus de décidualisation ne sont pas clairement 

établis. 

Au cours de ce travail de recherche, un modèle de décidualisation in vitro de CSE 

humaines immortalisées (HIESC) a été validé morphologiquement et fonctionnellement. 

Dans ce modèle de décidualisation, une accumulation significative de la protéine p53 dans 

les HIESC a été démontrée et ce, dès le troisième jour de traitement; nous avons obtenu 

des indications expérimentales suggérant que cette accumulation est indépendante de la 

voie de la PKA. Il n'est toutefois pas possible d'énoncer une conclusion définitive, en 

raison de la variabilité de nos résultats. De plus, l'accumulation de p53 dans les HIESC, 

tout au long de la période de décidualisation in vitro, ne s'accompagne pas d'une 

accumulation de certaines modifications post-traductionnelles activatrices ni d'une 

recrudescence de son activité sur ses gènes cibles traditionnels: au contraire, l'activité de 

p53 semble fortement diminuée dans ce contexte. Enfm, si p53 a été localisée 

principalement dans le compartiment nucléaire des HIESC maintenues en conditions 

basales, cette situation est demeurée inchangée au cours de la décidualisation. 

Toutes ces nouvelles données montrent comment la protéine p53 est régulée au 

niveau du noyau des CSE au cours du processus de décidualisation, où elle serait 

maintenue dans une conformation inactive. Ceci renforce notre hypothèse selon laquelle 
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p53 doit être inactivée dans les CSE pour permettre une décidualisation adéquate et le 

maintien de la grossesse. Les mécanismes impliqués dans l 'accumulation et l ' inactivation 

de p53 méritent d'être approfondis, autant que son rôle et l ' importance de son activation. 

Au terme de mes travaux, de nombreuses perspectives de recherche sont dégagées : 

1) Déterminer le rôle de p53 dans les HIESC en décidualisation. La technique 

d' interférence ARN de p53 pourrait être utilisée afm de déterminer si p53 est nécessaire 

au processus de décidualisation; si p53 s'accumule sous une forme inactive dans le noyau 

cellulaire de manière à assurer l'inhibition de la transactivation de ses gènes cibles par des 

facteurs de transcription redondants, l'interférence à l'ARN de p53 devrait permettre une 

régulation à la hausse de cycline Blet Cdc2 lors de la décidualisation; 2) Vérifier 

l'implication potentielle de la voie de la P4 dans l ' accumulation de p53, pour emichir notre 

compréhension sur la manière dont est régulé cet important facteur de transcription dans 

le contexte de la décidualisation. L' interférence à l'ARN, de même que l'inhibition 

pharmacologique du récepteur à la progestérone, sont deux avenues simples et peu 

coûteuses qui pourront être empruntées à cette fm; 3) Compléter l'étude de la régulation 

post-traductionnelles de p53, par l'analyse de différentes modifications activatrices et 

inhibitrices associées à cette protéine. Ceci nous renseignera sur les mécanismes qui 

régulent l' état d'activation de la protéine et potentiellement, sa localisation intracellulaire 

également; 4) Analyser l'expression de p53 et ses gènes cibles au niveau transcriptionnel 

dans les HIESC en décidualisation, par la technique de PCR en temps réel. TI est possible 

que p53 ne soit pas régulée par le palier transcriptionnel puisque l'augmentation de la 

quantité de cette protéine survient suite à un délai relativement prolongé, soit trois jours 

de décidualisation. Également, nous proposons que ses gènes cibles cycline Blet Cdc2 

ne montreront pas de variation transcriptionnelle au fil de la décidualisation, ce qui 

confirmerait notre hypothèse selon laquelle p53 est inactivée pendant ce processus; 5) En 

dernier lieu, il serait important de vérifier si les résultats obtenus dans notre modèle de 

décidualisation in vitro sont reproductibles dans un modèle in vivo. À cette fin, l'équipe 

du Dr Van Themsche planifie recourir au modèle de décidualisation in vivo chez le rat. TI 

sera possible de collecter le stroma endométrial des animaux et de faire l'analyse ex vivo 

de la protéine p53 et ses cibles. 
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Collectivement, ces expériences en association avec celles que j'ai déjà conduites 

permettront d'acquérir une connaissance nouvelle du rôle et de la régulation de p53 dans 

le processus de décidualisation des CSE. Toutes les informations recueillies seront très 

importantes pour atteindre une meilleure compréhension de la physiologie et de la biologie 

cellulaire de la fonction reproductrice maternelle. 
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