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Résumé

Le processus de remodelage de la matrice extriuedilest soumis a une régulation
stricte. En particulier, les modifications cycligude I'endometre humain sont globalement
controlées par les fluctuations des concentratiens stéroides ovariens, cestradiol et
progestérone. L’élimination de la couche supefficiede I'endométre humain n’est
normalement permise que lors de la menstruationrégonse a la chute brutale des
concentrations de ces hormones en fin de cycles all@ s’observe également lors d’épisodes
de saignement imprévu dit dysfonctionnel. Toutefosi cours de ces événements
physiologiques et pathologiques de dégradation regtitale, I'activité de métalloprotéases
matricielles (MMPs), dont les collagénases, restenfient régulée dans le temps et dans
I'espace grace a l'intervention d’'un réseau dekiyts, principalement l'interleukinesd(IL-
la). Des études précédentes au laboratoire avaientifié in vitro un mécanisme paracrine
d’'induction de la production de la collagénase-1MiMP-1 par les fibroblastes du stroma
endométrial en réponse a I'llallibérée par les cellules épithéliales. Mon travaileu pour
objectif de préciser les mécanismes de contrélkegpression et de la bioactivité de I'lLal
dans I'endometran vivo, en particulier dans le contexte de linductionnsteuelle ou
pathologique de la collagénase.

Les variations des concentrations de 'ARNm dd.-Ib et de la protéine
correspondante ont été examinées par RT-PCR catarditet ELISA dans des échantillons
d’endométre prélevés au cours des différentes phdsgecycle menstruel et pendant des
épisodes de saignement dysfonctionnel. ARNmM gpriatéine ont également été localisés
par hybridationin situ et immunohistochimie afin d’en préciser I'origisellulaire, a l'aide
d’anticorps spécifiques de marqueurs de typeslaeths. L'effet des stéroides ovariens sur le
contréle de I'expression et de la libération dé-llla a été directement investigué en culture
d’explants ou de cellules purifiées.

Une différence majeure d’action des stéroidesienarsur I'lL-lo a été mise en
évidence entre glandes et stroma. Les celluleb@ates synthétisent de I'lLeltout au long
du cycle menstruel mais ne la libérent qu’en répanta chute combinée de concentration de
I'cestradiol et de la progestérone. Une fois libgnde-1a épithéliale induit sa propre
amplification paracrine par les fibroblastes dwmia. Celle-ci est toutefois inhibée par les
stéroides ovariens, qui exercent ainsi un doubleani de blocage : en empéchant la
libération épithéliale et la synthese fibroblaséigiliL-1a. Ainsi, la production d’IL-&x par le
stroma endomeétrial est strictement limitée a la streation et aux épisodes de saignement
dysfonctionnel. L'IL-Tx libérée stimule la production fibroblastique de MM, comme
attendu, mais n’est pas responsable de celle dellagénase-2 ou MMP-8, bien que mes
investigations par hybridatian situ et immunomarquage montrent clairement le paraitédi
d’expression et de répression hormonale des detaedlopgrotéases.

En résumé, mes résultats démontrent I'expresslbrilar par au moins deux types de
cellules résidentes dans I'endometre humain etiguarnt la multiplicité des niveaux du
contrble hormonal sur cette cytokine. lls apportent soutien substantiel a I'implication
majeure de I'lL-Ir dans le déclenchement et la régulation localead#gradation tissulaire
physiopathologique.






Summary

Extracellular matrix remodelling is under tightgutation. In particular, cyclical
modifications in the human endometrium are globalytrolled by the fluctuations in the
concentrations of the ovarian steroids, oestrogeh @ogesterone. The elimination of the
superficial layer of the human endometrium is ndlynaestricted to menstruation, in
response to the sudden fall in the concentratiadih@ge hormones at the end of the cycle, but
it also occurs during irregular bleeding episodasring these physiopathological events of
endometrial degradation, the activity of matrix alleproteinases (MMPs), among which
collagenases, remains finely regulated in time sp@ace due to the action of a network of
cytokines, mainly interleukind (IL-1a). Former studies from the laboratory had iderdifre
vitro a paracrine mechanism of induction of collageriagbtMP-1) production by stromal
fibroblasts in response to ILalreleased from epithelial cells. The aims of my kvavere to
narrow down the mechanisms controlling the expoessind bioactivity of IL2a in the
endometriumin vivo, in particular in the context of menstrual or mdtigical induction of
collagenase.

Variations in the mRNA and protein concentratiafsIL-1a were measured by
quantitative RT-PCR and ELISA in endometrial saraellected during the different phases
of the cycle or during irregular bleeding episoddsla mRNA and protein were also
localized byin situ hybridization and immunohistochemistry in ordeisfecify their cellular
origin using antibodies specific to cell type maskeThe effect of ovarian steroids on the
control of IL-1o expression and release was directly investigatecliture of explants and
purified cells.

A major difference in the action of ovarian stel®bn IL-lo was evidenced between
glands and stroma. Epithelial cells synthesize ditliroughout the menstrual cycle but do not
release it except in response to the fall in thaceatration of both oestradiol and
progesterone. Once released, epithelial-derivetlilinduces its own paracrine amplification
by stromal fibroblasts. However, this amplificatisninhibited by the ovarian steroids which
therefore exert a double blocking action : by préwvey epithelial release and fibroblastic
synthesis of IL-&1. As a consequence, the production of L4y the endometrial stroma is
strictly restricted to menstruation and irregulbadaling episodes. Released la-ihduces the
fibroblastic production of MMP-1 but is not respdne for that of MMP-8, although my
investigations byin situ hybridization and immunolabelling clearly show aradlelism in
expression and hormonal repression of both thesallo@oteinases.

In summary, my data show that lloris expressed by at least two different types of
resident cells in the human endometrium and panthe multiplicity in the levels of
hormonal control on this cytokine. They offer a stalntial support to the major contribution
of IL-1a to trigger and locally control physiopathologitiasue breakdown.
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Chapitre | : Introduction

Chapitre | : Introduction

Les recherches menées au sein du laboratoire d'accueil visent globalement a
clarifier les mécanismes du remaniement de la matrice extracellulaire et leur
régulation. Le remodelage matriciel est observé dans des processus aussi bien
physiologiques que pathologiques tels que I'embryogenese, la menstruation, la
cicatrisation, l'arthrite rhumatoide, Il'arthrose, I'athérosclérose, l'inflammation et la
progression tumorale (Page-McCaw et al. 2007). Chez la femme en age de procréer,
la menstruation consiste en la dégradation et I'élimination cycliques de la couche
superficielle de la muqueuse utérine, I'endometre, en l'absence d'implantation
embryonnaire. Cet évenement requiert une régulation complexe et stricte,
notamment en raison de l'obligation de confiner dans le temps et dans l'espace
I'importante activité protéolytique engendrée. Il constitue ainsi un modele
remarquable pour étudier les mécanismes sous-jacents. En dehors de l'espéce
humaine, le phénomene de menstruation n'a été mis en évidence que chez certaines
espeéces de primates, de musaraignes et de chauves-souris (Rasweiler 1991;
Rasweiler et de Bonilla 1992).

1) Le systeme reproducteur de la femme

[Références principales : Sternberg 1997; Widmaier et al. 2004]

1.1. Généralités

Le systeme reproducteur féminin comprend les organes génitaux externes
(seins et vulve) et les organes génitaux internes  (Figure 1.1) situés dans la cavité
pelvienne. Ces derniers comportent une paire de gonades et un systéme de conduits
et de cavités qui, sous un contréle endocrine complexe, assurent la maturation
cycligue de gameétes, les ovocytes, ainsi qu'un environnement favorable a la
fécondation, a l'implantation d'un éventuel blastocyste et a son développement. Les
gonades femelles, appelées ovaires , sont des organes ovalaires, symeétriques, fixés
a la paroi postérieure du bassin. lls sont logés en regard de I'extrémité libre en forme

d’entonnoir des trompes utérines ou trompes de Fallope , elles-mémes en

1
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continuité avec la cavité utérine. L'utérus, site de nidation, est un organe impair
médian localisé entre la vessie et le rectum. Il a la forme d'un cbéne aplati dans le
sens antéropostérieur et se continue en bas par le vagin, cylindre creux a paroi
mince tres élastique ouvert par son extrémité inférieure dans la vulve. La paroi de

l'utérus est tapissée d'une muqueuse, I'endomeétre .

A B

ovaire trompe utérine

rectum —
utérus —
vessie —

Figure 1.1 : Organes génitaux internes. (A) Localisation de I'utérus dans une coupe
sagittale de la cavité pelvienne. (B) Localisation anatomique de I'endomeétre sur une
coupe frontale des organes génitaux internes. Adaptation de "Medical encyclopedia":
http://www.nIm.nih.gov/medlineplus/encyclopedia.html

1.2. Réqgulation hormonale du cycle

[Références principales : Shupnik 1996; Yen 1991; Widmaier et al. 2004]

Chez la femme, la fonction de reproduction est caractérisée par des cycles
dits « menstruels » régulés par la production coordonnée d’hormones
hypothalamiques, hypophysaires et ovariennes. Le cycle menstruel (Figure 1.2) se
manifeste depuis la puberté jusqu'a la ménopause. Il est d'une durée moyenne de 28
jours et, par convention, commence au premier jour d’apparition des saignements
(1). Il comporte trois phases distinctes : la phase menstruelle du j1 au j5, la phase
proliférative pré-ovulatoire (appelée également phase folliculaire ou phase
cestrogénique) du j6 au j14 et la phase sécrétoire post-ovulatoire (aussi appelée

phase lutéale ou phase cestroprogestéronique) du j15 au j28.
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Gonadotrophines

FSH

Follicule
ovarien

® ® ® &

Oestrogénes 7
Progestérone

I [ | l | |

Stéroides
ovariens

Couche
basale fonctionnelle
L
L
I

Couche

LT

<& »d »
<« »

Phases : menstruelle proliférative sécrétoire

ovulation

Figure 1.2 : Le cycle menstruel. Variation cyclique des concentrations plasmatiques
d'hormones gonadotropiques, du développement folliculaire, des concentrations
plasmatiques des stéroides ovariens et de la morphologie du tissu endométrial.
Adaptation de Gilbert 2006.



Chapitre | : Introduction

Pendant la phase menstruelle et au cours des jours qui suivent jusqu’'a
'ovulation, l'antéhypophyse augmente sa production de gonadotrophines , FSH
(Follicle Stimulating Hormone) et LH (Luteinizing Hormone) sous l'action générale de
la GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) produite de maniére pulsatile par
I'hypothalamus. Ces hormones agissent sur les ovaires en stimulant la maturation
des follicules ovariens formés d’'un ovocyte et des cellules l'entourant. Au j7, un
follicule est dominant et commence a secréter des aestrogénes . Les cestrogenes en
concentration relativement basse exercent une inhibition par rétrocontrdle négatif sur
la sécrétion des gonadotrophines. Avec la croissance du follicule ovarien, la
production d'cestrogenes augmente. Lorsque leur concentration est suffisamment
élevée, les cestrogenes stimulent la production des gonadotrophines dans un
mécanisme de rétrocontrble positif. On observe alors un pic de LH et de FSH au j14
qui déclenche I'ovulation, expulsion de I'ovocyte de sa coque folliculaire et de I'ovaire
vers les trompes utérines. Le follicule ovarien vide dégénere alors en corps jaune (ou
glande lutéale). Durant les jours qui suivent I'ovulation, le corps jaune est maintenu
grace a des concentrations faibles mais suffisantes de LH et produit de grandes
quantités d’'cestrogenes et de progestérone . La progestérone inhibe la production
des gonadotrophines, résultant en la dégénérescence du corps jaune en fin de cycle.
Avec la dégeénérescence du corps jaune, la disparition des stéroides ovariens
entraine la dégradation menstruelle de I'endometre. Par ailleurs, l'inhibition de la

production des gonadotrophines est levée et le cycle peut recommencer.

1.3. Modifications utérines au cours du cycle: I'e ndomeétre

[Référence principale : Burkitt et al. 1993]

D'une maniere générale, lI'endométre est constitué de deux couches: la
couche basale ou résiduelle , adjacente a la musculeuse de l'organe (le myometre),
et la couche fonctionnelle ou superficielle (Figure 1.3 : A). Le tissu endométrial se
compose de cellules épithéliales unistratifiées cylindriques, qui constituent
I'épithélium de surface s'invaginant pour former des glandes, et d'un stroma ou
mésenchyme (Figure 1.3 : B). Dans le mésenchyme, on retrouve des cellules
stromales ou fibroblastes du stroma qui élaborent un réseau de soutien riche en

fibres de collagene argyrophiles (Figure 1.3 : C), des cellules endothéliales bordant
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les vaisseaux, des cellules musculaires lisses dans la paroi des artérioles spiralées
(Markee 1940), et des cellules inflammatoires infiltrantes des lignées myéloide et
lymphoide : mastocytes, macrophages, lymphocytes T et granulocytes (ou natural
killer cells [NK]). Excepté pour les mastocytes, le nombre de cellules inflammatoires
varie tout au long du cycle menstruel et augmente en période périmenstruelle (Kamat
et Isaacson 1987). En fin de phase sécrétoire, le stroma est infiltré par de nombreux
granulocytes et monocytes-macrophages et des polymorphonucléaires éosinophiles
et neutrophiles apparaissent (Salamonsen et Woolley 1999). Au moment des
menstruations, ces leucocytes représentent jusqu'a 40% du contingent cellulaire
stromal, et 20% des leucocytes sont des macrophages (Jones et al. 2004). Selon
certains auteurs, cette infiltration de cellules inflammatoires joue un réle dans le

déclenchement de la menstruation (Salamonsen et Lathbury 2000).

Au cours du cycle, les variations en concentration plasmatique d’hormones
ovariennes vont modifier les structures et fonctions de I'appareil reproducteur de la
femme, essentiellement au niveau de I'endometre. Ces modifications ont pour but de
préparer la muqueuse a l'implantation de I'ovule fécondé et au développement intra-
utérin de I'embryon. Globalement, les cestrogenes sont nécessaires a la prolifération
de I'endomeétre et stimulent I'expression des récepteurs des stéroides (Kurita et al.
1998; Martin 1980; Prange-Kiel et al. 2001), tandis que la progestérone joue un rble
dans la différenciation et la maintenance tissulaires (de Ziegler et al. 1998; Gellersen
et Brosens 2003). La progestérone exerce également un effet anti-inflammatoire en
réprimant la production de cytokines chémoattractives pour les macrophages et les
lymphocytes (Kelly et al. 1994; Tibbetts et al. 1999). Cet effet de la progestérone est
probablement essentiel pour constituer un environnement immunologique favorable

a l'implantation et au développement du blastocyste et prévenir son rejet par la mére.

Des changements s'observent au niveau de I'endometre au cours des
différentes phases du cycle. Puisque la menstruation requiert les modifications
observées au cours des deux phases qui la précedent et puisqu’elle est déclenchée
par la chute de la concentration plasmatique des stéroides ovariens en fin de cycle, il

est plus opportun de décrire les modifications endométriales en débutant au 6.
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Figure 1.3 : Structure histologique de I'endometre et évolution au cours du
cycle. A-C : I'endometre constitue la muqueuse de la paroi utérine et est formé d'une
couche fonctionnelle et d'une couche basale (A). Le tissu endométrial est
majoritairement composé de deux compartiments : les glandes (Gl) et un stroma (St)
vascularisé (V) (B). La matrice extracellulaire du tissu endométrial est riche en fibres
argyrophiles de collagene (C). D-F : endometre prolifératif montrant des glandes
droites et étroites perpendiculaires a la lumiére de la cavité utérine (D), constituées
d'un épithélium cylindrique pseudostratifié (E) présentant de nombreuses mitoses
(F). G-I : endométre sécrétoire montrant des glandes tortueuses (G) dont I'épithélium
sécrete du glycogene (H) et des artérioles qui se spiralisent (flechesen I). En D et G
: endometre (endo) et myometre (myo). J-L : la couche fonctionnelle de I'endometre
menstruel se dégrade et est éliminée par petits fragments (J) en raison de la
dégradation du réseau de soutien de fibres de collagene (K). Dés la fin de la phase
sécrétoire et durant la phase menstruelle, on observe dans le tissu de nombreux
corps apoptotiques (L).
Sources : Pr Etienne Marbaix, communication personnelle;

http://www.isto.ucl.ac.be; http://www.cytochemistry.net

http://www.medschool.ucsf.edu/irocket/resources/Im/

- la phase proliférative (j6-j14) correspond a la régénération progressive de
la couche fonctionnelle: en réponse aux cestrogenes, les cellules épithéliales,
endothéliales et stromales proliferent a partir de cellules progénitrices de la couche
basale (Gargett et al. 2007). L'épithélium de surface se reforme, s'invagine dans le
stroma et reconstitue d'abord des glandes droites et étroites qui deviendront
progressivement tortueuses avec un épithélium pseudostratifié (Figure 1.3 : D et E).
De nombreuses figures mitotigues peuvent alors étre observées (Figure 1.3 : F).
Dans le mésenchyme cedémateux, les cellules stromales produisent d'abord de la
fibronectine, puis élaborent un réseau riche en fibres argyrophiles constituées de
collagenes de type |, lll, V et VI. Les artérioles s'allongent et le réseau vasculaire se

rétablit.

- la phase sécrétoire (j15-j28) suit l'ovulation et correspond a une
transformation cellulaire due a l'action combinée des oestrogénes et de la
progestéerone. Les modifications observées au cours de cette phase visent a enrichir
les sécrétions glandulaires en éléments nutritifs nécessaires a la survie d'un éventuel
ceuf fécondé, a permettre I'adhérence du blastocyste a I'épithélium de surface, et a
favoriser la pénétration trophoblastique en constituant un environnement riche et
bien vascularisé. Les glandes deviennent plus longues, plus sinueuses
(Figure 1.3 : G), et présentent une zone lucide d'accumulation de glycogene et de

glycoprotéines au pdle basal. En milieu de phase sécrétoire, ces produits de
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sécrétion migrent au pdéle apical et font protrusion dans la lumiére des glandes
(Figure 1.3 : H). Les artérioles deviennent spiralées et convolutées (Figure 1.3 : I). Le
stroma est cedémateux. La distension de I'endométre est maximale et le réseau de
fibres argyrophiles parait plus lache, propice a limplantation. En fin de phase
sécrétoire, I'oedeme régresse, les cellules stromales se décidualisent, c'est-a-dire
gu’elles grossissent, s’arrondissent et acquierent un noyau central et vésiculeux et
un cytoplasme clair, abondant, chargé de glycogéne, de mucopolysaccharides et de
lipides.

- la phase menstruelle (j1-j5) correspond a I'élimination de la couche
fonctionnelle de I'endometre en l'absence de fécondation et est accompagnée de
saignements (Figure 1.3 : J). Elle est due a la chute des taux plasmatiques des
stéroides ovariens en fin de phase sécrétoire suite a la perte du corps jaune ovarien
(Markee 1940). Cette diminution des concentrations hormonales engendre une
cascade de signalisation encore mal définie menant a la dégradation protéolytique
de la matrice extracellulaire (Figure 1.3 : K). On observe simultanément une
vasoconstriction des artérioles, qui pourrait diminuer I'apport d’oxygéne et de
nutriments aux cellules endométriales, et des contractions rythmées du muscle lisse
utérin, accentuant la déchirure du mésenchyme et des artérioles. Cette
désagrégation s'accompagne d'apoptose (Figure 1.3 : L), mort cellulaire programmeée,
qui touche surtout le compartiment épithélial d’apres la littérature, et ce des la fin de
la phase sécrétoire (Dahmoun et al. 1999; Hopwood et Levison 1976; Tabibzadeh
1995). Les menstrues sont ainsi composées d'un flux sanguin non coagulable, mélé
de débris tissulaires formés d'amas de cellules glandulaires et stromales qui ne sont
plus retenues par le réseau tridimensionnel de fibres de collagene. Toutefois, la
couche basale persiste avec quelques culs de sac glandulaires ouverts dans la

cavité utérine et des petits vaisseaux.
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2) Le remodelage de la matrice extracellulaire endo  métriale

2.1. La matrice extracellulaire

[Références principales : Aplin et al. 1988; Comper 1996]

La matrice extracellulaire se définit comme un réseau de macromolécules
sécrétées par les cellules et qui remplit I'espace extracellulaire. Les principales
macromolécules de la matrice extracellulaire sont des protéines fibreuses , de
structure (collagéne et élastine) ou d'adhérence (fibronectine et laminine), et des
polysaccharides  (glycosaminoglycannes et protéoglycannes). Dans le stroma
endomeétrial, les collagenes fibrillaires de type | et Il forment un réseau de fibres
argyrophiles qui fournit ainsi un soutien structural permettant le maintien de l'intégrité
du tissu et qui lui conféere ses propriétés biomécaniques. Au cours du cycle
menstruel, ce réseau est remanié. Il se constitue et se modifie d'abord durant les
phases proliférative et sécrétoire avant de disparaitre en phase menstruelle (Marbaix
et al. 1996b). Ce remaniement structurel est régulé par des protéases spécifiques qui
modulent la matrice extracellulaire; celle-ci n'est donc pas un ensemble figé de
molécules, mais bien un complexe dynamique, en constante destruction et
reconstruction. Les protéases capables de dégrader les composants de la matrice
extracellulaire sont (i) les sérine protéases tels que les activateurs du plasminogene,
(i) les cystéine et aspartyl protéases lysosomiales et (iii) les métalloprotéinases
matricielles. Les investigations du laboratoire ont démontré 'implication directe des

métalloprotéinases matricielles dans le processus de la menstruation.
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2.2. Les métalloprotéinases matricielles

2.2.1. Définition

Les métalloprotéinases matricielles (matrixines ou MMPs), famille de 25
membres connus actuellement, appartiennent a la superfamille des metzincines, des
endopeptidases dépendant du zinc et du calcium (Stocker et al. 1995). Ces
enzymes, synthétisées sous forme de zymogéenes (proMMPs latentes), dégradent les
composants de la matrice extracellulaire et des membranes basales au pH
physiologique (Khasigov et al. 2001; Page-McCaw et al. 2007). Elles clivent
également un assortiment d'autres protéines incluant des facteurs de croissance, des
cytokines, des récepteurs membranaires et des molécules d'adhérence (Bornstein et
Sage 2002; Cauwe et al. 2007; Egeblad et Werb 2002; Noel et al. 2008; Sternlicht et
Werb 2001).

Les MMPs sont classées en fonction de leur spécificité de substrats. Parmi
celles-ci, les collagénases 1, 2 et 3 (ou MMP-1, -8 et -13 respectivement) présentent
la particularité de pouvoir scinder la triple hélice des collagenes fibrillaires en un site
spécifique, générant deux fragments (3/4 amino-terminal et 1/4 carboxy-terminal) qui
se dénaturent en gélatine (Murphy et al. 1985). Ces MMPs sont toutes directement
sécrétées (Birkedal-Hansen et al. 1993). La MMP-8 peut également étre stockée
dans les granules de sécrétion des polymorphonucléaires neutrophiles ou elle a été
initialement découverte (Mainardi et al. 1991).
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2.2.2. Régulation transcriptionnelle des MMPs
[Référence principale : Clark et al. 2008]

Dans les tissus sains, la dégradation et la synthese des composants de la
matrice extracellulaire sont en équilibre étroit. L'activité protéolytique des MMPs doit
donc étre finement régulée, ce qui peut se réaliser a différents niveaux. Les étapes
de régulation les plus importantes sont la transcription de 'ARNm, l'activation de la

pro-protéine latente et l'inhibition de la forme active (Figure 1.4).

2. sécrétion

1. expression

!
?é
ﬁ

Pl proMMP

3. activation

pro-domaine
+

MMP active

TiMps (P4 —
a,-macroglobuline 4. inhibition

e

Znt)

complexe
MMP:TIMP inactif

Figure 1.4 : Principaux modes de régulation de la b ioactivit¢ des MMPs. La
plupart des MMPs partagent différents mécanismes de régulation de leur activité
dont (1) leur expression, (2) leur sécrétion (régulée dans un nombre limité de types
cellulaires tels que les polymorphonucléaires neutrophiles), (3) l'activation de leur
forme latente zymogéne en forme active par excision du prodomaine qui masque le
site catalytique, et (4) leur inhibition par des inhibiteurs physiologiques tels les TIMPs
(inhibiteurs tissulaires des MMPs) et |'a2-macroglobuline.

Adaptation de Alix Berton, communication personnelle.
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Toutefois, d'autres mécanismes de régulation s'opéerent également au niveau
de la stabilit¢ de TARNm (Overall et al. 1991), de l'efficacité de la traduction, de la
compartimentalisation, du stockage et de la sécrétion (Hasty et al. 1990), de la
localisation membranaire (Berton et al. 2007), de I'oligomérisation, de l'internalisation
et de l'autolyse des MMPs (Chakraborti et al. 2003). Compte tenu de la nature des
travaux présentés dans ce document, seuls les mécanismes de régulation

transcriptionnelle sont détaillés ci-dessous.

La plupart des MMPs ne sont que faiblement exprimées dans les tissus
normaux mais leur niveau d'expression augmente rapidement en cas de remodelage
tissulaire (Coussens et al. 2002; Overall et Lopez-Otin 2002). Leur transcription dans
les cellules tumorales ou stromales peut étre induite ou réprimée par de nombreux
stimuli externes incluant des facteurs de croissance, des cytokines [TNF (Tumour
Necrosis Factor)-a, ILs (interleukines), IFNs (interférons),...], la signalisation des
intégrines , des produits d'oncogénes [Ras, Jun,...], la protéine transmembranaire
EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinases Inducer ou CD147), le stress
meécanique , ainsi que par les composants de la matrice extracellulaire comme la

fibronectine ou les collagénes de types | et IV (Chakraborti et al. 2003).

D'une maniére générale, les MMPs humaines peuvent étre classées en trois
grands groupes en fonction de la composition de leur promoteur (Figure 1.5) : (i) les
promoteurs comprenant une boite TATA et un site AP-1 (Activator Protein-1)
proximal, dont ceux des MMP-1 et MMP-13; (ii) ceux comprenant une boite TATA
mais pas de site AP-1 proximal, dont celui de la MMP-8 qui présente cependant un
site AP-1 distal; et (iii) ceux ne comprenant ni boite TATA ni site AP-1 proximal. A
ces sites minimaux de régulation s'ajoutent différents éléments cis qui permettent un
contrble fin et spécifique de I'expression par différents trans-régulateurs tels que les
facteurs de transcription AP-2, NF-kB (Nuclear Factor-kB), STAT (Signal Transducer
and Activator of Transcription)-1, TCF (T-Cell Factor), TIE (TGF-B Inhibitory Element)
et I'élément de réponse a l'acide rétinoique (RARE) qui peuvent agir de facon

indépendante ou synergique.
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Figure 1.5 : Promoteur des génes MMP-1, -8 et -13. Les séquences consensus
pour les différents sites de régulation de la transcription [AP-1 (Activator Protein 1),
AP-2, Ets (Erythroblastose), PEA3 (Polyoma Enhancer element A3), NFkB (Nuclear
Factor xB), RAR/RXR (Retinoic Acid Response element), RXR/RXR (Retinoid X
Response element), Runx2 (Runt-related transcription factor 2), STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription) et TCF/LEF (T-Cell Factor/Lymphoid
Enhancer Factor)] ont été identifiées a l'aide du programme informatique
Matlnspector (Genomatix, http://www.genomatix.de/) en amont du site d'initiation de
la transcription. D'aprés Clark et al. 2008.
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Les différentes voies impliquées dans le contrdle d'expression des MMPs sont
(Overall et Lopez-Otin 2002; Tardif et al. 2001; Vincenti et Brinckerhoff 2007; Yuan et
Varga 2001) (Figure 1.6) :

- la voie NF- kB activée par le TNF-q, les IL-1,...

- la voie des MAPKinases (Mitogen-activated protein kinases) activée par le FGF
(Fibroblast Growth Factor), 'lEGF (Epithelial Growth Factor), les intégrines, les esters
de phorbol,...

- la voie JAK (Janus kinase) -STAT inhibitrice stimulée par les IFNs.

Facteurs de croissance, cytokines ...

|

00000000 ID0ONO00000000000 0000000000000 DORRNN000

QLOCCOOG  COOOCOOOO0CO0OCT ﬂmﬁm 00000000

(P}
GoliE 5 )
P NG l
kB
EE'“E
IMAPKK]
l STAT
(125
protéasome
P '
I—-c- MRS @ [ MMPs L [ MuPs
Figure 1.6 : Voies de signalisation impliqguées dans la transcription des genes

des MMPs. D'apres Overall et Lopez-Otin 2002.
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2.3. Les MMPs et la menstruation

L'abondance des MMPs dans I'endometre menstruel, leur contréle cyclique
par les stéroides ovariens et leur intervention dans la dégradation tissulaire
endométriale ont été largement documentés au cours des 15 derniéres années, en

particulier par des études menées au sein du laboratoire d’accueil.

2.3.1. Expression des MMPs dans lI'endometre

Plusieurs études ont contribué a déterminer le profil d’expression des MMPs
dans I'endometre humain in vivo notamment par immunohistochimie (revues dans
Henriet et al. 2002) et par RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction) en temps réel (Goffin et al. 2003; Vassilev et al. 2005). De nombreuses
MMPs montrent d'importantes variations d'expression au cours du cycle menstruel.
Bien que la plupart exhibent une expression maximale en phase menstruelle, les
profils varient au cours des autres phases du cycle. Les quantités des ARNm des
collagénases 1 et 2 (MMP-1 et MMP-8) sont fortement augmentées (jusqu’a plus de
1000 fois) en phase menstruelle tandis qu'elles sont minimales, voire non
détectables durant les autres phases du cycle. L'expression de certaines MMPs reste
toutefois plus stable tout au long du cycle. A ce jour, I'expression de la collagénase 3
(MMP-13) n'a pas été détectée dans I'endométre humain.

Les MMPs dont I'expression est induite en phase menstruelle jouent un role
clé dans la dégradation tissulaire (Zhang et Salamonsen 2002). La MMP-1 en est
une démonstration particuliere. Son expression exclusive dans les foyers de lyse
souligne son réle initiateur du remodelage endométrial (Kokorine et al. 1996; Marbaix
et al. 1996a). Par contre, le rble des MMPs dont I'expression persiste durant les
autres phases du cycle reste a préciser.

Dans I'endometre, la plupart des MMPs, dont la MMP-1, sont synthétisées par
les cellules stromales (Rawdanowicz et al. 1994; Rodgers et al. 1994). En outre, la
MMP-8 est produite par des cellules inflammatoires, en particulier les macrophages
(Shi et al. 1995).
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2.3.2. Contrdle hormonal de I'expression des MMPs

L'augmentation soudaine des MMPs en fin de phase sécrétoire a suggeére leur
contrble par les stéroides ovariens. La corrélation entre la production d'activité
collagénolytiqgue et la chute des concentrations hormonales a premierement été
confirmée en culture d'explants. Dans un tel systéme, I'ajout de stéroides ovariens,
17B-cestradiol et progestérone, aux concentrations physiologiques dans le milieu de
culture inhibe la production de MMPs, maintenant l'intégrité du réseau fibrillaire de
soutien. Par contre, en I'absence d’hormones, la menstruation est mimée: les MMPs
sont induites et le réseau de fibres de collagene s'effrite et disparait (Marbaix et al.
1996a et 1996b) (Figure 1.7).

Figure 1.7 : Réseau de fibres de collagenes d'expla nts d'endometre. Coloration a
l'argent du réseau de soutien de fibres de collagene en culture d'explants
d'endometre en présence (+EP) ou en absence (-H) de stéroides ovariens.

D'aprés Marbaix et al. 1996b.

Ces explants refletent alors I'endomeétre in situ dont ils gardent limprégnation
hormonale. Seuls les explants de biopsies prélevées pendant la phase
périmenstruelle sécretent abondamment de la collagénase dés le premier jour de
culture. En revanche, les explants d'endometres prélevés en phases proliférative ou
sécrétoire, contenant des concentrations résiduelles d’hormones endogenes, ne
sécretent que des quantités négligeables de collagénase au cours du premier jour de
culture. La progestérone inhibe fortement la production de collagénase, et cet effet
est renforcé par l'addition simultanée d'cestradiol (Marbaix et al. 1995; Osteen et al.
1994).
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Le role inhibiteur majeur des stéroides ovariens sur I'expression des MMPs a
été déemontré in vivo chez le macaque. Des implants d'cestradiol et de progestérone
ont été placés sur des femelles macaques ovariectomisées, afin de reproduire les
changements hormonaux rencontrés chez la femme. Leur retrait a déclenché une
rapide augmentation de I'expression de nombreuses MMPs, dont la MMP-1 (Brenner
et al. 1996).

2.3.3. Les récepteurs des stéroides

Les stéroides ovariens transmettent classiquement leurs effets par
I'intermédiaire de récepteurs nucléaires spécifiques : ERa (Green et al. 1986) et ER[(3
(Enmark et al. 1997) pour les cestrogénes et PRA et PRB pour la progestérone
(Conneely et Lydon 2000). Ces récepteurs sont des régulateurs transcriptionnels
dont l'activité dépend de la liaison des ligands.

De facon générale, I'abondance des récepteurs stéroides augmente pendant
la phase proliférative sous l'effet inducteur des cestrogenes, est maximale autour de
I'ovulation, régresse progressivement au cours de la phase sécrétoire sous |'effet
anti-oestrogénique de la progestérone, pour atteindre pendant la phase menstruelle
leur niveau le plus faible (Widmaier et al. 2004).

Du point de vue histologique, la distribution des récepteurs montre une
hétérogénéité tissulaire. Ces récepteurs sont principalement détectés dans le noyau
des cellules épithéliales et des fibroblastes endométriaux (Snijders et al. 1992). Leur
expression varie selon le type cellulaire et la zone endométriale considérée le long
du cycle menstruel. Ainsi, ce sont les récepteurs des cestrogenes qui prédominent
dans l'endométre prolifératif, surtout dans le compartiment glandulaire. ERa est
détecté dans le noyau des cellules épithéliales et des cellules stromales de la couche
fonctionnelle et de la couche basale. Leur détection s'accroit rapidement en phase
proliférative et diminue en phase sécrétoire. En fin de phase sécrétoire et durant la
menstruation, ERa est quasi indétectable dans les glandes mais persiste dans
quelques rares foyers de cellules stromales (Snijders et al. 1992). ER[3 est exprimé
dans I'épithélium, le stroma et I'endothélium de I'endometre (Critchley et al. 2002;
Lecce et al. 2001). Dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux, ERa n'est

exprimé gu'en fin de phase proliférative et début de phase sécrétoire tandis que ER[3
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y est essentiellement exprimé en fin de phase sécrétoire. L'endométre sécrétoire se
caractérise par une expression stromale assez stable des récepteurs de la
progesterone, tandis que l'expression épithéliale diminue. PRA et PRB colocalisent
dans les cellules glandulaires tandis que PRA est mieux représenté dans le

compartiment stromal que PRB (Mote et al. 2000).

Compte tenu de l'intérét majeur porté au controle par les stéroides ovariens
dans le cadre de mon travail, j'ai veérifieé par immunohistochimie la présence des
récepteurs nucléaires hormonaux dans les difféerents types d'échantillons utilisés:
endomeétres non cultivés représentatifs des différentes phases du cycle, explants
cultivés en présence ou non des stéroides ovariens et cellules stromales ou
épithéliales purifiées. En accord avec les observations décrites dans la littérature, les
trois récepteurs analysés (ERa, PRA et PRB) ont pu étre détectés dans les glandes
et le stroma des échantillons sécrétoires et prolifératifs, qu'ils aient été cultivés sous
forme d'explants ou non (Figure 1.8). De fait, dans les échantillons analysés qui
proviennent du début de la phase sécrétoire, I'expression épithéliale apparaissait
intense comme attendu. Les marquages tissulaires étaient d'intensité comparable
avant et aprés culture, sans influence visible de I'addition hormonale. Le signal de
ERa et PRB était plus faible dans les échantillons issus de la phase sécrétoire que
dans ceux issus de la phase proliférative. Dans les cellules épithéliales et stromales
purifiées et adaptées a la culture en présence des stéroides ovariens, les récepteurs

ont également pu étre détectés mais avec des signaux moins intenses (Figure 1.9).
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Figure 1.8 : Immunodétection de récep oides dans l'endometre
non cultivé ou dans les explants cultivés pendant 2 4h. ERa, PRA et PRB
combinés, ou PRB seul ont été immunolocalisés dans des échantillons d'endométre
non cultivés (NC) ou dans des explants issus de 2 endometres en début de phase
sécrétoire et 4 endometres prolifératifs cultives 24h en absence (-H) ou en présence
(+EP) des stéroides ovariens. Les inserts montrent les contrbles négatifs. Les barres
correspondent a 50 pm.
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Figure 1.9 : Immunodétection de récepteurs des stér  oides dans les cellules
épithéliales et stromales purifiées. ERa, PRA et PRB combinés, ou PRB seul ont
été immunolocalisés dans les cellules épithéliales et stromales purifiées et adaptées
a la culture pendant 4j et 8j respectivement en présence de concentrations
physiologiques des stéroides ovariens. Les barres correspondent a 50 pum.

L'utilisation de I'antagoniste compétitif de la progestérone, la mifépristone (RU 486),
a démontré que l'hormone agit sur l'expression des MMPs via ses récepteurs
(Marbaix et al. 1992). Une relation inverse a d'ailleurs été mise en évidence entre
I'expression de I'ARNm de la MMP-1 dans les cellules stromales et celle des
récepteurs des stéroides ovariens. En particulier, les récepteurs de la progestérone
sont peu abondants dans les cellules stromales qui expriment la MMP-1 et sont
indétectables dans les cellules épithéliales adjacentes (Figure 1.10) (Kokorine et al.
1996).
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Figure 1.10 : Immunodétection des récepteurs de la progestérone et hybridation

in situ de 'ARNm de la MMP-1. (A) Les récepteurs de la progestérone ont été
détectés par immunohistochimie dans des explants d'endometre prolifératif cultives
48h en absence des stéroides ovariens. Les récepteurs sont détectés
essentiellement dans le noyau des cellules épithéliales des glandes (G) et des
cellules stromales (S) dans la région droite de la microphotographie. (B) Hybridation
in situ de 'ARNmM de la MMP-1 sur une coupe adjacente a A. L'ARNm de la MMP-1
est essentiellement détecté dans les cellules stromales de la partie gauche de la
microphotographie. La barre correspond a 50 um. D'aprés Kokorine et al. 1996.

L'effet potentialisant de I'cestradiol peut s'expliquer par la stimulation de I'expression
des récepteurs de la progestérone (Aronica et Katzenellenbogen 1991). Toutefois,
les mécanismes sous-jacents aux contrbles hormonaux sont fort complexes et
seulement partiellement déchiffrés a I'neure actuelle. En effet, a I'hétérogénéité de
I'expression de ces récepteurs s'ajoute celle de leurs effets. Autant les isoformes du
récepteur des cestrogenes que celles du récepteur de la progestérone peuvent
induire des réponses antagonistes. Il a ainsi été démontré que ERp inhibe ERa (Hall
et McDonnel 1999) et que PRB a des effets prolifératifs inhibés par PRA (Mulac-
Jericevic et al. 2000). De plus, la région promotrice des MMPs ne contient
généralement pas d'élément de réponse aux récepteurs des stéroides, suggérant
I'implication de régulateurs intermédiaires (Boonyaratanakornkit et Edwards 2004;
O'Brien et al. 2006; Wehling et Losel 2006).

21



Chapitre | : Introduction

2.3.4. Caractére focal de I'expression des MMPs

Tant dans I'endométre humain menstruel in vivo que dans le systéeme de
culture d'explants non menstruels en absence des hormones, la dégradation
tissulaire ainsi que I'expression de nombreuses MMPs, essentiellement les MMP-1, -
2 et -3, par les fibroblastes du stroma sont initialement focalisées autour des glandes
endométriales (Figure 1.11), avant de s'étendre a l'ensemble de la couche
fonctionnelle (Freitas et al. 1999; Jeziorska et al. 1996; Kokorine et al. 1996; Marbaix
et al. 1996a; Rodgers et al. 1994; Zhang et Salamonsen 2002).

Figure 1.11 : Dégradation focale de la matrice extr acellulaire. La MMP-1 a été
mise en évidence par immunohistochimie dans des explants d'endometre cultivés
pendant 24h en absence de stéroides ovariens et en présence de monensine 10uM,
un inhibiteur de la voie de sécrétion endo-membranaire. La MMP-1 est
essentiellement produite par les cellules stromales qui entourent la glande (G), tandis
que la MMP-1 n'est pas détectée dans le stroma plus distant (%). La barre
correspond a 50 um. D’apreés Kokorine et al. 1996.

La précision spatio-temporelle de I'expression des MMPs reflete l'intervention de
régulateurs locaux, notamment d'origine épithéliale, qui médient les effets des
stéroides ovariens (Kokorine et al. 1996; Rodgers et al. 1994) et agissent ensemble
pour stimuler I'expression des MMPs (Singer et al. 1999a) et dégrader rapidement
les différents composants de la matrice extracellulaire (Marbaix et al. 1996b). La
communication entre les cellules épithéliales et les cellules stromales a été
démontrée in vitro en co-culture de cellules purifiées (Osteen et al. 1994; Singer et

al. 1997). Pour induire efficacement une augmentation de l'activité collagénolytique
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par les cellules stromales, celles-ci doivent étre cultivées d'une part en absence de
stéroides ovariens, et d'autre part en présence d'un milieu conditionné par les
cellules épithéliales (Figure 1.12). De telles observations renforcent I'hypothése d'une

régulation fine, paracrine, de I'expression des MMPs.

cellules épithéliales

1. Milieu conditionné par les
cellules épithéliales (CM)
2. Cellules stromales

3. Cellules stromales + CM

0 1 2 3

Activité collagénase (U/ml)

Figure 1.12 : Signalisation paracrine de l'inductio  n de la production d’activité
collagénase. Les cellules épithéliales et stromales purifiees cultivées
indépendamment n’expriment pas d’activité collagénase (1 et 2). En présence de
milieu conditionné par les cellules épithéliales, les cellules stromales produisent
davantage d’activité collagénase (3). D’apres Singer et al. 1997.
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3) Les cytokines

[Référence principale : Durum et al. 2000]

3.1. Généralités

Les cytokines constituent une famille de petits peptides ou glycoprotéines qui

assurent la communication

intercellulaire localement, de maniére paracrine,

juxtacrine ou autocrine, aprées liaison a leurs récepteurs spécifiqgues. Certaines sont

sécrétées et diffusent librement dans le milieu extracellulaire, d'autres sont retenues

a la membrane plasmique. Les cytokines sont caractérisées (i) par leur implication en

cascade ou en réseau, (ii) par la pléiotropie de leurs effets, suite a I'expression de

leurs récepteurs par de nombreux types cellulaires, (iii) par leur haute affinité pour

ces récepteurs et (iv) par les similitudes des domaines cytoplasmiques des

récepteurs engendrant une redondance des effets. Les cytokines sont aujourd'hui

regroupées en sous-familles en fonction de leur homologie de structure ou de celle

de leur récepteur (Tableau I.1).

Hématopoiétines IL-2 Interleukine 2
IL-3 Interleukine 3
IL-4 Interleukine 4
IL-5 Interleukine 5
IL-6 Interleukine 6
IL-7 Interleukine 7
IL-9 Interleukine 9
IL-11 Interleukine 11
IL-12 Interleukine 12
EPO Erythropoiétine
LIF Facteur inhibiteur leucémique
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor
OSM Oncostatine M
CNTF Ciliary neutropic factor
GH Growth hormone
TPO Thrombopoiétine

Famille des TNF TNF Tumor Necrosis Factor
LTa Lymphotoxinea
LT Lymphotoxinef3
CD40L CD40 ligand
CD30L CD30 ligand
CD27L CD27 ligand
FasL Fas ligand
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Famille des IL-1 IL-1a Interleukine 1o
IL-13 Interleukine 13
IL-1Ra Interleukine 1 receptor antagonist
IL-18 Interleukine 18
bFGF Basic fibroblast growth factor
aFGF Acidic fibroblast growth factor
ECGF Endothelial cell growth factor
Famille des IL-8 Interleukine 8
chimiokinesa GROa/Bly | Melanocytes growth-stimulating factor
(CXC) NAP-2 Neutrophil-activating protein
ENA 78 Epithelial neutrophil-activating peptide 78
GCP-2 Granulocyte chemotactic protein
PF4 Platelet factor 4
CTAP-3 Connective tissue-activating peptide 3
MIG Monokine induced by IFiX
yiP-10 IFNy-inductible protein 10
Famille des MCP-1 Monocyte chemoattractant protein 1
chimiokinesf3 MCP-2 Monocyte chemoattractant protein 2
(CO) MCP-3 Monocyte chemoattractant protein 3
MIP-1a Macrophage inflammatory proteim1
MIP-1 3 Macrophage inflammatory proteifs 1
RANTES Regulated upon activation normal T cell expressetl a
secreted
Famille des PDGF PDGF A | Platelet-derived growth factor A
PDGF B Platelet-derived growth factor B
CSF Macrophage colony-stimulating factor
SCF Stem cell factor
Famille des TGH TGFf Transforming growth factds
BMP 1, 2A, | Bone morphogenetic protein
2B, 4

Tableau 1.1 : Familles des cytokines regroupées en fonction de leur homologie
de structure ou de celle de leur récepteur.  D'aprés Durum et al. 2000.

3.2. Les cytokines exprimées dans I'endomeétre

Parmi les cytokines exprimées dans l'endometre humain se trouvent les
facteurs de croissance transformants (TGFs), dérivés des plaquettes (PDGF),
fibroblastiques (FGFs), des granulocytes/macrophages (GM-CSF), le facteur
inhibiteur de leucémie (LIF), les interleukines (ILs) et le facteur de nécrose tumorale
o (TNF-a) (Giudice 1994; Giudice et Saleh 1995; Tabibzadeh et Sun 1992). Dans le
systeme reproducteur féminin, ces cytokines sont essentiellement impliquées dans la
prolifération et la difféerenciation cellulaires ainsi que dans ['implantation
embryonnaire (Dimitriadis et al. 2005; Giudice et Saleh 1995; Sharkey 1998; von
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Wolff et al. 2000). Toutefois, certaines sont capables de réguler, in vitro, la
production de MMPs par les fibroblastes endométriaux et joueraient un role dans le
phénomeéne de la menstruation (Singer et al. 1999a). Ainsi, parmi les mieux définies
dans ce processus, les TGF-Bs, en tant que médiateurs des effets de la
progestérone, sont connus pour inhiber I'expression des MMPs, en patrticulier celle
de la MMP-3 par les cellules stromales et de la MMP-7 par les cellules épithéliales
(Bruner et al. 1999; Bruner et al. 1995). Cependant, des analyses récentes sur un
large éventail d'échantillons montrent que, bien qu'exprimés tout au long du cycle,
les TGF-Bs sont surexprimés en phase menstruelle. Durant les phases non
menstruelles du cycle, les isoformes présentent des profils d'expression différents,
voire opposeés (pour TGF-B2 et TGF-33), et il a été démontré en culture d'explants
que ces cytokines sont différentiellement régulées (Gaide Chevronnay et al. 2008).
Néanmoins, dans I'endomeétre, la régulation de la libération des TGF-3s et/ou de leur
maturation en forme active reste a définir et intervient tres probablement dans leur
bioactivité¢ (Munger et al. 1997). LEFTY-A, également appelé EBAF (Endometrial
Bleeding-Associated Factor), est un membre présumé de la famille des TGF-3s
(Kothapalli et al. 1997) qui aurait un role inhibiteur sur la voie des TGF-f3s (Cheng et
al. 2004). Dans I'endometre, I'expression de 'ARNm de LEFTY-A est augmentée de
maniére spectaculaire en fin de cycle, juste avant le déclenchement des
menstruations, suite a la chute des concentrations en stéroides ovariens. LEFTY-A
stimule la production des MMP-3, -7 et -9 en culture d'explants (Cornet et al. 2005;
Cornet et al. 2002).

3.3. La superfamille des interleukines

[Références principales : Dinarello 1997; Durum et al. 2000]

Le terme interleukine est né, en 1979, dans l'objectif de regrouper sous un
seul terme générique les cytokines issues des monocytes/macrophages (les
interleukines-1) et des lymphocytes (les interleukines-2). Trente-cing interleukines
ont été identifiées a ce jour. Toutefois, celles-ci n'ont en commun que l'appellation.
En effet, les interleukines n'ont ni parenté biochimique, ni spectre d'action particulier

qui pourrait les caractériser. Elles représentent toutefois les composants essentiels

26



Chapitre | : Introduction

des réponses immunitaires innées et acquises. La famille des interleukines se
subdivise (i) en interleukines T1 (IL-2, IL-12 et IL-15) et T2 (IL-4 et IL-5) qui
participent a l'immunité acquise, originairement identifiées comme produit des
cellules T helper de type 1 et de type 2, (ii) en interleukines régulatrices (les IL-10)
qui inhibent les réactions inflammatoires, (iii) en cytokines proinflammatoires (IL-1,
IL-6, IL-8 et IL-18) et enfin (iv) en un groupe d'interleukines ne pouvant étre classées
parmi l'une des catégories précitées (IL-3) (Kaiser et al. 2004).

Certaines interleukines sont présentes dans I'endometre. On y retrouve ainsi
les IL-1, IL-6, IL-8, IL-11 et IL-15. Leur r6le touche les différentes fonctions
endométriales. Parmi les membres du systeme IL-1 détectés dans l'endometre
(Tabibzadeh et Sun 1992), IlL-1a est un inducteur potentiel des MMPs en culture
primaire de cellules stromales (Rawdanowicz et al. 1994). Son role comme relais en
réponse a la chute des concentrations en stéroides ovariens a été démontré en
culture primaire de fibroblastes purifiés (Singer et al. 1997; Singer et al. 1999b). En
effet, comme évoqué précédemment (voir 2.3.4), I'addition de milieu conditionné par
des cellules épithéliales combiné au retrait hormonal provoque une augmentation de
I'activité collagénolytique libérée par les fibroblastes. L'ajout d'un anticorps bloquant
spécifiguement I'lL-1a ou d'inhibiteurs naturels de cette cytokine inhibe cet effet
(Figure 1.13). Par ailleurs, des explants endométriaux ne libérent rapidement de I'lL-
la en culture que s'ils proviennent d'échantillons menstruels, riches en activité

collagénolytique (Figure 1.14).

27



Chapitre | : Introduction

1. Milieu conditionné par les
cellules épithéliales (CM)
2. Cellules stromales

3. Cellules stromales + CM

4. Cellules stromales
+CM+anti-IL-1a

Figure 1.13 : Inhibition de la production stromale d’activité collagénase par un
anticorps inhibant spécifiquement I'activité de I'l L-1a. Les cellules épithéliales et
stromales purifiées cultivées indépendamment n’expriment pas ou peu d'activité
collagénase (1 et 2). En présence de milieu conditionné par les cellules épithéliales,
les cellules stromales expriment de I'activité collagénase (3), un effet qui est inhibé
par I'addition d’'un anticorps bloquant spécifiquement I'lL-1a (4). D’apres Singer et al.
1997.
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Figure 1.14 : Libération d’'IL-1 a par le tissu endométrial. Dosage de la libération
de collagénase et d’IL-1a par des explants d’endometres prélevés durant les phases
sécrétoire (S), menstruelle (M) et proliférative (P) du cycle et cultivés pendant 24h en
absence de stéroides ovariens. D’apres Singer et al. 1997.
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L'implication éventuelle de I'IL-1p a également été investiguée mais ce ligand n'est
pas secrété par les explants cultivés en I'absence d’hormone (Singer et al. 1999b) et
son inhibition par un anticorps spécifique ne permet pas d'inhiber l'induction d'activité
collagénase par les fibroblastes primaires cultivés en présence de milieu conditionné
par les cellules épithéliales (Singer et al. 1997). Par contre, son expression par le
blastocyste durant les étapes précoces du développement suggéere son rbéle dans
I'implantation et le dialogue materno-foetal la précédant (Krussel et al. 2003; von
Wolff et al. 2000). En particulier, I'lL-13 pourrait initier une cascade menant a
I'expression des MMPs afin de favoriser linvasion trophoblastique en cas de
fécondation (Chung et al. 2001).

L'IL-6 et I'lL-11, exprimées par les cellules épithéliales ainsi que des cellules
stromales en milieu de phase sécrétoire, sont toutes deux impliquées dans le
processus de décidualisation stromale et l'implantation embryonnaire (Cork et al.
2002; Dimitriadis et al. 2005; Tabibzadeh et al. 1995; von Wolff et al. 2002), bien que
les mécanismes moléculaires sous-jacents soient encore inexpliques.

L'IL-8, localisée dans les cellules épithéliales et dans les cellules stromales
périvasculaires, est un puissant chémoattractant dont I'expression est inhibée par la
progestérone. L'IL-8 joue ainsi un rOle clé dans le recrutement des cellules
immunitaires (Kelly et al. 1994; Milne et al. 1999).

L'IL-15 est exprimée par les macrophages, par les cellules épithéliales en phase
proliférative, par les cellules stromales péri-vasculaires en phase sécrétoire, ainsi
que par I'endometre en début de gestation. Toutefois son rble dans la fonction
endométriale n'a pas été clairement identifié a ce jour (Okada et al. 2000a; Okada et
al. 2000Db).

Enfin, I'lL-18 est une cytokine pro-inflammatoire qui présente la méme structure
secondaire que les agonistes IL-1 et a donc été classée dans cette famille. Son
activité est dépendante de sa liaison au récepteur, I'lL-18R, et d'une protéine capable
de la séquestrer appelée IL-18BP (IL-18 binding protein). Dans I'endometre, I'IL-
18BP est augmentée en milieu de phase sécrétoire et inhibe l'activité de I'lL-18,

suggérant son implication dans le processus implantatoire (Huang et al. 2006).
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3.4. Le systeme interleukine 1 (I1L-1)

3.4.1. Composition et structure

Les IL-1 ont en commun leur structure secondaire composée de 12 feuillets 3
permettant une exposition correcte des sites de liaison aux récepteurs (Huising et al.
2004). Chez les mammiféres, elles sont également caractérisées par la présence
d'un motif conservé [F/C]-X-S-[A/S/LIV]-X-X-P-X-X-[F/YILNIN]-[LN]-[S/CIA]-T-X-X-X-
X-X-X-X)-[L/I/VIM] présent dans la région carboxy-terminale (Huising et al. 2004)
mais dont la fonction n'est pas établie. Produites par une grande variété de cellules,
les IL-1 ne sont habituellement pas présentes en quantités mesurables dans la
circulation. La famille des IL-1 est aujourd’hui composée de 10 ligands (Tableau [.2)
(Huising et al. 2004). Les formes majeures sont les agonistes IL-1la et IL-1B et
I'antagoniste compétiteur physiologique, IL-1Ra (March et al. 1985). L'IL-1a et I'lL-13
présentent une identité en acides aminés et en nucléotides de respectivement 26 et
45%, essentiellement dans la région carboxy-terminale (Dower et al. 1986). Ces trois
molécules issues de genes difféerents, regroupés sur le chromosome 2ql4
(Steinkasserer et al. 1992), lient leur récepteur de surface membranaire, le récepteur
de type 1 (IL-1RI) et le récepteur leurre de type 2 (IL-1RII). L'IL-1RI contient dans sa
région cytosoliqgue un domaine de 200 résidus hautement conservé, le domaine TIR
(Toll/IL-1 receptor). Ce domaine, d'abord identifie chez la drosophile ou il a été
appellé Toll, est essentiel pour la liaison aux protéines adaptatrices de la
transduction du signal. La superfamille des Toll-like récepteurs se subdivise en
fonction de I'homologie de leurs domaines extracellulaires, qui sont soit de type
immunoglobuline, soit riches en résidus leucine. Les récepteurs IL-1 sont de type

immunoglobuline (O'Neill et Dinarello 2000).
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Ligand Récepteur
IL-1a (IL-1F1) IL-1RI, IL-1RII
IL-1B (IL-1F2) IL-1RI, IL-1RII
IL-1Ra (IL-1F3, IRAP) IL-1RI, IL-1RII
IL-18 (IL-1F4, IL-1y, IGIF) IL-18R, IL-18BP
IL-1F5 (IL-19, IL-1Hy, IL-1H3, IL-1RP3, IL-IL1, FIL1d) | ?
IL-1F6 (FIL1g) ?
IL-1F7 (FIL1¢, IL-1H4, IL-1RP1, IL-1H) IL-1RI, IL-18R, IL18BP
IL-1F8 (IL-1n, IL-1H2) ?
IL-1F9 (IL-1H1, IL-1RP2, IL-1¢) IL-1Rrp2
IL-F10 (IL-Hy2) IL-1RI

Tableau 1.2 : Nomenclature et récepteurs des ligand s de la famille IL-1. Les
noms entre parentheses sont des synonymes. Abréviations: FIL1 et IL-1F, Family of
IL-1; IGIF, Interferon-)£Inducing Factor; IL, Interleukin; IL-BP, IL Binding Protein; IL-
H, IL Homologous; IL-1Ra et IRAP, IL-1 Receptor antagonist; IL-RP, IL-1 Related
Protein; IL-R, IL Receptor; IL-Rrp, IL Receptor related protein. D'apres Huising et al.
2004.

Les agonistes IL-1a et 3 sont principalement produits par des cellules de type
hématopoiétique telles que les monocytes et les macrophages mais aussi par de
nombreux autres types cellulaires dont des fibroblastes, des cellules épidermiques et
des cellules endothéliales (Stylianou et Saklatvala 1998). Apres leur traduction, ils
sont stockés dans la cellule sous la forme de précurseurs (pro-IL-1) de 31 kDa. Bien
gue ne disposant pas de peptide signal, les deux isoformes sont pourtant sécrétées
apres clivage peptidique de [l'extrémité amino-terminale, générant des formes
matures de 17 kDa (Tableau 1.3). Le mécanisme de sécrétion de I'IL-1a reste
énigmatique et n'est pas commun a celui de I'lL-1(3 qui transite dans des vésicules de
sécrétion d'une voie non conventionnelle (Rubartelli et al. 1990). L'IL-1Ra, de 22

kDa, par contre, est libéré dans le milieu extracellulaire par la voie classique.
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IL-1a IL-1P3 IL-1Ra
Précurseur 271 aa 269 aa 177 aa
Forme mature 159 aa 153 aa 152 aa
PM (kDa) 17,5 17,3 22

Tableau 1.3 : Nombre d'acides aminés des ligands IL -1 humains et poids
moléculaire de leur forme mature. D'aprés Roux-Lombard 1998.

La forme pro-IL-1a non clivée est aussi active que la forme mature (Roux-Lombard
1998) et présente une séquence de rétention cytoplasmique (résidus 168-201) (Sudo
et al. 2005). Des modifications de phosphorylation (Beuscher et al. 1988) et de
myristoylation (Stevenson et al. 1993) favorisent la localisation de la pro-IL-1a a la
membrane plasmique ou elle est clivée par des cystéine protéases dépendant du
calcium, les calpaines (Kavita et Mizel 1995; Kobayashi et al. 1990). La pro-piéce
amino-terminale de I'lL-1a ainsi libérée présente un signal d'adressage vers le noyau
(Wessendorf et al. 1993) ou elle joue le réle d'activateur transcriptionnel (McMahon
et al. 1997; Werman et al. 2004) tandis que la forme mature est libérée par un
mécanisme de sécrétion non-conventionnel (Nickel 2005) mal défini. Les avancées
les plus récentes sur le sujet suggerent que l'lL-la serait libérée par flip-flop
membranaire aprés sa translocation au feuillet interne de la membrane plasmique
sous forme d'un complexe (Prudovsky et al. 2002) dépendant du cuivre avec la
protéine chaperonne S100A13 (Figure 1.15) (Mandinova et al. 2003; Rajalingam et al.
2007), un mécanisme démontré pour la sécrétion également non-conventionnelle de
FGF-1 (Prudovsky et al. 2003; Prudovsky et al. 2008). Le flip-flop membranaire peut
étre induit par de nombreux stimuli extracellulaires, notamment ceux menant a
I'apoptose, un processus connu de libération de I'lL-1a (Ashikaga et al. 1998;
Hogquist et al. 1991, Iglesias et al. 1998; Sarih et al. 1993).
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Figure 1.15 : Modele de la libération de I'lL-1  a induite par le stress cellulaire.
Les composants du complexe, IL-1a et S100A13, sont transportés a la membrane
plasmique par un mécanisme dépendant du cytosquelette d'actine. Le complexe
dépendant du cuivre IL-1a-S100A13 se forme a la membrane plasmique et serait
libéré dans le milieu extracellulaire par flip-flop du feuillet membranaire
cytoplasmique vers le feuillet extracellulaire. D'aprés Prudovsky et al. 2003.

La pro-IL-1f intracellulaire est incorporée au sein de vésicules de sécrétion a
l'aide de transporteurs de type ABC (ATP-Binding Cassette) (Andrei et al. 1999).
Durant le processus de sa libération, la pro-IL-1(3 est clivée en sa forme mature
carboxy-terminale de 17 kDa par la protéase ICE (IL-1(3 converting enzyme), appelée
également caspase-1 (Dinarello 1997), elle-méme activée par un complexe appelé
"inflammasome" (Ogura et al. 2006). Sans en étre un substrat, I'lL-1a est toutefois
capable de se lier a cette enzyme (Keller et al. 2008). L'invalidation du gene ICE
empéche la maturation de I'lL-13 mais également la production de I'lL-1a par un
mécanisme non élucidé (Kuida et al. 1995; Li et al. 1995). Malgré l'absence de
production de forme mature d'IL-1, les souris délétées pour ICE se développent et se

reproduisent néanmoins normalement (Kuida et al. 1995).
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3.4.2. Régulation de I'expression des ligands IL-1 (Figure 1.16)

[Référence principale : Stylianou et Saklatvala 1998]

L'expression des agonistes IL-1 peut étre induite par des cytokines telles que
TNF-a et NGF (Nerve growth factor), par les agonistes IL-1 eux-mémes, dans un
mécanisme de boucle amplificatrice (Dinarello et al. 1987; Huang et al. 2001; West-
Mays et al. 1995), par des endotoxines bactériennes, les lipopolysaccharides, des

virus ou encore par des antigenes (Dinarello 1997).

Le promoteur du géne de I'lL-1a ne contient pas de motif TATA. L'expression
de I'lL-1a est contrélée par des éléments de régulation liant les facteurs nucléaires
NF-kB et NF-IL6, Spl (Stimulatory protein 1) et AP-1 (Bailly et al. 1996; McDowell et
al. 2005). L'expression de I'lL-1a est inhibée par méthylation des CpGs dans la
région promotrice proximale (van Rietschoten et al. 2006) mais certaines cellules,
telles que les kératinocytes, la synthétisent constitutivement (Kawaguchi 1994;
Kupper et al. 1986).

Le promoteur de I'lL-13 comprend le motif TATA et des sites d'interaction avec
NF-BA, NF-kB, NF-IL6, CREB (cCAMP response element binding protein), AP-1, Spl
et Spi.1 (Spleen focus forming virus Proviral Integration 1). L'ARNm de I'lL-1p se
retrouve de maniére constitutive dans de nombreux tissus et organes ; toutefois, il
est dégradé sans signal complémentaire (Watkins et al. 1999). La transcription et la
traduction de I'lL-1B sont ainsi dissociées, ce qui est une particularité de I'lL-13
(Schindler et al. 1990).

L'expression de I'lL-1Ra est régulée par les facteurs de transcription AP-1,
CREB et NF-BA. Un épissage alternatif du premier exon (Butcher et al. 1994) mene a
la production de trois isoformes de 16 a 22 kDa : une forme soluble glycosylée et
sécrétée par la voie classique, (sIL-1Ra, 22 kDa), et deux formes intracellulaires non
glycosylées (iclL-1Ral et iclL-1Rall, de 18 et 16 kDa respectivement). Le sIL-1Ra est
inductible par de nombreuses cytokines, dont les agonistes IL-1, dans la plupart des
cellules tandis que les iclL-1Ra sont constitutivement exprimés par les kératinocytes
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et les cellules épithéliales de l'intestin (Dinarello 1996). Le slL-1Ra se lie a I'lL-1RlI
sans engendrer de réponse biologique, ce qui le classe parmi les cytokines anti-

inflammatoires.

—>
AP1 NFIL6 & NFxB

-749 -740 -199 -191 -147 -139 -31 -24 1 +19 +51 +716

CRE CRE-NFxB NFIL6 SP-1Spi.1NFBA NFIL6 TATAA

Wiz, NI

-3488 -3481-3110 -3105-2846 -2764  -2746 -295 -286 -90 -82 -49 -

IL-1Ra

AP1 TATA AP1 CRE CRE  NFxB AP1 NFBA TATA

-1197 -1187 -697 -694 -510 -500 -399  -134 -93 -84 -39 -37 -26 =22

Figure 1.16 : Promoteur des genes IL-1 a, IL-1( et IL-1Ra. Abréviations : AP1,
Activator Protein 1; CRE, cCAMP Response Element; NFSA, Nuclear Factor SA; NFIL-
6, Nuclear Factor for Interleukin 6; NF«B, Nuclear Factor «B; SP1, Stimulatory
Protein 1. Adapté de Stylianou et Saklatvala 1998.

3.4.3. Les récepteurs de I'lL-1

Les deux principaux récepteurs de I'lL-1 (Figure 1.17) sont issus de genes
différents mais présentent 28% et 18% d'identité de séquence de leurs domaines
extracellulaires et transmembranaires, respectivement (Martin et Falk 1997). Suite a
un clivage protéolytique, la partie extracellulaire des deux récepteurs peut également
se présenter sous forme soluble (Symons et al. 1991), séquestrant ainsi les
agonistes IL-1 dans le milieu extracellulaire, sans induire de transduction de signal

intracellulaire.
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Figure 1.17 : Représentation schématique des récept eurs membranaires IL-1 .
D'apres Cavaillon 1991.

Le récepteur de type | est une glycoprotéine de 80 kDa, exprimée par de
nombreux types cellulaires dont les fibroblastes (Dower et al. 1990). Ce récepteur
fixe majoritairement I'lL-1a et I'L-1Ra (Kd=10"°M) et présente une affinité moindre
pour I'L-1B (Kd=10"°M) (Kilian et al. 1986). Une protéine accessoire associée au
récepteur (IL-1IRAcP) augmente son affinité pour les ligands IL-1 en stabilisant le
complexe et intervient dans la cascade de signalisation (Cullinan et al. 1998;
Greenfeder et al. 1995; Lang et al. 1998; Wesche et al. 1996). Plusieurs voies sont
impliquées dans la transduction du signal IL-1 (Boch et al. 2001; Martin et Falk
1997), aboutissant a l'activation de facteurs de transcription dont Jun et Fos, NF-kB,
Myc, C/EBP et NF-IL6. Ainsi, I'IL-1IRAcP recrute la protéine MyD88 (Myeloid
Differentiation Factor 88), un adaptateur de la protéine de signalisation en aval de
IRAK (IL-1 Receptor Associated Kinase) (Muzio et al. 1997), qui a son tour active
TRAF 6 (TNF Receptor Associated Factor 6) (Takatsuna et al. 2003) responsable de
I'activation du facteur de transcription NF-kB. La voie des sphingomyélinases
(SMyélinases) est également activee grace a [IL-1RAcP, entrainant une

augmentation des céramides, second messager régulant I'hnoméostasie cellulaire

36



Chapitre | : Introduction

(Santana et al. 1996). Une autre molécule se lie également au récepteur de type I,
I'P1 (IL-1 Receptor Interacting Protein), mais uniquement s'il est quiescent (Martin
et Falk 1997). L'lIP1 présente un domaine GAP-like (GTPase Activating Protein-like).
Quand un agoniste se lie au récepteur, I'IP1 se dissocie et, en parallele, une
protéine GEF (Guanosine Nucleotide Exchange Function) est activée et active a son
tour une protéine G qui se lie & des molécules effectrices en amont du systéme
MAPkinase (Figure 1.18).

IL-1R1 IL-1R1 + IL-1 complexe IL-1/IL-1R1/IL-1RAcP

quiescent actif

) NH2 2
(%B IL-1RACP

lL-l‘ ‘ O‘

GAP) E ;

IIP1 COOH

@ SMyélinases

+ l+
\:_

| D
noyau
MAP kinases

Figure 1.18 : Schéma des voies de signalisation ind  uite par les ligands IL-1 lors
de leur liaison a I'lL-1RI. Abréviations: GAP, GTPase Activating Protein like; GEF,
Guanosine nucleotide Exchange Function; 1IP1, IL-1 receptor Interacting Protein; IL-
1, Interleukin 1; IL-1RAcP, IL-1 Receptor Accessory Protein; IRAK, IL-1 Receptor
Associated protein Kinase; MAP kinases, Mitogen Activated Protein kinase; MyD88,
Myeloid Differentiation factor 88; NFkB, Nuclear Factor kB; Smyélinases,
Sphingomyélinases; TRAF 6, TNF Receptor Associated Factor 6.

D'apres Matrtin et Falk 1997.
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Le récepteur de type Il a un poids moléculaire de 65 kDa (McMahan et al.
1991) et n'a qu'une courte extrémité cytoplasmique (Slack et al. 1993) qui ne
transmet pas de signalisation directe (Slack et al. 1993). Selon certains auteurs, I'lL-
1RII participerait a la biodisponibilité de ses ligands (Colotta et al. 1994; Stylianou et
Saklatvala 1998). Ce récepteur présente une meilleure affinité pour I'L-13 (kd=10°-

10°M) que pour I'lL-1a ou I'lL-1Ra (kd=10®M) (McMahan et al. 1991).

3.4.4. Fonctions générales des IL-1
[Références principales : Mire-Sluis et Thorpe 1998; Rosenwasser 1998]

L'IL-1a et I'L-1B partagent une pléthore d'effets biologiques, affectant de
nombreux organes et cellules, qui sont généralement impliqués dans les processus
inflammatoires et immunitaires. Ces effets sont médiés indirectement par l'induction
de la synthése d'autres régulateurs dont la corticotropine, les prostaglandines (Kniss
et al. 1997), I'oxyde nitrique, et les IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a et GM-CSF.

De fagon non exhaustive, on retrouve des effets :
systémiques : fievre, somnolence, anorexie, choc thermique, hypotension,
neutrophilie, hyposidérémie, hyperlipidémie, hypoalbuminurie.
locaux : angiogenése et vasodilatation, fibrose, extravasation et influx
lymphocytaires, induction de chemokines, induction de MMPs.
immunologiques : stimulation des cellules T (synthése de lymphokines, IL-2)
et B (prolifération et production d’anticorps) et des cellules NK
(prolifération et activation).
inflammatoires : augmentation des molécules d’adhérence sur I'endothélium,

synthése des protéines hépatiques de la phase aigué.

Bien gue les deux agonistes majeurs aient la capacité de produire les mémes
effets par l'intermédiaire de leur récepteur, l'invalidation de chacun de ces génes
chez la souris a démontré le role critique de I'lL-1(3 dans le processus inflammatoire,
essentiellement en phase aigué, contrairement a I'lL-1a (Fantuzzi et Dinarello 1996).
Les souris déficientes en IL-13 ne développent pas de fiévre et celles n'exprimant
pas I'lL-1Ra ont une fievre exacerbée (Horai 2005). Le développement normal et

I'hnoméostasie préservée des souris déficientes en récepteur de type | montrent que
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le systeme IL-1 n'est pas crucial a la survie (Labow et al. 1997). Toutefois, les
cytokines sont caractérisées par des spectres d'action redondants. Il peut donc étre

supposeé que d'autres cytokines viennent compenser la déficience.

Il faut distinguer les effets précités, médiés par le récepteur, de ceux de la pro-
piece de I'lL-la qui agit comme messager intracellulaire et peut réguler la
différenciation (Kariya et al. 1991; Stevenson et al. 1997), la prolifération (Beasley et
Cooper 1999; Maier et al. 1994), la migration (McMahon et al. 1997; Merhi-Soussi et
al. 2005) ainsi que l'apoptose (Pollock et al. 2003) des cellules. La pro-IL-1a (ou sa
propiece uniquement) est transloquée a la membranaire nucléaire par un mécanisme
actif dépendant de son signal de localisation nucléaire et de son association au
complexe "importine" constitué de la protéine RAN (Ras-related nuclear GTP-binding
protein) échangeuse de nucléotides GTP-GDP. Grace a leur petite taille, I'lL-1a et
I'lL-13 peuvent également étre transloquées passivement a travers la membrane
nucléaire (Luheshi et al. 2008). Enfin, certains auteurs ont rapporté que I'lL-1a peut
étre internalisée par endocytose du récepteur et transloquée dans le noyau cellulaire

par un mécanisme non élucidé (Grenfell et al. 1989).

L'IL-1Ra sert a moduler les effets potentiellement excessifs des ligands IL-1
dans le déroulement naturel de l'inflammation. Dans les cellules carcinomateuses de
l'ovaire, les formes iclL-1Ra atténuent I'expression des génes induite en réponse a
I'lL-1B par l'altération de leur ARNm (Watson et al. 1995). Les iclL-1Ra modulent
également les effets intracellulaires de la pro-IL-1a (Higgins et al. 1999; Merhi-Soussi
et al. 2005).
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3.5. Les IL-1 dans le systéme reproducteur

3.5.1. Expression et effets du systeme IL-1 dans le s gonades et de I'ceuf

fécondé

Au niveau des gonades, les agonistes IL-1 sont détectés dans le fluide
folliculaire (Barak et al. 1992). Les ARNm de I'lL-1a, de I'lL-1[, de I'lL-1Ra et de I'IL-
1RI sont présents dans les cellules qui constituent le cumulus ainsi que dans les
cellules de la granuleuse, a I'exception de TARNm de I'lL-1a. La theque des ovules

ne produit par contre que I'lL-1RI (Gerard et al. 2004) (Figure 1.19).

Cellules du cumulus
ARNmM de I'lL-1a
ARNm de I'lL-1
ARNmM de I'lL-1Ra
ARNm de I'lL-1RI

Cellules de la theque Ny
ARNmM de I'lL-1RI

Cellules de la granuleuse
ARNm de I'lL-1B

ARNm de I'lL-1Ra
ARNm de I'lL-1RI

Figure 1.19 : Localisation des composants du systéem e IL-1 dans le follicule
ovarien humain. D'apres Gérard et al. 2004.

Les IL-1[3, IL-1Ra et IL-1RI sont également exprimés dans le blastocyste
(Krussel et al. 2003). Cultivés in vitro, les ceufs fécondés humains produisent
d'importantes concentrations d'IL-1a et d'IL-1[3 et la présence de ces cytokines dans
le milieu de culture a été corrélée a une implantation réussie apres une fécondation
in vitro (Karagouni et al. 1998). Au niveau du site implantatoire, de I'lL-13 active est
détectée dans les villosités et le trophoblaste extravillositaire ainsi que dans les
cellules déciduales maternelles. L'IL-1RI est présent dans le syncytiotrophoblaste
villositaire et dans la couche trophoblastique (Paulesu et al. 2008).

Le systeme IL-1, en particulier I'lL-1(3, joue un r6le dans l'ovulation. En effet, la
perfusion d'IL-1B chez le rat résulte en une augmentation du taux d'ovocytes ovulés
(Brannstrom et al. 1993). A l'inverse, la perfusion d'IL-1Ra diminue ce taux et retarde

l'ovulation (Martoriati et al. 2003). D'autres fonctions ovariennes sont également
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influencées par le systéme IL-1, notamment la stéroidogenése. Toutefois, les effets
semblent différents d'une espéce a l'autre. Chez la femme, les études in vitro
montrent que I'lL-1 stimule la production de la progestérone (Sjogren et al. 1991)
mais inhibe celle des cestrogénes par les cellules de la granuleuse (Barak et al.
1992).

3.5.2. Expression et effets du systéme IL-1 dans " endometre

La détection du systeme IL-1 au site d'implantation suggere qu'il joue un réle
dans ce processus. En effet, les souris transgéniques qui surexpriment I'lL-1Ra
montrent des défauts d'implantation sans modification de la croissance de I'embryon
(Simon et al. 1994). Toutefois, les souris déficientes pour un des autres génes
majeurs du syteme IL-1 (IL-1a, IL-1 ou IL-1RI) se reproduisent normalement (Horai
et al. 1998).

Les études du systeme IL-1 dans I'endomeétre humain sont a ce jour peu
nombreuses et ont parfois mené a des conclusions contradictoires. Une expression
constante de I'lL-1a tout au long du cycle menstruel dans les cellules épithéliales et
stromales a été proposée sur base d'un nombre tres limité d'observations par RT-
PCR non quantitative et immunohistochimie (Tabibzadeh et Sun 1992). Des
expériences menées au laboratoire ont établi une origine épithéliale de I'lL-1a
(Singer et al. 1997). De méme, alors que la protéine IL-1 n'est que peu ou pas
détectée dans I'endométre selon certains auteurs (Tabibzadeh et Sun 1992), d'autres
la localisent dans les cellules endothéliales et quelques foyers de cellules stromales
(Simon et al. 1993a) et observent une augmentation de son expression en fin de
phase sécrétoire (Bergqvist et al. 2001; Kauma et al. 1990; von Wolff et al. 2000).
Enfin, I'expression de I'lL-1Ra est également controversée. En effet, la protéine est
essentiellement localisée par immunohistochimie dans les cellules épithéliales en
phase proliférative (Simon et al. 1995) tandis que les quantités de son ARNm et la
libération de la protéine correspondante augmentent en phase sécrétoire (Fukuda et
al. 1995).

41



Chapitre | : Introduction

L'expression des récepteurs IL-1 est moins I'objet de controverses. L'IL-1RI,
I'lL-1RACP et I'lL-1RII sont exprimés par les cellules épithéliales et par les cellules
stromales de I'endométre tout au long du cycle (Bigonnesse et al. 2001a; Bigonnesse
et al. 2001b; Boucher et al. 2001; Simon et al. 1993a). L'expression de [I'lL-1RI
augmente en phase sécrétoire (Bigonnesse et al. 2001a; Simon et al. 1993b) tandis
que celle de I'lL-1RII décroit (Boucher et al. 2001). L'IL-IRAcCP ne varie pas de
maniére significative (Bigonnesse et al. 2001b). La documentation relative aux
différentes isoformes des récepteurs dans l'endometre, en particulier des formes
solubles qui entrent en compétition avec leurs homologues membranaires reste

actuellement fort limitée.

Parmi les nouveaux membres de la famille des ligands IL-1, I'lL-1F5 (Busfield
et al. 2000) et I'lL-1F7 (Kumar et al. 2002) sont exprimés dans le tissu utérin.
Toutefois, ni l'origine cellulaire précise de ces ligands, ni leur réle biologique dans

l'utérus ou dans d'autres tissus, ni l'identité de leur récepteur n‘ont été investigueés.

Les ligands IL-1 peuvent potentiellement stimuler I'expression de toutes les
MMPs dont le promoteur contient une TATA box et un site AP-1 proximal. Dans
I'endomeétre, I'effet inducteur des IL-1 sur I'expression des MMP-1, 2, 3, 7 et 9 a été
démontré (Huang et al. 1998; Osteen et al. 1997; Rawdanowicz et al. 1994; Singer et
al. 1997), ainsi que linhibition de sa bioactivité par la présence de la progestérone
(Keller et al. 2000; Singer et al. 1997). Toutefois, I'action des ligands IL-1 dans
'endométre se manifeste également par la production d'autres cytokines et facteurs
de croissance, dont TNF-a (Laird et al. 1996), IL-8 (Arici et al. 1996) et LIF (Arici et
al. 1995) qui sont a leur tour capables d'induire des MMPs et d'influencer la
prolifération, la différenciation et I'apoptose cellulaires (Frank et al. 1995; Rossi et al.
2005; Simon et al. 1997; Tanaka et al. 1998). Ces mécanismes contribuent a la
constitution d'un réseau complexe de cytokines contrélant la fonction endométriale et
dont les nombreuses interconnections permettent de compenser la déficience de

'une d'entre elles.
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4) Pathologies associées aux MMPs eta l'lL-1 «

La protéolyse mal contrblée des composants de la matrice extracellulaire
conduit a différentes pathologies telles que le cancer, le développement de plaques
athéromateuses et leur rupture, l'arthrite rhumatoide, ou encore l'arthrose qui
impliquent une surexpression des MMPs (Murphy et Nagase 2008; Rannou et al.
2006). Les objectifs thérapeutiques menés jusqu'a aujourd’hui, dans le
développement cancéreux essentiellement, ont visé a inhiber les effecteurs
principaux du remodelage matriciel, les MMPs. Toutefois, ces traitements n'‘ont
conduit qu'a des résultats décevants ou peu spectaculaires (Zucker et al. 2000).
Ainsi, si l'inhibition des MMPs par leurs inhibiteurs tissulaires (TIMPs) décroit la
croissance tumorale dans les modeles de souris transgéniques, la possibilité
d'utiliser les TIMPs en thérapie humaine est limitée notamment en raison des effets
paradoxaux de ces protéines multifonctionnelles, qui se sont en réalité avérées
favoriser la croissance tumorale. L'utilisation des inhibiteurs synthétiques de la
production ou de l'activité des MMPs n'a malheureusement pas été plus fructueuse
aupres de patients souffrant de cancer avancé. Certaines MMPs ont des effets anti-
prolifératifs, d'autres se dégradent entre elles et leur inhibition stabilise les MMPs
substrats, causant ainsi une augmentation paradoxale de leur activité. La
surexpression conjointe de MMPs et d'IL-1a dans plusieurs types de pathologies
ouvre la voie a de nouvelles perspectives thérapeutiques (Apte et al. 2006; Fuchs et
al. 2004; Hoyland et al. 2008). Ainsi, par exemple dans différents carcinomes, les
fibroblastes avoisinant la tumeur produisent la MMP-1, favorisant l'invasion tumorale
(Boire et al. 2005), en réponse a I'lL-1a libérée par les cellules cancéreuses (Loffek
et al. 2005; Wolf et al. 2001). Une corrélation directe entre I'expression de I'lL-1a et
I'invasion a été mise en évidence dans les cellules cancéreuses (Lewis et al. 2006;
Singer et al. 2002)

Dans les pathologies du systeme reproducteur, lI'implication des MMPs a été
démontrée dans les saignements dysfonctionnels et I'endométriose. Les
saignements dysfonctionnels sont des troubles fréquents chez les femmes sous
traitement progestatif, auxquels sont associées une dégradation focale de la matrice

extracellulaire, une surexpression de MMPs et une libération accrue de ['lL-1a
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(Galant et al. 2004; Galant et al. 2000; Hickey et al. 2006; Labied et al. 2008).
L'endométriose, une pathologie caractérisée par la localisation ectopique de cellules
endométriales, bien que considéréee comme bénigne, partage certaines
caractéristiques avec les carcinomes. Les cellules ont la capacité d'envahir le tissu
avoisinant en détruisant la matrice extracellulaire environnante, ce qui méne a des
douleurs pelviennes et a [linfertilité (Nisolle et al. 2007). Ces lésions
endométriosiques synthétisent des MMPs spécifiques, dont la MMP-1, et présentent
des anomalies du systeme IL-1, a savoir une libération excessive de I'lL-1a et/ou une
diminution des inhibiteurs naturels (IL-1Ra et IL-1RII), suggérant leur implication
dans les mécanismes pathologiques sous-jacents (Hudelist et al. 2005; Kharfi et al.
2002; Kokorine et al. 1997; Lawson et al. 2008). Chez la souris, il a été démontré
que I'lL-1 favorise les étapes d'adhérence nécessaires a I'endométriose (Beliard et

al. 2003).
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5) Etat de la question et objectif de la these

La dégradation de la matrice extracellulaire est un aspect fondamental des
mécanismes de remodelage tissulaire physiologiques et pathologiques. Ce
remodelage est particulierement bien illustré par I'endometre humain entre la
ménarche et la ménopause. Au cours de chaque cycle menstruel, la muqueuse
présente une séquence de modifications caractéristiques qui préparent I'implantation
d'un éventuel embryon; a défaut, la couche fonctionnelle de I'endometre se délite et
est éliminée. La chute de production d'cestrogenes et de progestérone par les
ovaires induit I'expression et l'activation de MMPs, responsables de la lyse de la
matrice extracellulaire et ainsi, de [|'élimination de la couche superficielle de
I'endométre. Toutefois, les mécanismes et le contréle de la lyse menstruelle de
I'endométre restent encore mal compris. Le contrdle cyclique global par les stéroides
ovariens ne suffit pas a rendre compte de la réponse des MMPs. Le caractére focal
de l'induction menstruelle de I'expression des MMPs résulte tres vraisemblablement
d'un réseau local de relais paracrines et intracellulaires qui contréle dans le temps

mais aussi dans l'espace l'expression et l'activité des MMPs.

L'IL-1a, une cytokine proinflammatoire, peut étre produite par de nombreux
types cellulaires. En culture de cellules endométriales purifiées, de I'lL-1a d'origine
épithéliale joue un réle clé dans la stimulation d'expression stromale de MMP-1, une
collagénase. Bien que la production d'IL-la soit généralement associée a
I'inflammation et a la souffrance cellulaire, elle survient également transitoirement de
maniere physiologique au cours du développement embryonnaire et au terme du
cycle menstruel. Toutefois, le contrdle de I'expression et de la biodisponibilité de I'lL-
la endométriale était encore pauvrement documenté lors de l'initiation de ce travail.
Mon travail de recherche a des lors eu pour objectif de déterminer avec précision le
profil d'expression et les mécanismes de régulation de la biodisponibilité de I'lL-1a
dans I'endometre humain, en particulier dans le contexte de son action inductrice de
MMPs menstruelles. A cette fin, I'lL-1a et son ARNm ont été quantifiés et localisés
dans un large échantillonnage d'endometres prélevés aux différentes phases du
cycle. L'effet des stéroides ovariens sur les quantités et la localisation de 'TARNm et

de la protéine a été analysé en culture d'explants. Les effets de I'lL-1a étant
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influencés par I'lL-1 et I'lL-1Ra, I'expression et le contréle de ces compétiteurs du

récepteur ont été comparés a ceux de I'lL-1a.

En résumé, mes recherches ont permis de déterminer que, dans I'endomeétre
humain, I'lL-1a est essentiellement produite par les cellules résidentes, épithéliales et
fibroblastiques, et que les mécanismes de régulation de son expression different
largement entre les deux types cellulaires. La mise en évidence de stocks épithéliaux
permanents et d'un mécanisme d'auto-amplification paracrine par le stroma pendant
les saignements physio-pathologiques compléte la caractérisation d'une cytokine qui
offre trois niveaux de contréle local a linduction rapide de l'expression de

collagénase dans un tissu se remodelant.
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Chapitre Il : Résultats

L'objectif principal de mon travail a consisté a identifier les mécanismes de
régulation de I'expression et de la biodisponibilité de I'lL-1a dans I'endometre humain
au cours du cycle menstruel et a préciser la contribution des stéroides ovariens. A
cette fin, plusieurs méthodologies analytiques complémentaires ont été utilisées sur
des prélevements d'endometre humain avant ou au terme de leur culture sous forme

d’explants ou de cellules épithéliales et stromales purifiées.

1) Niveaux d'expression de I'lL-1 a, de I'lL-1B et de I'lL-1Ra dans I'endomeétre

humain au cours du cycle.

Les quantités d'ARNm d'IL-1a et de B-actine ont été mesurées par RT-PCR en
temps réel a partir de 78 échantillons endométriaux prélevés durant les différentes
phases du cycle. Puisque l'action de I'lL-la est influencée par les ligands IL-1
compétitifs du récepteur IL-1 de type |, les profils d’expression de I'lL-1(3 et de I'IL-
1Ra ont été également mesurés dans les mémes échantillons. Il a par ailleurs été
démontré au laboratoire que les quantités d’ARNm de la B-actine ne varient pas de
maniéere significative dans I'endometre au cours du cycle (Cornet et al. 2002). Elles
ont dés lors été utilisées pour normaliser celles de chague ARNm d’intérét en
exprimant les mesures sous forme de quantités relatives (Figure I1.1 : A, C et E). En
parallele, les protéines correspondantes ont été quantifiées par ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) dans 39 de ces eéchantillons et 15 autres
supplémentaires (Figure 1.1 : B, D et F).

Les difféerents ARNm et protéines ont été détectés dans tous les échantillons
analysés, a I'exception de la protéine IL-1[3 qui était sous le seuil de détection dans
8/24 échantillons sécrétoires et 9/19 échantillons prolifératifs, en dépit d'une
sensibilité identique des tests ELISA de quantification de I'lL-1a et de I'lL-1(3. Dans
I'ensemble, les profils d'expression des trois ligands IL-1 au cours du cycle se sont
aveéres comparables (Figure I1.1). L'analyse statistique par le test de Kruskal-Wallis a

révélé des variations significatives des ARNm des trois ligands IL-1 et de la protéine
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Figure II.1 : Expression des ligands IL-1 au cours du cycle menstruel. La
quantitt dARNm d’IL-1a, d'IL-18 et d'IL-1Ra (A, C et E) et des protéines
correspondantes (B, D et F) a été mesurée dans, respectivement, 78 et 54
échantillons d’endomeétre humain prélevés au cours des phases sécrétoire (S),
menstruelle (M) et proliférative (P) du cycle. Les graphiques sont centrés sur la
phase menstruelle pour mettre en évidence les variations d'expression qui la
caractérisent. Les mesures ont été normalisées par rapport aux quantités d’ARNmM
de [-actine ou de protéines totales dans les mémes extraits. Les médianes (points
reliés) et les percentiles 75 et 25 (limites des rectangles) sont présentés sur une
échelle logarithmique. Les valeurs minimales et maximales sont indiquées au moyen
des barres verticales. Les lignes pointillées représentent les limites inférieures de
détection. Le caractére significatif des variations globales au cours du cycle a été
déterminé a l'aide du test de Kruskal-Wallis : 1, P<0,005; ttt, P<0,001, tandis que
le test non paramétrique de Wilcoxon a été utilisé pour comparer les phases entre
elles : *, P<0,05; **, P<0,005; *** P<0,001.
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IL-1a entre les différentes phases du cycle en dépit dimportantes variations
individuelles entre échantillons au sein d'une méme phase. Les tests post-hoc plus
spécifiques de Wilcoxon ont confirmé le caractéere significatif des augmentations de
2,7 et de 4,3 fois des quantités relatives d'/ARNm d'IL-1a et d'IL-1Ra respectivement,
entre la phase sécrétoire et la phase menstruelle. Par contre, les différences
d'expression des protéines correspondantes (1,5 et 1,6 fois respectivement) n'étaient
pas significatives. De plus, une diminution significative de 2,3 a 20 fois des quantités
relatives d'’ARNm des trois ligands IL-1 et de la protéine IL-1a a été mesurée entre la
phase menstruelle et la phase proliférative. En outre, les quantités d'ARNm de I'lL-13
étaient 5,6 fois plus élevées en phase sécrétoire qu’en phase proliférative, mais cette
variation n'était pas significative pour la protéine.

En résumé, méme si toutes les variations n'étaient pas significatives, les
meédianes les plus élevées ont été systématiguement mesurées dans les échantillons
menstruels. Toutefois, I'amplitude des variations mesurées au cours du cycle
menstruel est restée extrémement modeste au regard de celle d’autres ARNm (par
exemple de LEFTY-A et de MMP-1) étudiés de maniére comparable au laboratoire et
dont le niveau varie de 100 a plus de 1000 fois entre la phase menstruelle et les
autres phases du cycle (Cornet et al. 2002; Vassilev et al. 2005) (Figure 11.2). En
particulier, bien que les quantités relatives médianes de I'ARNm de LEFTY-A
(3,7x107%) étaient similaires & celles de I'lL-1a et de I'NL-1p (3,0x10) au cours de la
phase menstruelle, elles étaient nettement inférieures durant les phases sécrétoires
et prolifératives (2,7x10™ et 4,6x107°, respectivement) & celles de I'lL-1a (1,1x107 et
5,6x10) et de I'L-1pB (1,9x107 et 3,4x10™). De telles observations suggérent que la
persistance d'une expression non menstruelle importante des IL-1a et B nécessite le

recours a un (des) autre(s) mécanisme(s) de régulation de leur bioactivité.
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Figure 11.2 : Comparaison des quantités relatives d es ARNm de IlL-1 a, de
LEFTY-A et de la MMP-1. Les ARNm d’IL-1a (A), de LEFTY-A (B) et de la MMP-1
(C) ont été quantifiés dans des échantillons d’endomeétres humains prélevés au cours
des phases sécrétoire (S, n=16), menstruelle (M, n=14) et proliférative (P, n=16) du
cycle. Les mesures ont été normalisées par rapport aux quantités d’ARNm de £
actine dans les mémes extraits et sont présentées comme a la figure 1. Le caractére
significatif des variations entre les phases du cycle a été déterminé a l'aide du test
non parameétrique de Wilcoxon : *, P<0,05; **, P<0,005; *** P<0,001.
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2) ContrOle de I'expression de I'lL-1  a, de I'lL-1 3 et de I'lL-1Ra par les stéroides

ovariens en culture d'explants.

La dégradation tissulaire endométriale et I'expression de la MMP-1 sont
fortement inhibées par I'addition d'une combinaison d'cestradiol et de progestérone
en culture d'explants (Vassilev et al. 2005), ce qui reflete et peut expliquer leur
régulation in vivo. Les variations cycliques plus limitées des quantités dARNmM des
ligands IL-1 suggérent un contrdle global moins strict de leur expression par les
stéroides ovariens. Afin de tester cette hypothese, des explants d'endometre ont été
cultivées pendant 24h en présence (+EP) ou non (-H) d'cestradiol 1nM et de
progestérone 100nM. Les explants ont été préparés a partir de 10 échantillons
prélevés durant la phase proliférative et de 10 autres échantillons prélevés durant la
phase sécrétoire. Les quantités relatives d/ARNm d'IL-1a, d'IL-1p et d'IL-1Ra, ainsi
que celles des protéines correspondantes, ont été mesurées au terme de la culture.

La quantité des ARNm des trois ligands et des protéines d'IL-1a et d'IL-1(3 a
systématiquement augmenté par rapport au tissu non cultivé (NC) correspondant
(Figure 11.3 : A & F) pour atteindre des valeurs identiques, voire supérieures, a celles
mesurées dans les échantillons menstruels non cultivés. L'addition des stéroides
ovariens a réduit denviron 2,5 fois l'augmentation des quantités relatives des
protéines IL-1a et IL-1B3 et ’ARNm d'IL-13 dans les explants prélevés en phase
proliférative, mais pas dans les explants provenant d'endometres seécrétoires,
probablement en raison de la présence des hormones endogenes. Par contre, les
stéroides ovariens n'ont pas influencé le niveau d'expression de I'lL-1Ra ni de son
ARNmM (Figure 11.3 : E et F).

L’inhibition, par les stéroides ovariens, de l'augmentation des quantités
d'’ARNm des ligands IL-1 en réponse a la mise en culture fut nettement inférieure a
celles mesurées pour LEFTY-A (17 fois) ou la MMP-1 (12 fois) (Cornet et al. 2002;
Vassilev et al. 2005), indiquant le caractere mineur du contréle hormonal sur
I'expression d'IL-la et IL-13 dans le tissu endométrial dans son ensemble.
Cependant, d'éventuelles variations locales d'expression et de réponse aux
hormones, par exemple selon le type cellulaire, n’étaient pas prises en compte dans

ces mesures globales et leur investigation a fait I'objet des expériences suivantes.
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Figure 11.3 : Contr6le hormonal de I'expression des ligands IL-1 en culture

d'explants. Les quantitts d’ARNm d’IL-1a, d'IL-18 et d'IL-1Ra et des protéines
correspondantes ont été mesurées dans des explants d'endométres prolifératifs ou
sécrétoires cultives 24h en présence (o) ou non (e) d'cestradiol 1nM et de
progestérone 100 nM. Les quantités relatives sont présentées comme a la figure 1 et
comparées aux valeurs correspondantes avant culture (e). Les lignes pointillées
représentent les limites inférieures de détection. Les variations pairées ont été
soumises au test de Wilcoxon : *, P<0,05; **, P<0,005.
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3) Mise en évidence d'un contrdle différentiel de |  'expression de I'lL-1 a selon le

type cellulaire.

La contribution respective des compartiments glandulaire et stromal dans la
production des ligands IL-1 a d’abord été déterminée en répétant la quantification de
leurs ARNm dans des foyers cellulaires isolés par microdissection dans le cadre de
la these de doctorat d’Héloise Gaide Chevronnay. Des sections histologiques
d’explants de trois endométres prolifératifs cultivés pendant 24h en présence ou non
des stéroides ovariens ont été microdisséquées pour séparer stroma et glandes
(Figure 11.4).

Figurell.4 : Microdissection d’explants. Des foyers de cellules stromales (St) et de
glandes (Gl) ont été prélevés par microdissection au laser sur des coupes d’explants
(microphotographies représentatives fournies par Héloise Gaide Chevronnay).

Compte tenu de la faible quantité de matériel obtenu, les ARNm ont subi une
amplification linéaire avant la mesure des quantités relatives des ARNm des ligands
IL-1 par PCR en temps réel (Figure 11.5).

Dans les explants cultivés en absence d’hormones, des quantités similaires
ont été mesurées dans les deux compartiments pour TARNm de I'lL-1a et pour celui
de [I'lL-1Ra, contrairement a 'ARNm de [PIL-1B qui S’est distingué par une
prédominance stromale. L’addition des stéroides ovariens a la culture a provoqué
une réduction moyenne de 14 fois des quantités relatives d’ARNm de I'lL-1a dans le
stroma, et de plus de 25 fois de celles de TARNm de l'IL-1(3 dans les glandes, bien

gue la relevance physiologique de cette derniére différence reste a déterminer dans
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la mesure ou les valeurs avoisinent le seuil de détection. Aucune autre variation

systématique n’a été relevée.
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Figure 11.5 : Contréle hormonal spécifique de l'exp  ression des ARNm des
ligands IL-1 dans le stroma et les glandes d'explan ts cultivés. Les quantités
d'’ARNm d’IL-1a, d’IL-18 et d'IL-1Ra ont été mesurées dans les compartiments
stromal (St) et glandulaire (GI) isolés par microdissection au laser a partir de trois
échantillons d'endometres prolifératifs cultivés 24h en présence (o) ou non (e)
d'’hormones, normalisées par rapport aux quantités d’ARNm de [Factine et présentées
individuellement sur une échelle logarithmique. Les lignes pointillées représentent la
limite inférieure de détection.

Il faut noter qu'un biais a été introduit dans ces mesures, principalement en
raison de I'amplification linéaire pratiquée sur les ARN avant quantification. Ce biais
étant systématiquement et identiquement appligué a tous les échantillons
microdisséqués, il ne devrait pas fausser les comparaisons entre ces échantillons.
Par contre, il est trés certainement a l'origine des différences de quantités relatives
d'’ARNmM relevées entre échantillons microdisséqués ou non. En dépit de ce biais,
ces résultats indiquent clairement un contrdole hormonal de I'expression de ['lL-1a
limité au compartiment stromal et masqué, dans les quantifications totales, par

I'abondance de son expression épithéliale.
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4) Origine cellulaire de I'lL-1  a.

Les expériences de microdissection au laser ont montré que I'lL-l1a est
exprimée dans les compartiments glandulaire et stromal de I'endométre. Dans le
compartiment stromal, les cellules inflammatoires, qui sont abondantes en fin de
cycle menstruel, pourraient contribuer a une partie importante de la production d'IL-
la. Toutefois, I'influx de cellules inflammatoires ne peut expliquer I'augmentation des
guantités d'’ARNm de I'lL-1a dans les explants. Afin de préciser la nature des cellules
stromales produisant I'lL-1a et de confirmer le contréle hormonal différentiel de
I'expression d’IL-1a par les deux compartiments cellulaires, TARNm de I'lL-1a a été
localisé par hybridation in situ sur des sections histologiques (i) d’endometres non
cultivés représentatifs des différentes phases du cycle (Figure 11.6) ou (i) d’explants

cultivés (Figure 11.7).
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Figure 11.6 : Localisation tissulaire de TARNm et de la protéine de I'lL-1 a au
cours du cycle menstruel. Champs caractéristigues de la localisation par
hybridation in situ (HIS) de ’'ARNm de I'lL-1a (A-C) et par immunohistochimie (IHC)
de la protéine correspondante (E-G) détectés dans des échantillons d’endometres
prolifératifs (A et E; n=10), sécrétoires (B et F; n=15) et menstruels (C et G; n=10).
Les contrdles négatifs pour I'hybridation in situ ou l'immunohistochimie ont été
réalisés pour chaque échantillon sur une coupe adjacente a l'aide de la sonde sens
ou d'un anticorps non relevant, et les contrbles effectués sur un endometre menstruel
sont présentés en D et H respectivement. Les inserts représentent des
agrandissements de quatre fois des zones encadrées. Les barres correspondent a
50 pm.
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Comme attendu, des variations majeures d’expression ont été observées dans
le stroma mais non dans les glandes. L'ARNmM de I'lL-1a a été détecté dans les
cellules épithéliales de tous les préléevements non cultivés testés (Figure 11.6 : A a C),
quelle que soit la phase du cycle, et dans tous les explants cultivés (Figure 1.7 : A et
B). De méme, un marquage stromal abondant a été observé sur les coupes
d’endometres non cultivés prélevés pendant la phase menstruelle (Figure 11.6 : C) et
d’explants cultivés en absence d’hormones (Figure 11.7 : B). Par contre, aucun signal
stromal n'a pu étre décelé sur les coupes des échantillons prélevés durant les
phases proliférative et sécrétoire (Figure 11.6 : A et B) et seul un tres faible signal a
été observé sur un nombre limité de coupes d’explants cultivés en présence des
stéroides ovariens (Figure 1.7 : A). Le profil immunohistochimique de la protéine est
remarquablement superposable au signal de 'ARNm et reproduit en particulier le
contraste de marquage stromal tant entre endomeétres non menstruels et menstruels
(Figure 11.6 : E a G) gqu’entre explants cultivés en présence ou non des stéroides
ovariens (Figure 1.7 : C et D). Un marquage cytosoligue homogene de I'ensemble
des cellules est observé tant dans le compartiment glandulaire que dans le
compartiment stromal, a I'exception des glandes menstruelles caractérisées par un

enrichissement apical ou parfois basal (Figure 1.6 : G).
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Figure 1.7 : Contréle de la localisation tissulair e de TARNm et de la protéine IL-
laen culture d'explants. Des champs caractéristiques d’hybridation in situ (HIS) de
TARNmM de llL-1a (A et B) et de limmunohistochimie (IHC) de la protéine
correspondante (C et D) sont présentés dans des échantillons d’endometres cultivés
24h en présence (+EP; A et C) et en absence (-H; B et D) de stéroides ovariens. Les
inserts représentent des agrandissements de quatre fois des zones encadrées. Les
barres correspondent a 50 um.
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Le stroma endométrial contient différents types cellulaires majeurs qui peuvent
étre reconnus par immunodétection de marqueurs relativement spécifiques : les
cellules stromales de type fibroblastique, qui expriment le CD10 ; les leucocytes, qui
expriment le CD45 ; les lymphocytes Natural Killers (NK), qui expriment le CD56 ; et
les macrophages, qui expriment en abondance le CD68. Afin d'identifier les cellules
stromales contenant I'lL-1a, une immunodétection simultanée d'IL-la et de ces
divers marqueurs a été réalisée sur la méme section histologique ou sur des sections
adjacentes d'endometre menstruel et d'explants cultivés sans addition d’hormones
(Figure 11.8).

Endométre menstruel

Endometre cultive (- H)

CD45 (Leucocytes) CD56 (cellules NK) CD68 (macrophages)
6 i

o
- s el
‘ -
-
L ]

-

-
-~

Figure 1.8 : Caractérisation des cellules stromale s
contenant de I'lL-1 a. La localisation de I'lL-1a (A-D et ) et
de marqueurs de types cellulaires (CD10, fibroblastes, A et
E; CD45, leucocytes, B et F; CD56, cellules NK, C et G;
CD68, macrophages, D et H) a été déterminée par co-
immunomarquage sur des coupes dun endomeétre
menstruel non cultivé (n=3, A-D) ou par marquage sur des
coupes seriees d'explants cultivées 24h sans hormones
(n=5; E-I). Les inserts représentent des agrandissements
de quatre fois des zones encadrées. Les barres
correspondent a 50 pm.

Chacun de ces types cellulaires a pu étre détecté dans les tissus analysés,
tant non cultivés (Figure 1.8 : A a D) que cultivés (Figure I1.8 : E & 1) a I'exception de
CD56. Toutefois, les résultats ont clairement montré que la protéine IL-1la était

majoritairement présente dans les cellules de type fibroblastique exprimant le CD10.
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Collectivement, les résultats d'hybridation in situ et d'immunolocalisation indiquent
gue les fibroblastes sont responsables de la majorité de la production stromale d'IL-
la sous le contrle des stéroides ovariens, bien qu'une contribution de cellules
hématopoiétiques ne puisse étre exclue. De facon inattendue, aucun signal
extracellulaire n'a été immunodétecté, méme dans I'endometre menstruel et les
explants cultivés sans hormones. Cette apparente contradiction a I'hnypothese d'une
augmentation de la libération de I'lL-1a dans ce type d'échantillons est discutée plus

loin.

5) Immunolocalisation de I'lL-1 a dans I'endométre pendant des épisodes de

saignement dysfonctionnel.

Des explants menstruels ou préparés a partir d’'endometres préleves pendant
des épisodes de saignement dysfonctionnel libérent de grandes quantités d’IL-1a
des le premier jour de culture, contrairement aux explants d’endometres prolifératifs
et sécrétoires qui n'en liberent qu'apres deux jours de culture (Galant et al. 2000;
Singer et al. 1997). Plus limité spatialement que le remodelage menstruel, le
saignement dysfonctionnel se caractérise par la présence, en dehors de la période
attendue, de foyers tissulaires dégradés a proximité de zones préservées qui
conservent le marquage des fibres argyrophiles (Figure 1.9 : A et C). La localisation
cellulaire de I'lL-1a (Figure 11.9 : B et D) a été déterminée sur des coupes de 9
biopsies endométriales prélevées au cours d’épisodes de saignement dysfonctionnel

et comparée a la coloration a I'argent pratiquée sur des coupes adjacentes.
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Figure 1.9 : Localisation cellulaire de I'lL-1 a dans I'endométre de patientes

souffrant de saignements anormaux. Des aires tissulaires dégradées (A) ou
préservees (C) d’échantillons d'endométres présentant du saignement dysfonctionnel
(n=9) ont été identifiées au moyen de la coloration a l'argent du réseau de fibres de

collagéne argyrophiles. L'IL-1a a été détectée sur des coupes adjacentes (B et D).
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Les inserts représentent des agrandissements de quatre fois des zones encadrées.
Les barres correspondent a 50 pm.
Comme dans tous les échantillons normaux analyseés, I'lL-1la a été détectée

dans I'ensemble des cellules épithéliales, tant dans les foyers dégradés que dans les
régions préservées. Ce marquage épithélial généralisé était en contraste frappant
avec I'hétérogénéité du signal stromal, absent des régions préservées mais
ubiquitaire dans les zones dégradées.

Le parallélisme entre menstruation et saignement dysfonctionnel semble donc
s'étendre, en amont de la contribution des mémes MMPs, a des mécanismes
déclencheurs locaux communs. Bien que les échantillons pathologiques n'aient plus
ete utilisés dans la suite de [|'étude, cette constatation prouve le double intérét,
fondamental et appliqué au développement de nouvelles thérapies, de comprendre

les mécanismes de contrble de I'expression de I'lL-1a endométriale.

6) Contréle hormonal de I'lL-1 a épithéliale en culture d’explants.

Plusieurs de nos observations convergeaient pour démontrer une production
épithéliale continue d'IL-la tout au long du cycle, sans influence des stéroides
ovariens. Toutefois, l'absence d’IL-la immunodétectable dans les milieux
conditionnés pendant 24h par des explants non menstruels ainsi que les niveaux
limités d’ARNmM de MMP-1 mesurés en dehors de la menstruation suggéraient un
contrdle post-traductionnel de la bioactivité de I'lL-1a épithéliale. Ainsi, les stéroides
ovariens pourraient empécher la libération de I'lL-1a épithéliale. Pour tester cette
hypothése, des explants non menstruels ont été cultives en présence de
cycloheximide (+CHX), un inhibiteur de la traduction protéique, afin de bloquer toute
néosynthese d'lIL-1a et investiguer le sort, aprés 24h de culture d’explants, de I'lL-1a
présente dans le compartiment épithélial au moment du prélevement (Figure 11.10 : A
et B). L'immunolocalisation systématique de la cytokératine a permis de vérifier la
préservation cellulaire et 'absence d'effet globalement toxique de la CHX (Figure
[1.L10 : C et D).
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Figure 11.10 : Effet des stéroides ovariens sur la  détection de I'lL-1 a dans les
explants cultivés en présence de cycloheximide. Des champs caractéristiques de
l'immunomarquage de I'lL-1a (A et B) et de la cytokératine (C et D) sur coupes
adjacentes d'explants cultivés en présence de cycloheximide (+CHX) et en présence
(+EP) ou non (-H) d’hormones stéroides sont présentés. Les inserts représentent
des agrandissements de quatre fois des zones encadrées. Les barres correspondent
a 50 pum.

En confirmation de notre hypothese, le marquage épithélial de I'lL-1a n’'a été
préservé que dans les explants cultivés en présence des stéroides ovariens,
suggérant la dégradation ou la libération de la cytokine en I'absence d’hormones.

Ces deux mécanismes potentiels ont été testés en mesurant par ELISA les
concentrations d’lIL-1a dans les extraits totaux des explants cultivés en présence de

CHX et dans les milieux conditionnés correspondants.
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Etonnamment, et en contraste flagrant avec I'immunohistochimie, des
quantités similaires d’IL-la ont été mesurées dans les homogénats d’explants
cultivés en présence et en absence des stéroides ovariens (Figure 11.11). De plus,
I'absence d’hormones n’a entrainé aucune modification significative du pourcentage
d’'IL-1a recueillie dans les milieux conditionnés (moins de 2% de I'lL-la mesurée

dans les homogénats ; non représente).
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Figure 11.11 : Contrdle hormonal des quantités dIL  -la dans les explants
cultivés en présence de cycloheximide. Les quantités d’IL-1a ont été mesurées
dans des explants cultivés pendant 24h en présence de cycloheximide et en
présence (o) ou non (e) des stéroides ovariens. Les valeurs ont été normalisées par
rapport a la quantité d'ADN dans les tissus. Quatre cultures indépendantes sont
représentées.

Cette discordance entre marquage immunohistochimique et quantification par
ELISA pouvait s’expliquer par des difféerences de spécificité des anticorps (par
exemple si I'anticorps utilisé pour I'immunohistochimie reconnait préférentiellement la
pro-forme de lIL-l1a) ou par une disparition d'une partie de I'lL-1la lors de la
préparation des coupes pour immunohistochimie. Afin de tester la premiere
hypothése, des homogénats d'endometres cultivés ou non ont été soumis a des
analyses par Western blotting en utilisant le méme anticorps anti-IL-1a que pour
limmunohistochimie. Malheureusement, malgré plusieurs adaptations de la
procédure, aucune détection spécifique n’'a pu étre obtenue, méme sur une piste
contrble contenant de [IIL-la recombinante. Selon notre seconde hypothése,
I'élimination d’'une partie de I'lL-la au cours de la préparation des lames pour
'immunohistochimie pourrait refléter ses différentes localisations tissulaires, en
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particulier I'existence d’une proportion d’IL-1a extracellulaire se trouvant encore dans
le tissu, a distinguer de I'lL-1a recueillie dans le milieu de culture. Ainsi, seules les
formes intracellulaires d’IL-la seraient détectables par immunohistochimie, par
opposition a la forme libérée, maintenue dans le réseau matriciel extracellulaire. Afin
de comparer les contingents intra- et extracellulaires d’'IL-1a, des explants cultivés en
présence de CHX et avec ajout ou non d’cestradiol et de progestérone ont été
soumis a une digestion protéolytique modérée afin de récupérer la fraction
résistante, enrichie en cellules intactes. Les quantités d’IL-1a préservée (et donc
présumée intracellulaire) ont été mesurées dans les homogénats préparés apres
protéolyse (Figure 11.12 : protéase +) et comparées a celles relevées dans des
homogénats d’explants non protéolysés (Figure 11.12 : protéase -). Les mesures ont
été normalisées par référence a une protéine cytosolique, la sous-unité 20S du
protéasome, afin de tenir compte des dommages cellulaires engendrés par la

protéolyse.
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Figure 11.12 : Contréle hormonal des quantités intr ~ acellulaires d'IL-1 a dans les
explants cultivés en présence de cycloheximide. Les quantités d’IL-1a ont été
mesurées dans les extraits totaux (protéase -) ou dans la fraction résistante apres
protéolyse des composants de la matrice extracellulaire (protéase +) d'explants
cultivés pendant 24h en présence de cycloheximide et en présence (o) ou non (e)
des stéroides ovariens. Les valeurs ont été normalisées par rapport aux guantités
correspondantes de la sous-unité 20S du protéasome (variant de 81 a 157 pg/pg
d'ADN). Quatre expériences indépendantes sont représentées.
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Des rapports identiques IL-1a/sous-unité 20S (entre 0,02 et 0,04) ont été
mesurés dans la fraction résistante aux protéases et dans les lysats totaux a partir
des explants cultivés en présence des stéroides ovariens. Par contre, en I'absence
des hormones, I'lL-la n'a pas été détectée dans les homogénats des explants
protéolysés, malgré des niveaux stables de sous-unité 20S du protéasome.
Globalement ces résultats suggéraient que les stéroides ovariens agissent

principalement sur I'lL-1a épithéliale en bloquant sa libération.

7) Contrble hormonal de la libération de I'lL-1  a épithéliale en culture cellulaire.

L’hypothése du contréle hormonal de la libération d’IL-1a épithéliale a été
directement testée en culture cellulaire. Des cellules épithéliales ont été purifiées
puis adaptées pendant 3 jours a la culture sur une matrice de collagéne de type IV
en présence des stéroides ovariens. Les cellules ont ensuite été soumises a un
retrait de 24h de I'cestradiol et/ou de la progestérone, en présence d’inhibiteurs de
protéases afin de prévenir toute dégradation éventuelle de I'lL-1a libérée. Au terme
des 24h de traitement, les quantités relatives d’ARNm de I'lL-1a ont été mesurées
par RT-PCR (Figure 11.13 : A) et la protéine a été quantifiée par ELISA dans les

lysats cellulaires et dans les milieux conditionnés (Figure 11.13 : B).
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Figure 11.13 : Controle hormonal de 'expression et de la libération d'IL-1 a par
des cellules épithéliales purifiées.  Des cellules épithéliales purifiées a partir de 5
endometres non menstruels ont été adaptées pendant 3 jours a la culture en

bY

présence des stéroides ovariens puis soumis, pendant 24h, a un retrait total ou
partiel des hormones. Des inhibiteurs de protéases ont été ajoutés au milieu pour
préserver I'lL-1a libérée. Le niveau d'/ARNm d'IL-1a a été mesuré par RT-PCR en
temps réel dans les lysats cellulaires, rapporté au niveau d'ARNm de [-actine et
présenté en pourcentage de la condition contrble, dans laquelle les deux stéroides
ovariens ont été maintenus (A). La quantité de protéine IL-1a a été mesurée par
ELISA dans les lysats cellulaires (o) et les milieux conditionnés correspondants (m) et
présentée en pourcentage de la valeur moyenne totale mesurée dans la condition de
culture contréle (B, 24 pg/ug d'’ADN). Le caractére significatif des variations entre les
conditions a été déterminé a I'aide du test de Wilcoxon : *, P<0,05.

Aucune variation des quantités relatives d’ARNm de I'lL-1a ou des quantités
totales de la protéine (lysats + milieu; hauteur totale des histogrammes de la figure
[1.13 : B) n'a été relevée en réponse au retrait hormonal simple ou combiné. Par
contre, le retrait simultané de I'cestradiol et de la progestérone, mais pas leur retrait
isolé, a provoqué une augmentation importante (de 13 fois) de la libération d’IL-1q, la
fraction libérée suite au retrait combiné représentant 86,5% de I'lL-1a totale, par
comparaison a 6,6% du total dans la condition contrdle ou les deux stéroides ont été
maintenus. Ces résultats indiquaient clairement le réle répresseur de I'cestradiol et
de la progestérone sur la libération de I'lL-la épithéliale mais sans préciser le

mécanisme sécréteur mis en route en leur absence.
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8) Mécanisme de libération de I'lL-1 a épithéliale.

Un nombre limité d’expériences préliminaires a été réalisé afin de déterminer
si l'apoptose contribue a la libération d’IL-la par les cellules épithéliales de
'endometre humain. Afin de disposer d’'une biomasse suffisante, nous avons choisi
d’utiliser des cellules dérivées d’'un adénocarcinome endométrial et, parmi les
qguelques lignées disponibles, notre choix s’est porté sur les cellules HEC-1A qui
produisent des quantités d’IL-la proches de celles de [I'épithélium endométrial
normal. Dans un premier temps, pour mimer I'expérience de libération de I'lL-1a par
les cellules épithéliales purifiées, des cellules HEC-1A ont été soumises a un retrait
combiné d’cestradiol et de progestérone pendant 24h aprés 5 jours de culture en leur
présence.

A l'inverse de ce que nous avions observé avec les cellules purifiées, les
cellules HEC-1A n'ont pas libéré davantage d’'IL-1a suite au retrait hormonal (entre

15 et 20% de I'lL-1a totale; Figure 11.14).
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Figure 11.14 : Effet du retrait hormonal sur la lib  ération d’'IL-1 a par les cellules
HEC-1A. Des cellules HEC-1A ont été cultivées pendant 5 jours en présence
d’cestradiol et de progestérone puis soumises pendant 24h au retrait ou au maintien
des hormones. Les quantités d’IL-1a ont été mesurées par ELISA dans les lysats
cellulaires (o) et les milieux conditionnés correspondants (m) et sont exprimées en
pourcentage de I'lL-1a totale (lysat + milieu conditionné). Ces résultats proviennent
d’'une expérience unique.
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Parallelement, 'immunomarquage d’IL-1a suivi d’une visualisation en microscopie
confocale n'a pas permis de détecter d’exposition extracellulaire de la cytokine au
niveau de la membrane cytoplasmique des cellules HEC-1A, méme dans la culture
en I'absence d’hormones (Figure 11.15 : A et B). La présence d’IL-1a dans les cellules
HEC-1A a été vérifiee par immunomarquage apres perméabilisation de la membrane
cytoplasmique. Contrairement au marquage cytosolique relativement homogene
dans le tissu complet, I'lL-1a apparaissait principalement sous forme d’'un anneau

péricellulaire dans les cellules HEC-1A (Figure 11.15 : C).

Figure 11.15 : Effet des hormones sur 'immunomarqu age dIL-1 a dans les
cellules HEC-1A. Des cellules HEC-1A ont été cultivées pendant 5 jours en
présence des stéroides ovariens puis 24h supplémentaires en leur présence (A) ou
non (B et C). L'IL-1a a été détectée par immunofluorescence sans (A et B) ou aprés
perméabilisation des cellules (C), et visualisée par microscopie confocale. Les barres
correspondent a 50 pum.

L'absence de libération d’IL-1a par les cellules HEC-1A ne remettait pas en
cause notre hypothése puisqu’elle peut s’expliquer notamment par une déficience
d’entrée en apoptose de ces cellules en réponse au retrait hormonal. Nous avons
des lors directement testé I'effet d’agents pro-apoptotiques connus, le TNF-a et la
camptothécine, sur la libération d’'IL-1a par les cellules HEC-1A.

L’'ajout de ces substances, seules ou combinées, pendant 24h de culture n'a
cependant pas augmenté la libération d’'IL-la mais n’a pas non plus induit
d’apoptose dans ces cellules, comme I'a indiqué I'absence d’immunodétection de
phosphatidylsérine au feuillet externe de la membrane plasmique cellulaire (Figure
11.16).
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Figure 11.16 : Effets d’agents pro-apoptotiques sur la libération d’'IL-1 a, sur la
localisation des phosphatidylsérines membranaires e t sur la perméabilité
membranaire de cellules HEC-1A. Des cellules HEC-1A ont été cultivées pendant
24h en absence (ctrl) ou en présence de TNF-a 100ng/ml et/ou de camptothécine
4uM (CAM). Au terme de la culture, les quantités d'IL-1a ont été mesurées par
ELISA dans les lysats cellulaires (o) et les milieux conditionnés correspondants (m) et
sont exprimées en pourcentage de I'lL-1a totale. Ces résultats proviennent d’une
expérience unique. En paralléle, les phosphatidylsérines membranaires ont été
marquées a l'aide d’'annexine V couplée a la fluorescéine et la perméabilité
membranaire a été investiguée par marquage différentiel des noyaux a l'aide agents
intercalants fluorescents diffusant (Hoechst 33342) ou non (iodure de propidium, PI)
au travers des membranes non perméabilisées. En insert, le marquage a été
pratigué sur des cellules perméabilisées par un traitement a la saponine 0,05%
pendant 10 min. Les barres correspondent a 50 pm.
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En résumé, ces gquelques expériences préliminaires ont été réalisées, par
malchance, avec des cellules hautement résistantes a I'apoptose. Elles ne remettent
toutefois pas en cause notre hypothese puisque, a défaut de montrer que le retrait
hormonal provoque une apoptose qui déclenche la libération d’'IL-1a, nous avons
observé que la libération d’'IL-1a ne s’effectuait pas par des cellules résistantes a
I'apoptose. Il est évident que ces expériences devront étre répétées avec une autre

lignée épithéliale ou avec des cellules purifiees.

9) Contrdle hormonal de la production d'IL-1 o stromale en culture cellulaire et

amplification paracrine.

Les observations par hybridation in situ ont montré que la production d'IL-1a
stromale est induite, in vivo, au moment de la chute des concentrations des stéroides
ovariens. D’autre part, les expériences de culture de cellules épithéliales purifiées ont
indiqué que le retrait hormonal stimule la libération des stocks intracellulaires d’IL-1q.
La concordance des événements suggérait que, comme cela a été montré pour la
production stromale d’activité collagénolytique, I'lL-1a d’origine épithéliale pourrait
directement provoquer I'augmentation de l'expression d’lL-la stromale, induisant
ainsi un mécanisme de boucle amplificatrice paracrine. Pour tester cette hypothese,
des cellules stromales ont été purifiées, adaptées pendant 8 jours a la culture en
présence des stéroides ovariens puis soumises, pendant 24h, au retrait de
I'cestradiol et/ou de la progestérone simultanément a l'addition ou non d’IL-1a
recombinante. Les quantités relatives d’ARNm de I'lL-1a ont été mesurées au terme
du traitement (Figure 11.17).

Le simple retrait des stéroides ovariens n'a pas engendré de modification
significative de la quantité d'ARNm de I'lL-1a. Par contre, I'addition concomitante de
100 pg/ml d'IL-1a recombinante a conduit & une augmentation moyenne de 2,7 fois.
Une augmentation similaire (2,4 fois) a été observée lorsque I'addition d’IL-1a
recombinante a été réalisée en maintenant I'cestradiol seul, mais pas en maintenant

la progestérone (seule ou en combinaison avec I'cestradiol).
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Figure I11.17 . Effet du retrait hormonal et de IIL -la recombinante sur
I'expression stromale d'IL-1 a. Les cellules stromales de 7 endometres non
menstruels ont été adaptées pendant 8 jours a la culture en présence des stéroides
ovariens puis soumises pendant 24h a leur maintien ou a leur retrait total ou partiel,
et/ou a l'addition d’'IL-1a recombinante (rhiL-1a). La quantité relative d'/ARNm d’IL-1a
a été mesurée et est présentée en pourcentage de la condition contrdle ou les deux
stéroides ovariens ont été maintenus. Le niveau relatif d'/ARNm d'IL-1a par rapport a
la S-actine varie de 3x10™ & 7x10° (médiane=2x10") dans cette condition contrdle.
Le caractére significatif des variations entre les conditions a été déterminé a l'aide du
test de Wilcoxon : P<0,05; * par rapport & E+P+, § par rapport a rhiL-1a+.

Comme nos observations dans des explants d’endométre (Figure 11.5) ont
indiqué que les cellules épithéliales sont susceptibles de produire simultanément de
'lL-1a et un inhibiteur de sa bioactivité, I'lL-1Ra, nous avons veérifié que I'lL-1a
présente dans du milieu conditionné par des cellules épithéliales pouvait
effectivement augmenter la synthése d’IL-1a par les cellules stromales. Des cellules
stromales préalablement adaptées a la culture pendant 8 jours en présence des
stéroides ovariens ont été cultivées en présence de milieu conditionné pendant 3
jours par des cellules épithéliales. Ce milieu, contenant 15 pg/ml d’IL-1a selon un
dosage par ELISA, a été additionné ou non d'cestradiol et/ou de progestérone.

Les quantités relatives d’ARNm de I'lL-1a dans les cellules stromales (Figure
[1.18), mesurées au terme de 24h d’addition de ce milieu conditionné, étaient 4,7 fois
supérieures (entre valeurs médianes) en I'absence des hormones par rapport au
contrble dans lequel cestradiol et progestérone ont été maintenus. Le maintien de
I'cestradiol seul n’a pas empéché une augmentation similaire (3,4 fois), contrairement
au maintien de la progestérone seule. Cet effet était entierement provoqué par I'lL-1a
présente dans le milieu de culture puisqu’il a été totalement inhibé en ajoutant, dans

le milieu conditionné, un anticorps bloquant spécifiguement I'lL-1a.
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Figure 11.18 : Effet des stéroides ovariens et cont  ribution de I'lL-1 a épithéliale a
la stimulation de l'expression stromale d'IL-1  a. Les cellules stromales de 7
endometres non menstruels ont été adaptées pendant 8 jours a la culture en
présence des hormones, puis cultivees pendant 24h en présence de milieu
conditionné par les cellules épithéliales (CM), avec maintien ou retrait d'cestradiol
et/ou de progestérone, et avec addition, ou non, d'un anticorps dirigé contre I'lL-1a.
La quantité relative d'/ARNmM d’IL-1a a été mesurée et est exprimée en pourcentage
de la condition contréle ou les deux stéroides ovariens ont été maintenus. Le niveau
relatif d'ARNm d'IL-1a par rapport a la S-actine dans cette condition contrdle varie de
1x10™ & 2x10 (médiane=1,5x107). Le caractére significatif des variations entre les
conditions a été déterminé a l'aide du test de Wilcoxon : P<0,05; * par rapport a
CM+E+P+, # par rapport a CM+.

10) Bioactivité sélective de I'lL-1 a sur les collagénases endométriales.

Des études antérieures réalisées au laboratoire (Singer et al. 1997) ont
montré que I'lL-la endométriale stimule la production et la libération d’activité
collagénolytique par des cellules stromales et que cet effet est directement réprimeé
par les hormones. Cette activité résulte en partie de I'expression stromale de la
MMP-1 (ou collagénase-1) qui a été démontrée par hybridation in situ dans
'endometre menstruel et dans les explants cultivés sans hormones (Kokorine et al.
1996). La quantification précise des variations des quantitts d’ARNm des MMPs
endométriales réalisée par V. Vassilev pendant le début de mon doctorat a indiqué
gu'en plus de la collagénase 1 (MMP-1), 'endométre humain exprime aussi la
collagénase 2 (MMP-8) mais pas la collagénase 3 (MMP-13; Vassilev et al. 2005 et
communication personnelle). Plus particulierement, les quantités relatives des ARNm

de la MMP-1 et de la MMP-8 augmentent de plus de 2 logarithmes pendant la phase
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menstruelle, par comparaison aux autres phases du cycle, ainsi qu’en réponse a la
mise en culture d’explants non menstruels sans ajout d’hormones. Comme pour
TARNmM de la MMP-1, l'induction de la MMP-8 est inhibée par I'ajout des stéroides
ovariens en culture (Vassilev et al. 2005). La MMP-8 est également connue sous le
nom de collagénase des neutrophiles, terme qui témoigne bien de son origine
cellulaire la mieux documentée. L'abrupte augmentation des quantités relatives de
son ARNm en fin de phase sécrétoire pourrait des lors résulter de l'infiltration des
cellules inflammatoires dans le stroma endométrial observée au méme moment.
Toutefois, in vivo, la synthese d’ARNm de MMP-8 par les neutrophiles
polymorphonucléaires n'a lieu que durant leur maturation au sein de la moelle
osseuse, la MMP-8 étant ensuite stockée dans des granules de sécrétion jusqu’au
moment de sa libération au niveau des sites inflammatoires (Mainardi et al. 1991).
Les neutrophiles qui envahissent I'endométre ne devraient donc plus contenir
d’'importantes quantitts d’ARNm de MMP-8. Par ailleurs, plusieurs études ont
rapporté la présence in vivo dARNm de MMP-8 dans certains types cellulaires non
inflammatoires tels que les chondrocytes articulaires, les fibroblastes gingivaux et
des membranes synoviales (Cole et al. 1996; Hanemaaijer et al. 1997; Kiili et al.
2002). Afin de déterminer l'origine cellulaire de la MMP-8 endométriale, j'ai localisé
son ARNm par hybridation in situ sur des coupes d’endometres collectés aux

différentes phases du cycle ou d’explants cultivés (Figure 11.19 : A-C, N et Q).

Figure 11.19 : Localisation endométriale de 'ARNm de la MMP-8 au cours du
cycle menstruel et son controle par les stéroides o  variens en culture
d'explants. Des champs caractéristiques de la localisation par hybridation in situ
(HIS) de 'TARNm de la MMP-8 (A-C, M, N et Q) détecté dans des échantillons
d’endometre menstruel (A a L) et prolifératif (M) non cultivé ou dans des explants
d'endometre prolifératif cultivés pendant 24h en absence (-H, N-P) ou en présence
des stéroides ovariens (+EP, Q-S) sont présentés. Les types cellulaires du stroma
ont été caractérisés par immunodétection sur coupes sériées des marqueurs CD10
(fibroblastes, D a F, O et R), CD45 (leucocytes, G a I, P et S) et CD68
(macrophages, M@, L). Un contréle négatif pour I'hybridation in situ a été réalisé a
l'aide de la sonde sens pour chaque échantillon sur une coupe adjacente. Un
exemple représentatif est montré en K. B-C, E-F et H-I sont des agrandissements
progressifs de A, D et G respectivement. Les barres correspondent a 50 pum.
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Chapitre 1l : Résultats

Contrairement aux échantillons prélevés durant les phases proliférative
(Figure 11.19 : M) et sécrétoire (non montré) dans lesquels aucun marquage n’a été
détecté, 'TARNm de la MMP-8 était abondant dans le stroma des échantillons
menstruels (Figure 11.19 : A-C). Un contraste similaire a été observé dans les
explants dont le stroma présentait un important signal pour ’TARNm de la MMP-8 au
terme d'une culture en I'absence mais non en présence des stéroides ovariens
(Figure 11.19 : N et Q). Les marqueurs de différenciation cellulaire CD10, CD45 et
CD68 ont été immunodétectés sur des sections adjacentes afin de préciser le(s)
type(s) cellulaire(s) produisant la MMP-8 dans I'endometre menstruel et les explants.
Le profil d'immunodétection du marqueur des cellules fibroblastiques endométriales
CD10 (Figure 11.19 : D-F, O et R) a parfaitement coincidé avec le profil de localisation
de TARNm de MMP-8, contrairement au marqueur leucocytaire CD45 (Figure 11.19 :
G-l, P et S) ou macrophagique CD68 (Figure 11.19 : L).

Le parallélisme d’augmentation d’expression stromale des MMP-1 et MMP-8,
tant au cours de la phase menstruelle qu’en culture d’explants sans ajout hormonal,
nous a incités a investiguer I'éventualité d’'un contréle de I'expression stromale de la
MMP-8 par I'lL-1a, comme pour la MMP-1 (Singer et al. 1997). Pour ce faire, les
ARNmM des MMP-1 et MMP-8 ont été quantifies dans les préparations d’ARN
obtenues au terme de cultures de cellules stromales en présence dIL-1a
recombinante (Figure 11.20) ou de milieu conditionné épithélial (Figure 11.21),
simultanément au retrait hormonal, et préalablement analysées pour y mesurer les
quantités d’ARNm d’'IL-1a (voir point 9).

Le retrait hormonal seul n’a causé aucun changement significatif des quantités
d’ARNm de MMP-1 et de MMP-8 (Figure 11.20). Par contre, la combinaison de ce
retrait a I'addition d’IL-1a recombinante a induit une augmentation de 3,5 fois (entre
médianes) des quantités relatives de 'ARNm de la MMP-1 (confirmant une
observation antérieure de Vassil Vassilev, communication personnelle) mais pas de
celui de la MMP-8. Une augmentation similaire de ’TARNm de la MMP-1 (2,5 fois) en
réponse a l'ajout d'IL-1a recombinante a été mesurée lorsque I'cestradiol a été
maintenu dans le milieu de culture, mais pas si la progestérone est maintenue (seule

ou en combinaison avec l'cestradiol).
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Figure 11.20 : Effet du retrait hormonal et de IIlL -1a recombinante sur
I'expression stromale des MMP-1 et MMP-8. Les cellules stromales de 7
endometres non menstruels ont été adaptées pendant 8 jours a la culture en
présence des stéroides ovariens, puis soumises pendant 24h a leur maintien ou a
leur retrait total ou partiel, et/ou a l'addition de 100pg/ml d’IL-1a recombinante (rhiL-
1a). La quantité relative des ARNm des MMP-1 (A) et MMP-8 (B) a été mesurée et
est présentée en pourcentage de la condition ou les deux stéroides ovariens ont été
maintenus. Le niveau relatif dARNm de MMP-1 et de MMP-8 dans cette condition
contréle varie respectivement de 1x10™ & 2 (médiane=4x10") et de 1x102 & 2x10™
(médiane=2x107?). Le caractére significatif des variations entre les conditions a été
déterminé a l'aide du test de Wilcoxon : P<0,05; * par rapport a E+P+, § par rapport a
rhiL-1a+.

De la méme maniére, la quantité relative médiane d’ARNm de la MMP-1 dans les
cellules stromales, mesurée au terme de 24h d’addition de milieu conditionné par les
cellules épithéliales purifiées, était 7 fois supérieure en l'absence des stéroides
ovariens par rapport a leur présence combinée (condition contréle) (Figure 11.21). Le
maintien de I'cestradiol seul n'a pas empéché une augmentation similaire (8,2 fois),
contrairement au maintien de la progestérone seule. Comme pour 'augmentation de
I'expression d’'IL-1a stromale, et en confirmation des observations précédentes du
laboratoire (Singer et al. 1999b), l'induction était causée par I'lL-1a présente dans le
milieu conditionné puisqu’elle a été totalement inhibée par l'ajout d’'un anticorps

spécifique. La quantité relative dARNm de MMP-8 a subi une augmentation plus
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modeste (1,7 fois) en réponse au retrait hormonal en présence de milieu conditionné
par les cellules épithéliales (Figure 11.21 : B). Contrairement a 'ARNm de la MMP-1,
cette augmentation n'a pas été observée lorsque l'cestradiol seul a été maintenu et,
surtout, elle n'a pas été inhibée par I'anticorps dirigé contre I'lL-1a. Collectivement,
ces reésultats suggerent que les cellules épithéliales sont responsables de
l'augmentation d'expression stromale de MMP-8 mais par le biais d'un mécanisme

paracrine impliquant un agent stimulateur non identifié autre que I'lL-1a.
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Figure 11.21 : Effet des stéroides ovariens et cont ribution de IlL-1 a a la
stimulation par les cellules épithéliales de I'expr ession stromale des MMP-1 et
MMP-8. Les cellules stromales de 7 endomeétres non menstruels ont été adaptées
pendant 8 jours a la culture en présence des hormones, puis cultivées pendant 24h
en présence de milieu conditionné par les cellules épithéliales (CM), avec maintien
ou retrait d'cestradiol et/ou de progestérone, et avec addition, ou non, d'un anticorps
dirigé contre I'lL-1a. La quantité relative des ARNm des MMP-1 (A) et MMP-8 (B) a
été mesurée et est exprimée en pourcentage de la condition ou les deux stéroides
ovariens ont été maintenus. Le niveau relatif 'ARNm de MMP-1 et de MMP-8 dans
cette condition contrdle varie, respectivement, de 5x107 & 9x10™" (médiane=3x10")
et de 4x10™° & 6x107° (médiane=6x10). Le caractére significatif des variations entre
les conditions a été déterminé a l'aide du test de Wilcoxon : P<0,05; * par rapport a
CM+E+P+, # par rapport a CM+.
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Chapitre 11l : DISCUSSION

Notre étude sur une collection importante d'échantillons a permis de
déterminer que les ligands IL-1a, IL-1(3 et IL-1Ra sont tous trois présents dans
I'endométre humain tant au niveau des ARNm que des protéines, a I'exception de
I'lL-13 dont la protéine n'est pas détectable dans 40% des échantillons non
menstruels analysés. D'une maniére générale, I'lL-1Ra est 10 fois plus abondant que
I'lL-1a et I'IL-1B. 1l convient toutefois de noter que les tests RT-PCR et ELISA utilisés
dans notre étude mesurent les 3 isoformes d’IL-1Ra. L'IL-1Ra, qui présente une
affinité pour I'lL-1RI 3 & 10 fois supérieure a celle des agonistes, bloque efficacement
I'activité IL-1 in vitro. Toutefois, il a été démontré dans certaines pathologies qu'un
excés d'IL-1Ra de 100 a 1000 fois est nécessaire pour contrer la bioactivité des
agonistes IL-1 (Arend et al. 1990). Bien que l'exces d'environ 10 fois d'IL-1Ra dans
I'endométre contribue probablement a inhiber I'lL-1RI, le r6le de cet antagoniste dans
le contréle global et surtout local de I'activité des agonistes IL-1 reste a clarifier.

Dans notre collection d'échantillons endométriaux, les médianes des quantités
d'’ARNm et de protéine des trois ligands étudiés sont maximales au moment de la
menstruation. Toutefois, les différences entre la phase menstruelle et les autres
phases du cycle sont faibles par rapport a celles mesurées pour d'autres médiateurs
reconnus du remodelage matriciel endométrial, notamment LEFTY-A et les
collagénases MMP-1 et MMP-8 (Cornet et al. 2002; Vassilev et al. 2005). L'extréme
sensibilité du systeme IL-1/IL-1RI pourrait expliquer cette différence. En effet, il a été
rapporté que l'occupation de quelques récepteurs (3 a 7) par cellule suffit a
déclencher une cascade de signalisation (Curtis et al. 1989). Par opposition, la
dégradation rapide et massive des abondantes chaines de collagéne du stroma
endométrial nécessite I'action de nombreuses molécules de protéases. Cet argument
n'‘est cependant pas valable pour la cytokine LEFTY-A. Si le profil de I'lL-1a se
démarque de celui de LEFTY-A, ce n'est pas en raison du pic menstruel qu'ils
présentent tous deux, mais a cause des niveaux trés élevés d'expression non
menstruelle de I'lL-1a par les cellules épithéliales. Cette expression permanente
permet vraisemblablement de constituer un stock d’IL-1a épithéliale qui, une fois
libérée en réponse a la chute des concentrations en stéroides ovariens, engendre

une cascade d'événements favorable a la dégradation tissulaire. L'accumulation
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intra-épithéliale d'IL-la durant les phases proliférative et sécrétoire est ainsi un
moyen efficace de déclencher rapidement une réponse menstruelle maximale en fin
de cycle.

Nous pouvons également envisager la possibilité que I'lL-1a participe a des
fonctions intracellulaires durant les phases non menstruelles du cycle. En effet, la
pro-IL-1a posséde a son extrémité amino-terminale une séquence de localisation
nucléaire et peut migrer dans le noyau ou elle interagit avec des facteurs de
transcription, dont le suppresseur de croissance Necdin (Hu et al. 2003), ou avec les
complexes d'histone acétyltransférases dans un réle d'activateur transcriptionnel
(Buryskova et al. 2004). En outre, la prolL-1a est également capable de réguler
I'apoptose (Pollock et al. 2003), probablement grace a sa capacité de liaison a la
protéine modulatrice d'apoptose ubiquitaire HAX-1 (Yin et al. 2001). L'activité
intracellulaire de la pro-IL-1a peut aussi influencer la prolifération (Beasley et Cooper
1999; Lonnemann et al. 1995), la migration (Maier et al. 1994; McMahon et al. 1997),
et la différenciation cellulaires (Stevenson et al. 1997) ou encore sensibiliser les
cellules aux stimuli inflammatoires (Werman et al. 2004). Compte tenu de la diversité
des fonctions potentielles de I'lL-1a intracellulaire, il est fort probable que le role
endométrial de la cytokine ne soit pas restreint a l'induction de la collagénase 1 en
phase menstruelle.

Dans le contexte menstruel, la chute hormonale provoque la libération de I'IL-
la épithéliale. La libération d’'un pool d'IL-1la est rare mais a été précédemment
décrite dans I'épiderme humain (Didierjean et al. 1989) et de souris (Wood et al.
1996) et a partir de I'épithélium de la cornée (Narayanan et al. 2005). La voie de
sécrétion qu'emprunte I'lL-1a est encore mal connue. L'apoptose est I'un des rares
mécanismes décrits menant a la libération de I'lL-1a (Hogquist et al. 1991; Iglesias et
al. 1998) et reste le mécanisme le plus probable d'induction de la libération de I'lL-1a
épithéliale dans I'endometre. En dehors de la menstruation, le nombre de cellules
apoptotiques est limité sous l'action des stéroides ovariens (Song et al. 2002) qui
induisent des facteurs anti-apoptotiques, dont Bcl2 (Kanda et Watanabe 2003). Au
contraire, en fin de cycle, le nombre de cellules apoptotiques augmente
considérablement dans I'endometre, essentiellement dans le compartiment épithélial
(Hopwood et Levison 1976). Le retrait des stéroides ovariens suffit a induire

I'apoptose endométriale chez la souris (Rotello et al. 1992) et stimule I'expression de
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facteurs pro-apoptotiques, tels que Bax, dans I'endometre humain (Tao et al. 1997).
Les variations de concentration des stéroides ovariens modifient dés lors I'équilibre
entre les deux familles d'acteurs moléculaires qui conditionnent la survie cellulaire.
En fin de phase sécrétoire, le rapport Bcl2 (anti-apoptotique)/Bax (pro-apoptotique)
s'inverse en faveur de la mort cellulaire (Dahmoun et al. 1999; Tao et al. 1997).
Parmi les autres médiateurs de I'apoptose, Fas et son ligand (FasL) sont également
présents dans I'endometre tout au long du cycle et surexprimés en fin de phase
sécrétoire. Durant la phase proliférative, ces protéines sont retenues dans I'appareil
de Golgi et dans les vésicules cytoplasmiques. En fin de phase sécrétoire, Fas et
FasL sont libérés et peuvent provoquer de l'apoptose (Song et al. 2002). Dans la
lignée de carcinome endométrial HHUA et dans le tissu endométrial normal, il a été
démontré que le systéeme Fas/FasL active les caspases 3, 8 et 9 dont I'expression
est accrue en fin de phase sécrétoire (Abe et al. 2006). Les investigations
préliminaires réalisées en culture cellulaire n'‘ont pas apporté de démonstration
directe de l'induction d'apoptose en réponse au retrait hormonal mais fournissent un
soutien indirect a notre hypothése dans la mesure ou les cellules HEC-1A, qui ont
résisté aux signaux pro-apoptotiques, ont préservé leurs stocks intracellulaires d'IL-
la.

Les lymphocytes affluent dans I'endométre en fin de cycle mais sont
également présents, en nombre plus restreint, en dehors de la menstruation et donc
dans les explants cultivés. Bien que nos observations n'excluent pas la production
d'IlL-la par des cellules hématopoiétiques, ce sont des fibroblastes qui sont
responsables de la majeure partie de la production d'IL-la stromale dans
I'endométre qui se dégrade. Dans I'endometre, I'lL-la est donc majoritairement
produite par des cellules résidentes, non inflammatoires. Mais les deux types
cellulaires impliqués, épithélium et fibroblastes, se distinguent par leur régulation par
les stéroides ovariens. A ce jour, aucun autre tissu ne présente la particularité d'un
tel contrbéle différentiel de l'expression de [I'lL-la en fonction du compartiment
cellulaire. Les mécanismes sous-jacents restent a identifier mais combinent
vraisemblablement des différences de réponse a des signaux stimulateurs aussi bien
gu'a des signaux inhibiteurs.

L'cestradiol et la progestérone modulent classiquement I'expression des genes

cibles via leurs récepteurs nucléaires. Deux isoformes du récepteur existent pour
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chacune des deux hormones stéroides ovariennes : ERa et ER[B, PRA et PRB. Les
différentes isoformes peuvent exercer des effets contradictoires (Brayman et al.
2006; Conneely et al. 2003; Giangrande et al. 1997; Goldman et Shalev 2006;
Lessey 2003). Bien que nous ayons localisé les récepteurs stéroidiens dans
I'ensemble des échantillons étudiés, des variations modérées de leur expression
relative n'ont peut-étre pas été détectées. Toutefois, ces différences d'expression
sont insuffisantes pour expliquer les caractéristiques spécifiques d'expression d'IL-1a
et la contribution de co-récepteurs, tels que les corépresseurs nucléaires NCoR1 et
NCoR2, doit aussi étre considérée (Giangrande et al. 2000). La mise en évidence
récente de voies non génomiques (Wehling et Losel 2006) via des isoformes
membranaires des récepteurs stéroidiens (Fernandes et al. 2005) devrait aussi étre
envisagée dans le contexte du controle transcriptionnel de l'lL-1a. En effet des
récepteurs non nucléaires des cestrogenes et de la progestérone ont été identifiés.
Ceux-ci peuvent induire la voie de signalisation intracellulaire ERK (Externally
Regulated Kinase) (Filardo et al. 2002; Peluso et al. 2006; Tang et al. 2005), capable
dinfluencer a son tour dautres voies de signalisation, dont la voie NF-kB.
L'expression cellulaire différentielle de I'IlL-la pourrait ainsi étre le résultat de
différences dans l'activation de ces voies stimulatrices. Alternativement, nos résultats
n'‘excluent pas une régulation différentielle de la stabilité de I'lL-la et/ou de son
ARNmM. L'addition d'acétate de médroxyprogestérone aux cellules musculaires lisses
myomeétriales diminue significativement la quantité de protéine IL-1a induite par la
sérotonine via un déclin rapide des niveaux d'/ARNm d'IL-1a (Lan et al. 1999). Un tel
mécanisme pourrait contribuer a minimiser les quantités stromales d'IL-1a durant les
phases non menstruelles du cycle.

Dans les cellules du stroma, la production et I'activité d’IL-1a et des MMPs
sont réprimées au niveau transcriptionnel par la présence de la progestérone. Leur
induction dépend d'une combinaison entre le retrait de la progestérone et la
présence d'un activateur, en I'occurrence I'lL-1a épithéliale. En effet, une fois libérée,
'lL-la provoque la dégradation de la matrice extracellulaire non seulement en
stimulant I'expression de collagénase 1 mais aussi en amplifiant son expression par
une boucle paracrine.

Les similitudes d'expression, de localisation et de contréle hormonal des
MMP-1 et MMP-8 auraient pu suggérer que la MMP-8 ait une régulation identique a
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celle de la MMP-1. Cependant, l'utilisation d'un anticorps bloquant spécifique en
culture cellulaire indique que la MMP-8 stromale n'est pas induite par I'lL-1a. Cette
réponse différentielle des MMP-1 et MMP-8 a I'lL-1la peut s'expliquer par des
différences dans leur promoteur respectif, en particulier I'absence de site proximal
AP-1 dans celui de la MMP-8, région qui médie I'expression de MMP-1 dans les
chondrocytes (Angel and Karin 1992; Catterall et al. 2001). L'absence de stimulation
de la MMP-8 par I'lL-1a est toutefois surprenante puisque le promoteur de la MMP-8
contient une séquence de réponse a la stimulation de la voie NF-kB induite par I'lL-
la. Les autres éléments de régulation de I'expression de I'ARNm de la MMP-8 jouent

donc un réle complémentaire majeur.
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Chapitre IV : Conclusion générale et perspectives

Au cours des dernieres années, la vision restreinte du contréle des MMPs par
les stéroides ovariens dans le cadre des remaniements tissulaires cycliqgues de
I'endométre humain a évolué vers une intégration de mécanismes intermédiaires de
régulation spatio-temporelle. Parmi ceux-ci, notre laboratoire avait rapidement
epinglé le role prépondérant de I'lL-la mais de nombreuses questions restaient

largement ouvertes a propos de sa régulation.

Mon étude a permis de déterminer que dans I'endométre humain, I'lL-1a est
produite par des cellules résidentes et que le contrble de sa bioactivité par les
stéroides ovariens s'exerce au niveau de sa libération par les cellules épithéliales et
de son expression dans les cellules stromales. Mes résultats peuvent se résumer
sous la forme d'un modéle qui met en évidence le triple niveau de contrdle des
stéroides ovariens sur l'expression des MMPs induite par I'lL-1a (Figure IV.1). Tout
d'abord, les stéroides ovariens empéchent la libération d'IL-1a épithéliale produite de
maniére constitutive. Ensuite, la progestérone (seule ou en combinaison avec
I'cestradiol) inhibe la production d'IL-la stromale. Enfin, cette méme hormone
prévient I'expression de la MMP-1 inductible par I'lL-1a. La chute hormonale en fin
de cycle, principalement de la progestérone, résulte donc simultanément en une
levée du frein exercé sur les trois étapes du modele et en une libération massive
d'inducteurs locaux s'auto-amplifiant.

Bien qu’elle apporte une contribution importante a la compréhension des
mécanismes de contréle et daction de llL-la dans le déclenchement de la

menstruation, mon étude ouvre de nouvelles pistes de réflexion et d'investigations.
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Figure IV.1 : Modele proposé de régulation de I'lL-  1a par les stéroides ovariens

dans la cascade de signalisation menant a I'express  ion de MMP-1 et a la lyse

menstruelle de la matrice extracellulaire endométri  ale. L'IL-la exprimée
constitutivement par les cellules épithéliales est libérée suite a la chute de la
concentration plasmatique en stéroides ovariens. L'IL-la épithéliale stimule
I'expression de MMP-1 mais aussi sa propre expression par les cellules du stroma
dans un mécanisme d'amplification paracrine. La libération de I'lL-1a épithéliale est
inhibée par l'cestradiol et/ou par la progestérone, tandis que seule la progestérone

inhibe la production stromale d'IL-1a et de MMP-1.

84



Chapitre IV : Conclusion et perspectives

1) Mécanismes moléculaires responsables du controle différentiel de

I'expression de I'lL-1 a.

Les fibroblastes du stroma endométrial produisent de I'lL-1a, de la MMP-1 et
de la MMP-8 uniguement pendant des épisodes de dégradation tissulaire
physiologique (menstruation) ou pathologique (saignements dysfonctionnels). Par
contre, les cellules épithéliales produisent en permanence de I'lL-1la mais pas de
MMP-1 ni de MMP-8. La progestérone est le répresseur majeur de I'expression
fibroblastique des trois genes mais n’a pas d’effet sur I'expression épithéliale d’IL-1a
bien gu’elle atteigne de la méme maniére les deux types cellulaires. Les promoteurs
des trois genes présentent de nombreuses similitudes de régions régulatrices.
L’analyse comparative des mécanismes de contrble transcriptionnel des trois genes
dans les cellules stromales serait des lors profitable a leur compréhension. Une
attention particuliere devrait étre portée aux séquences de liaison des facteurs AP-1
et NF-kB, aux interactions possibles entre ces deux voies de signalisation, et au
mode d’action des récepteurs des stéroides ovariens. Les récepteurs nucléaires de
la progestérone peuvent inhiber les deux voies (Bamberger et al. 1996; Davies et al.
2004). Puisque les deux isoformes du récepteur de la progestérone peuvent avoir
des effets opposés sur des genes cibles, il est possible que des quantités différentes
d’'isoformes A et B dans les cellules épithéliales et stromales, qui n'auraient pas été
décelées par notre analyse immunohistochimique, soient au moins partiellement
responsables du contrdle différentiel. L'inhibition de I'expression des récepteurs des
stéroides ovariens par interférence avec I'ARN et/ou leur surexpression distincte
devrait permettre de préciser leur réle. L'implication éventuelle des corégulateurs de
transcription, notamment les co-activateurs SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator-1;
Onate et al. 1995) et p300/CBP (Hanstein et al. 1996) et les co-represseurs SMRT
(Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid hormones receptors; Chen et Evans
1995) et NcoR (Kurokawa et al. 1995) pourra également étre envisagée, hotamment
par des expériences d'EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) ou
d’'immunoprécipitation de chromatine (ChlP).
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2) Réle de I'lL-1 a épithéliale.

La présence d'IL-la dans les cellules épithéliales tout au long du cycle
menstruel suggére d'autres fonctions que celles développées dans cette thése. |l
conviendrait, dans un premier temps, de déterminer la localisation subcellulaire de la
protéine afin, surtout, d'identifier son éventuelle présence dans le noyau ou a la
membrane cytoplasmique. Le recours a I'immunofluorescence permettrait de coupler
la détection de I'lL-1a a celle de marqueurs spécifiques de compartiments cellulaires.
Il conviendrait par ailleurs de préciser la nature des formes d'IL-l1a (pro-IL-la
complete, pro-piece ou forme mature) présentes dans les différents compartiments.
Le fractionnement cellulaire, maitrisé au laboratoire, serait suivi de Western blotting a
I'aide d'anticorps spécifiques des deux régions amino- et carboxy-terminales. Dans le
cas d'une présence nucléaire, l'accrochage de I'lL-1a sur des séquences régulatrices
de genes cibles pourrait étre mise en évidence par la méthode d'immunoprécipitation
de chromatine suivie d'hybridation de séquences régulatrices potentielles sur

micropuces (ChlP on chip).

3) Mécanisme de libération de I'lL-1 a épithéliale.

L'immunofluorescence couplée a la microscopie confocale devrait également
permettre de déterminer une éventuelle exposition extracellulaire de I'lL-1la a la
membrane cytoplasmique des cellules épithéliales purifiées en réponse au retrait
hormonal ou a laddition d'agents pro-apoptotiques. Cette investigation devrait
s'accompagner d'une recherche des marqueurs d'apoptose [caspase 3 clivée, PARP
(Poly-(ADP-Ribose) Polymerase) clivé] dans les cellules. Par ailleurs, la libération de
I'lL-1a semble dépendre de sa liaison a la membrane plasmique sous forme d’'un
complexe avec la protéine chaperonne S100A13. Celle-ci est présente dans
'endomeétre et est surexprimée dans les lésions endométriosiques (Hayrabedyan et
al. 2005). Nous avons observé I'lL-1a sous forme de marquage périmembranaire
dans les cellules HEC-1A. La proximité de S100A13 devrait étre recherchée par co-
immunofluorescence et microscopie confocale. L’association de I'lL-la avec la

protéine S100A13 devrait étre confirmée par co-immunoprécipitation.
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4) Libération de I'lL-1 a stromale dans un mécanisme amplificateur.

Dans I'hypothese ou la production d’lL-la stromale induite par I'lL-la
épithéliale aurait pour fonction d’amplifier le signal d’origine épithéliale, notamment
sur la synthese de MMP-1, il conviendrait de vérifier la libération effective de cette IL-
la par les fibroblastes. La stratégie utilisée devrait impérativement permettre la
distinction entre IL-1a épithéliale et stromale. Une premiere procédure possible serait
de cultiver des cellules stromales en présence d’acides aminés radiomarqués, de les
stimuler par de I'lL-1a non-radioactive et de mesurer la radioactivité contenue dans
les protéines immunoprécipitées par un anticorps spécifique de I'lL-1a. Compte tenu
de I'extréme sensibilité du systeme IL-1a/IL-1RI, une autre procédure consisterait a
stimuler les fibroblastes avec des concentrations minimales d’IL-1a et de vérifier,
dans le milieu conditionné, la présence de quantités d’IL-1la supérieures a celles

engageées.

5) Identification d’autres protéines stromales régu lées par I'lL-1 a.

Bien que sa propre amplification paracrine et l'induction de la MMP-1
constituent déja deux réles majeurs de I'lL-1a endométriale, il est probable que I'lL-
la libérée a partir des cellules épithéliales agisse sur d'autres cibles. Les autres
MMPs induites pendant la menstruation (Goffin et al. 2003; Vassilev et al. 2005)
devraient étre considérées en priorité et leur réponse a I'lL-la analysée par des
expériences de culture cellulaire et de RT-PCR similaires a celles utilisées pour
déterminer le contréle d’expression des MMP-1 et MMP-8. De nouvelles cibles
pourraient étre identifiées en comparant sur micropuce les profils d’expression
génique de cellules cultivées en présence ou non d’IL-1a recombinante et/ou des

stéroides ovariens.

6) Démonstration du réle de I'lL-1 o dans un modéle in vivo .

Puisque seuls la femme et quelques mammmiferes supérieurs présentent des
mécanismes typiques de menstruation, les souris transgéniques ne sont d'aucune

utilité pour préciser le réle in vivo de I'lL-1a dans ce processus. Par contre, notre
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laboratoire a récemment développé un modele de xénogreffes sous-cutanées
d'explants d'endométre humain dans le flan de souris SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency). Lorsque ces souris sont soumises a un retrait de pastilles
délivrant régulierement de l'cestradiol et de la progestérone, les greffons subissent
rapidement une dégradation tissulaire s'accompagnant d'une augmentation de
I'expression des MMPs menstruelles. L'investigation des variations d'expression de
I'lL-1a et des autres cytokines d'intérét (LEFTY-A, TGF-s) dans ce modele se fera
tres prochainement. Un avantage majeur de ce modeéle est qu'il permettra, sans
ambiguité, de faire la distinction entre I'lL-la d'origine humaine produite par les
cellules résidentes et I'lL-la murine éventuellement produite par les nombreux
leucocytes qui infiltrent les greffons lors du retrait des pastilles hormonales. Un des
objectifs les plus ambitieux du laboratoire serait de pouvoir implanter des greffons
reconstitués a partir de meélange de collagene, de cellules épithéliales et de cellules
stromales (Masuda et al. 2007) aprés avoir modifié le profil d'expression génique
cellulaire par extinction ou surexpression de génes cibles. L'obtention de cellules
épithéliales n'exprimant plus d'IL-1a et leur application a ce modeéle devrait fournir la
meilleure opportunité de démonstration in vivo du role de IlL-la dans la

(pseudo)menstruation humaine.

7) Pistes thérapeutiques.

En dehors d'occurrences spontanées, les saignements dysfonctionnels
constituent un effet secondaire majeur de plusieurs contraceptifs a long terme. Le
développement de molécules dérivées des stéroides ovariens naturels occupe de
nombreuses firmes pharmaceutiques mais s'avere extraordinairement complexe en
raison des multiples effets, parfois antagonistes, générés par les stéroides ovariens.

L’échappement des patientes sous traitement progestatif de longue durée au
pouvoir inhibiteur de la progestérone et lapparition quasi systématique de
saignements dysfonctionnels dans les premiers mois de ce type de traitement sont
toujours mal compris et restent encore un des grands défis de la compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués (Vekemans 1995).

Le ciblage d'un intermédiaire indispensable pourrait des lors s'avérer une

alternative attractive. Une molécule dérivée de I'lL-1Ra, I'Anakinra (Kineret®) est déja
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utilisée comme traitement contre l'arthrite rhumatoide (Bresnihan 2002). Bien que les
patientes recevant ce traitement ne semblent pas subir de modification de leur cycle
menstruel, il se peut qu'un ajustement des concentrations de principe actif et de
mode de délivrance fournisse un moyen de réduire significativement les saignements

dysfonctionnels.
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Chapitre V : Matériel et méthodes

1) Collecte de tissus.

Cette these s'integre dans le cadre d’'une étude portant sur la régulation de
'expression, de l'activation et de l'activité des MMPs dans I'endomeétre humain,
approuvée par le comité d’éthigue de la faculté de médecine de I'Université
catholique de Louvain. Tous les prélévements proviennent de patientes des cliniques
universitaires Saint-Luc (UCL, Bruxelles, Belgique) et Sainte-Anne Saint-Rémy
(Bruxelles, Belgique), en &age de reproduction, indemnes de pathologies
endométriales et sans traitement hormonal, et de 9 patientes souffrant de
saignements anormaux dont 4 étaient sous traitement hormonal au moment du
prélevement. Le tissu endométrial humain a été obtenu a partir de pieces
d’hystérectomie ou de biopsies prélevées aux différentes phases du cycle menstruel.
Les endomeétres provenant de pieces d’hystérectomie ont été récoltés par un
anatomopathologiste expérimenté, le professeur Etienne Marbaix, sous hotte a flux
laminaire, a I'aide d’'une lame de bistouri stérile, puis placés directement dans une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS : NaCl 140mM; KCI 2,5mM; Na;HPO4
8mM; KH,PO,4 1,5mM; pH 7,4) maintenue a 4 sur glace (Figure V .1).

Figure V.1 : Récolte de tissu endométrial a partir d'une piéce d'hystérectomie.
Le tissu endométrial est délicatement gratté a l'aide d'une lame de bistouri stérile,
puis placé dans une solution de PBS stérile maintenue a 4<C.
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Une partie des tissus prélevés a été fixée dans une solution de paraformaldéhyde
4% (Prosan, Merelbeke, Belgique) et enrobée en paraffine pour I'analyse
histologique et la datation précise de la phase du cycle. La datation a été établie sur
base de criteres histologiques prédéfinis (Noyes et al. 1975) et sur la notion clinique
de la date des derniéres regles. Une partie des échantillons a été congelée a -20C
pour les analyses protéiques ou a -80C dans une solution de lyse (guanidine
thiocyanate 4M; Tris-HCI 0,001M; B-mercaptoéthanol 0,97%; pH 7,5; SV Total RNA
Isolation System; Promega, Leiden, Pays-Bas) en vue d’une extraction des ARN
totaux. Le reste du tissu a été utilisé pour la culture d'explants endométriaux ou de

cellules purifiees.

2) Culture d'explants.

La culture d'explants, c'est-a-dire de fragments tissulaires, est un modeéle
expérimental qui permet aux cellules de garder leurs contacts avec les cellules
adjacentes ainsi qu'avec les éléments de la matrice extracellulaire. Le maintien de
cet agencement tridimensionnel de la structure tissulaire reproduit pour les cellules
un environnement proche de ce qu'elles rencontrent in vivo a la nuance importante
que le tissu est évidemment dépourvu de vascularisation sanguine (et lymphatique)
et de l'afflux de cellules inflammatoires et d'autres cellules apportées par la
circulation. Le tissu peut étre maintenu dans des conditions de viabilité tout-a-fait
acceptables d'un point de vue morphologique pendant 2 a 3 jours, dans un
environnement de culture rudimentaire, en l'absence de sérum, de facteurs de
croissance et d'hormones. Les explants provenant d'endométre prolifératif résistent
en général mieux que ceux provenant d'endometre sécrétoire a ces conditions de
culture.

Pour la culture d'explants, technique couramment utilisée au laboratoire
d'accueil, le tissu endométrial a été découpé dans du PBS a 4C en fragments
d’environ 1mm de c6té a l'aide d’'une lame de bistouri stérile. Les explants ont été
répartis sur une membrane Biopore® de chambre de culture Millicell® (Millipore,
Bedford, MA), a raison de 6 ou 24 explants par nacelle de 12mm ou 30mm de
diamétre, respectivement. Chaque nacelle a été déposée dans un des puits d'une
boite de culture multi-puits (Greiner, Frickenhausen, Allemagne), préalablement

rempli de 0,3 ou 1,2ml de milieu de culture pour explants [Dulbecco’s modified
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Eagle’s medium (DMEM); Invitrogen™, Paisley, Royaume-Uni] sans rouge phénol,
additionné de L-glutamine 1,5mM, d’'HEPES 20mM, de D-glucose 4g/l, de pénicilline-
streptomycine 100ug/ml, et de fungizone-amphotéricine B 1ug/ml (Figure V.2).

5% CO,/air chambre de culture Millicell ®
m;(r)nplzrz%e Iﬂ/explants endometriaux

milieu de culture

Figure V.2 : Mise en culture d’explants endométriaux. Les explants ont été répartis
sur une membrane Biopore® de chambre de culture Millicell® et cultivés en présence
de milieu de culture pour explants pendant 24h dans une étuve a 37 en présence
de 5% de CO..

Le cas échéant, du 17B-cestradiol (E) et/ou de la progestérone (P) (Sigma-Aldrich,
Bornem, Belgique), aux concentrations plasmatiques physiologiques de 1nM et de
100nM respectivement, ont été ajoutés au milieu de culture. Ces stéroides sont
solubles en milieu aqueux grace a leur association a la 2-hydroxypropyl-B-
cyclodextrine (0,3uM, Sigma-Aldrich) qui leur procure une cavité hydrophobe. Ce
vecteur a été ajouté en concentration appropriée a chaque condition contréle. Il a été
démontré précédemment que ce vecteur de stéroides n’affecte en rien I'expression
des ARNm (Cornet et al. 2005; Marbaix et al. 1996b). Certaines cultures ont été
effectuées en présence de cycloheximide (CHX) 8uM (Sigma-Aldrich). Les explants
ont été cultives pendant 24h dans une étuve a 37C en présence de 5% de CO,. En
fin de culture, les milieux conditionnés ont été récoltés et conservés a -20C tandis
gue les explants ont été soit conservés comme précédemment, soit enrobés dans du
milieu Tissue-Tek® O.C.T tissue-freezing (Sakura, Zoeterwoude, Pays-Bas) et
congelés dans de lisopentane refroidi a l'azote liquide pour la microdissection au

laser.
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3) Culture primaire de cellules stromales et épithé liales endométriales

purifiées.

Pour purifier les cellules stromales et épithéliales de I'endométre, la matrice
extracellulaire du tissu endométrial a d'abord été digérée pendant 1h a 37 par la
collagénase bactérienne de type IA (Img/ml; Sigma-Aldrich). Le produit de digestion
a éteé filtré une premiere fois sur une membrane de nylon de 300um de porosité
(Merck Biosciences, Darmstadt, Allemagne) afin d'éliminer les débris tissulaires non
digérés. Les cellules stromales ont ensuite été purifiees par passage du premier
filtrat & travers un second filtre de nylon de 30um de porosité tandis que les cellules
épithéliales, maintenues sous forme d'amas glandulaires, ont été retenues sur le filtre
et récoltées par ringage du filtre inversé. Les deux types cellulaires ont été adaptés a
la culture dans du milieu DMEM-F12 (Invitrogen™), contenant 10% de sérum foetal
bovin traité au charbon actif, 200U/ml de pénicilline et 100ug/ml de streptomycine
(Invitrogen™), ainsi que les stéroides ovariens aux concentrations utilisées en
culture d'explants. Les cellules stromales ont ensuite été cultivées 24h en présence
ou non (i) d'IL-1a humaine recombinante (100pg/ml; R&D Systems, Minneapolis,
MN) ou (ii) de milieu conditionné par des cellules épithéliales auquel a été ajouté soit
un anticorps monoclonal de souris neutralisant spécifiquement I'lL-1a (5ug/ml, clone
4414,141; R&D Systems), soit un anticorps monoclonal non relevant (5ug/ml clone
RPCS5; Ancell, Bayport, MN). Les cellules épithéliales ont été cultivées dans des puits
de culture préalablement tapissés de collagene de type IV (Sigma-Aldrich) par
incubation d'une solution de collagene 25ug/ml pendant 2h a 37<C. Les puits ont
ensuite été laves et stérilisés a l'aide d'une solution d'éthanol a 70%. La quantité
minimale de cellules épithéliales disposées par puits de 24mm de diametre
correspond a 40ug d'ADN (dosé selon la méthode décrite par Kapuscinski et
Skoczylas en 1978). Les cellules épithéliales ont été cultivées pendant 24h sans
sérum en présence d'inhibiteurs de protéases Complete® (1 tablette/50ml ; Roche,
Mannheim, Allemagne). Durant les derniéres 24h de culture, les cellules épithéliales
et les cellules stromales ont été soumises au maintien ou au retrait de E et/ou de P.
Au terme de la culture, les surnageants ont été récoltés et conservés a -20C pour
les analyses protéiques, tandis que les lysats cellulaires ont été récoltés soit dans
200ul de tampon PBS contenant 1% de Tween 20 (Merck Biosciences) (PBS-T) pour
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les analyses protéiques, soit dans 175ul de tampon de lyse pour l'extraction de
I'ARN.

4) Quantification d'’ARNm.

4.1. Extraction d’ARN.

L'ARN total a été extrait, selon le protocole recommandé, a l'aide du kit « SV
Total RNA Isolation System » (Promega) en réalisant successivement apres la lyse,
les étapes de séparation des ARN des autres composants cellulaires, de
précipitation a I'éthanol et de purification sur colonne échangeuse d'anions. Ainsi, les
lysats tissulaires ou cellulaires conservés a -80C dans 175ul de tampon de lyse ont
été décongelés et homogénéisés a l'aide d'un pilon (KONTES Glass company,
Vineland, NJ). Le lysat a été dilué dans 350ul d’'une solution de dilution fournie
(composition non mentionnée), chauffée a 70C pendant 3 min maximum puis
centrifugé pendant 10 min a 12500g afin de précipiter les protéines et les débris
cellulaires. L’ARN, resté en solution dans le surnageant, a été dilué dans 200ul
d’éthanol 95% et transféré sur colonne de silice par centrifugation a 12500g. La
membrane a ensuite été lavée dans une solution d'acétate de potassium 60mM, Tris-
HClI 10mM pH 7,5 et éthanol 60%. L’ADN génomique a été éliminé par une
incubation de 15 min a température ambiante en présence d’'une solution composée
de 40ul de « Yellow core » (Tris-HCI 0,0225M pH 7,5; NaCl 1,125M; yellow dye
0,0025%), de 5ul de MnCl, 9mM et de 5ul de DNAse I. La réaction a été stoppée par
I'addition de 200ul de « DNAse Stop » (isothiocyanate de guanidine 2M; Tris-HCI
4mM pH 7,5; éthanol 57%). La membrane a été lavée a nouveau, puis 'ARN a été
élué par centrifugation a 12500g dans de l'eau traitée au diéthylpyrocarbonate
(DEPC; Sigma-Aldrich). La concentration d’ARN a été déterminée en mesurant
I'absorbance de la solution a 260nm (sachant que 1 unité de densité optique (DO)
correspond a 40ug/pl d'ARN) a l'aide d'un spectrophotométre UV/Visible Ultrospec
3100pro (GE Healthcare, Piscataway, NJ).
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4.2. Transcription inverse.

La transcription inverse a été réalisée selon les modalités du kit
« Thermoscript™ RT-PCR System » (Invitrogen™). Cette étape permet de produire
de 'ADN complémentaire (ADNc) a partir de TARNm extrait. Cette opération utilise la
propriété des ARNm de posséder, a leur extrémité 3', une queue polyA sur laquelle
vient s’hybrider une amorce oligo(dT). Une transcriptase d'origine virale utilise cette
amorce pour réaliser I'élongation d'un brin d’ADN par incorporation de dNTPs
complémentaires au brin d'’ARN. L'hétéroduplex ARN/ADNc est mis en présence
d'une RNaseH d'origine bactérienne qui digére de maniére spécifique le brin d'ARN,
laissant le brin d'ADNc intact. Deux cents ng d'ARN total extrait ont d’abord été
incubés 5 min a 65T en présence de 1ul d'oligo(dT) 20 50uM. L’ADNc a ensuite été
synthétisé par 15U de transcriptase inverse Thermoscript pendant 60 min & 50T en
présence de tampon de synthése (Tris acétate 50mM pH 8,5; acétate de potassium
75mM; acétate de magnésium 8mM), de DTT 5mM, de 40U de RNAse OUT et de
dNTPs 0,5mM. La réaction a finalement été inhibée par une incubation de 5 min a
85C. L'’ADNCc a été conservé a 4.

4.3. Quantification.

Les quantités d'ADNCc cibles ont été mesurées par réaction de polymérisation
en chaine (PCR) en temps réel d’ADN double brin. Cette technique quantitative est
basée sur la détection et la mesure de la fluorescence d’'un agent intercalant émise a
chaque cycle d’amplification d’'une réaction de PCR (Figure V.3). La quantification
absolue est réalisée par comparaison des cycles seuils (Ct) des échantillons par
rapport a ceux d'étalons de concentration connue (standard). Chaque étalon a été
préparé a partir des amplicons cibles, obtenus par PCR et purifies & l'aide du
kit « Qiaquick Gel Extraction » (Qiagen, Hilden, Allemagne), puis insérés dans un
plasmide pCR®4-TOPO® (TOPO TA cloning® kit, Invitrogen™) et amplifiés dans des
bactéries Escherichia Coli XL1-blue (Stratagene, Amsterdam, Pays-Bas). Aprés
purification a I'aide du kit « Qiagen Plasmid Purification » (Qiagen), la concentration
d’ADN plasmidique a été déterminée par mesure de la DO a 260 nm, sachant que 1
unité de DO correspond a 50ug/ul d'ADN. Le nombre de copies par pl a été calculé

selon la formule : 6x10%(copies/mol) x concentration(g/ul) / PM(g/mol).
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Phase plateau
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Phase exponentielle

Intensité du signal fluorescent émis

W Ligne de base
Phase d'initiation

Nombre de cycle PCR

Figure V.3 : Schéma d'amplification par PCR d'une séquence cible observée par
fluorescence. La réaction met en jeu trois phases : une phase d'initiation, une phase
exponentielle et une phase plateau. La ligne de base refléte l'intensité du bruit de
fond de fluorescence. La ligne seuil correspond au seuil de détection au-dela duquel
la courbe suit une variation exponentielle et son intersection avec la courbe
d'amplification indique le cycle seull, directement lié a la quantité d'’ADN de départ.

Le vecteur a été linéarisé par digestion du site de restriction unique 5G|AATTC-3’
par 'enzyme EcoRI (Roche), aliquoté et conservé a —20C. Apres décongélation,

chaque aliquote n’a fait I'objet que d’une utilisation unique et rapide.

Pour la réaction de PCR en temps réel, les échantillons ainsi que les étalons
ont été préparés selon les modalités des kits "LightCycler-FastStart DNA Master for
Hybridization Probes" ou "LightCycler-FastStart DNA Master for SYBRGreen"
(Roche) qui comprennent ou non, respectivement, I'addition d'une sonde spécifique.
Ainsi, au mélange réactionnel ont été ajoutées les amorces sens et antisens
spécifiques (500nM ; Invitrogen™) (Table V.1), la sonde 200nM lorsqu'approprié et
du MgCl, a la concentration optimale de 2mM pour la B-actine, de 3mM pour les
ligands IL-1 et de 4mM pour les MMP-1 et MMP-8, le tout porté a un volume final de
20ul avec de l'eau traitée au DEPC. Les réactions d’amplification ont été réalisées a
I'aide d'un Thermocycler pour PCR en temps réel « MylQ Single-Color Real-time
PCR Detection System » (Bio-Rad, Hercules, CA). Aprés une dénaturation initiale
pendant 5 min a 95T, les ADNc ont été soumis a 40 cycles d'amplification
comportant une étape de dénaturation a 95T pendant 30 sec et une étape

d'hybridation-élongation a la température optimale (Table V.1) pendant 30 sec. Les
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résultats ont été analysés a l'aide du logiciel "MylQ System Software, 1.0.410" (Bio-
Rad). La spécificité du produit amplifié a été vérifiée aprés chaque réaction de PCR
en temps réel par 'homogénéité de la température de dénaturation des amplicons
double brin produits. Chaque mesure d’ARNm cible a été normalisée par rapport a
celle de TARNm de la B-actine dans le méme échantillon. Les résultats représentent
la moyenne de deux mesures indépendantes pour chaque cible et ont été présentés
soit sur une échelle logarithmique, soit normalisés par rapport a une condition de
référence. Les criteres de validation de la PCR en temps réel sont le parallélisme des
courbes d'amplification, en particulier entre échantillons et les standards, et la pente
de la droite obtenue a partir des réactions d'amplification des standards qui doit étre

égale a 3,33.

5) Microdissection au laser.

La microdissection au laser des explants cultivés et congelés dans du Tissue-
Tek® O.C.T tissue-freezing (Sakura, Zoeterwoude, Pays-Bas) a été réalisée sur 20
coupes environ par Héloise Gaide Chevronnay dans le cadre de son doctorat. D'une
maniere générale, 50 glandes et 50 foyers de cellules stromales ont été récoltés
séparément par échantillon & laide du PALM® MicroBeam System (P.A.L.M.
Microlaser Technologies, Bernried, Allemagne). L'ARN extrait a été amplifié
linéairement en fonction des modalités du kit "Two-cycle amplification” (Affymetrix,
Santa Clara, CA). Quatre cents ng de I'ARN complémentaire obtenu ont été
transcrits en sens inverse comme décrit précédemment a l'aide de I'amorce sens des

genes cibles ("#2" pour la B-actine).

6) Quantification des protéines.

Les quantités de protéines ciblées (ligands IL-1) mesurées par ELISA ont été
normalisées par rapport aux quantités de protéines totales dans les mémes

échantillons.

Le dosage des protéines totales dans les lysats endométriaux a été réalisé a
I'aide d’acide bicinchoninique (BCA), en mesurant la liaison de ce colorant aux

protéines et en la comparant a celle obtenue avec des quantités connues d’une
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protéine de référence, I'albumine de sérum bovin. Les échantillons endométriaux ou
cellulaires récoltés dans du PBS-T 1% ont été homogénéisés a l'aide d'un pilon
(KONTES Glass company). Le dosage s’est effectué en triple exemplaire dans une
plaque de 96 puits en mélangeant 100ul des échantillons a 100l d’'une mixture
composée de 50% de micro-réactif A (NaHCO3; 0,226M; Na,CO3 0,322M; tartrate
0,015M et NaOH 0,2M), de 48% de micro-réactif B (BCA 4%, Sigma-Aldrich) et de
2% de micro-réactif C (CuS0O,4.5H,0O 4%). La plaque a été incubée pendant 1h a
60C, puis pendant 5 min a température ambiante. La lecture de la DO a 590 nm a
été réalisée au moyen d'un spectrophotométre « SpectraCount™ » (Packard
Bioscience Company).

Les concentrations en IL-1a, IL-1p et IL-1Ra dans les homogénats tissulaires
totaux et les surnageants de culture ont été mesurées par dosage colorimétrique

ELISA selon les modalités recommandées dans les kits "Quantikines®"

appropriés
(R&D Systems, Minneapolis, MN). Les puits d'une microplague ont été remplis de
50ul d’une solution de dilution (PBS; BSA 1%; pH 7,2-7,4) et incubés pendant 2h a
température ambiante en présence d'étalons ou des échantillons a tester dilués dans
un volume total de 200pl. Les puits ont été rincés 3 fois dans une solution de PBS-T
0,05%; pH 7,2-7,4. L'anticorps secondaire couplé a la peroxydase de raifort a été
ajouté et incubé pendant 1h a température ambiante. Les puits ont a nouveau été
lavés 3 fois, remplis de 200ul d’'une mixture composée de 50% de solution A (H,05)
et de 50% de substrat de la peroxydase (tétraméthylbenzidine, concentration non
mentionnée) et incubés pendant 20 min a température ambiante. La réaction a été

arrétée par I'addition de 50ul de solution Stop (H2SO4 2N).

La mesure des quantités de la sous-unité 20S du protéasome a été realisée
en incubant les échantillons pendant 16h & 4C dans une microplaque (NUNC-Immo
Plate, Life Technologies) tapissée de l'anticorps monoclonal de souris MCP21
(5ug/ml ; Pr Benoit Van den Eynde, Institut Ludwig pour la recherche contre le
cancer, Bruxelles, Belgique). Les puits ont été lavés au PBS-T 0,1%. Les interactions
aspécifigues ont été inhibées par 1h d'incubation a température ambiante en
présence de PBS contenant 2% d'albumine de sérum bovin. Les puits ont été lavés
au PBS-T 0,1% et incubés pendant 1h a température ambiante en présence de

protéines purifiees a partir de sérum de lapin immunisé contre la sous-unité 20S du
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protéasome (Img/ml, Institut Ludwig pour la recherche contre le cancer). Les puits
ont été rincés et incubés pendant 1h a température ambiante en présence d'un
anticorps de chévre (1/1000; Southern Biotechnology Associates) dirigé contre les
fragments Fc des immunoglobulines de lapin et conjugué a la phosphatase alcaline.
Un substrat de la phosphatase alcaline, le p-nitrophényl phosphate (Sigma-Aldrich),
a finalement été ajouté a raison de 50 pl dans chaque puits et incubé pendant 10 min
a température ambiante (Schultz et al. 2002).

Les concentrations ont été mesurées par colorimétrie (Microplate reader ;
MDS Analytical Technologies, Berkshire, Royaume-Uni) a 450 nm pour les tests
Quantikine® et & 405 nm pour la sous-unité 20S du protéasome. Les concentrations
des protéines cibles ont été calculées par comparaison aux valeurs obtenues pour
les étalons correspondants (R&D Systems et Institut Ludwig pour la recherche contre

le cancer).

7) Hybridation in situ .

L'hybridation in situ est une technique qui permet de localiser, sur coupe
histologique, un ARNm au moyen d'une sonde antisens spécifique (Table V.1). Des
sondes non isotopiques de type oligonucléotidigue marquées a la fluorescéine ont
été utilisées. Ces derniéres ont été détectées a l'aide d'anticorps spécifiques de la
fluorescéine. Concrétement, les hybridations in situ ont été réalisées sur des sections
histologiques de 5um d'épaisseur d'échantillons enrobés en paraffine. Toutes les
solutions aqueuses ont été traitées avec du DEPC 0,1% (v/v). Apres élimination de la
paraffine dans des bains de xylol (2x10 min), le tissu a été réhydraté dans des bains
d’éthanol de concentration décroissante (99%, 90%, 80%, 70%, 50%, 5 min chacun)
suivis de bains d’eau distillée (2x5 min). Les coupes ont été traitées a la protéinase K
(1pug/ml, Roche) diluée dans une solution de Tris-HCI (100mM; pH 8,0) et d'EDTA
50mM pendant 30 min a 37<C, puis acétylées dans un bain d’acétate anhydrique
0,25% (v/v) et de triethanolamine 0,1M a pH 8,0 pendant 10 min. Les coupes ont
ensuite été incubées pendant 1h a 50C dans une sol ution d’hybridation [formamide
40% (v/v), dextran sulfate 10% (w/v), solution de Denhardt 2% (vol/vol, Sigma-
Aldrich), et SSC (Sodium Saline Citrate) 4x] pour bloquer les réactions aspécifiques.
Le SSC 1x correspond a du NaCl 150mM et citrate de sodium 15mM. Les ARNm
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cibles ont été hybridés en chambre humide (c'est-a-dire contenant une solution de
SSC 4x avec 50% de formamide (v/v)) en incubant les coupes pendant une nuit a
température optimale (Table V.1) en présence de sonde 1,5ng/pl préalablement
marquée a l'extrémité 3' par de la fluorescéine-déoxyuridine 5'-triphosphate selon les
modalités du kit "Gene Images 3'-oligolabeling Module" (GE HealthCare, Piscataway,
NJ). Apres I'hybridation, les coupes ont été lavées dans des bains de SSC 4x, 2x et
0,1x de 10 min chacun, puis fixées au paraformaldéhyde 4% pendant 5 min. Un bain
de 30 min dans de I'H,0O; 0,3% a permis de bloquer les peroxydases endogéenes. Les
lames ont été traitées pendant 30 min dans une solution de blocage des épitopes
aspécifigues composée de Tris-HCI 50mM pH 7,4 contenant 1% de BSA et 10% de
sérum de chéevre (NGS pour Normal Goat Serum). Les sondes fixées ont été
visualisées par immunohistochimie classique (voir point 8) a I'aide de I'anticorps anti-

fluorescéine (Table V.2).
8) Immunohistochimie.

Les échantillons enrobés en paraffine ont été coupés en sections de 5um
d’épaisseur a l'aide d’'un microtome. Les coupes ont été étalées sur des lames
Superfrost+® (International Medical, Belgium), déparaffinées par 3 passages de 10
min chacun dans des bains d'Histosafe® (Yvsolab, Beerse, Belgique) suivis de 3
passages dans des bains de propanol. Les peroxydases endogenes ont été inhibées
en incubant les coupes dans un bain d’'H,O, a 0,3% (v/v) pendant 30 min a
température ambiante. Les interactions non-spécifiques ont été inhibées en incubant
les coupes dans un bain de PBS contenant 1% de BSA (w/v) pendant 60 min a
température ambiante. Les coupes ont ensuite été incubées pendant une nuit a 4C
avec l'anticorps primaire approprié (Table V.2). Aprés 3 lavages de 5 min (le premier
dans du PBS contenant 1% de BSA et les deux autres dans du PBS), I'anticorps fixé
de maniére spécifique a été détecté en incubant les coupes pendant 1h a
température ambiante avec un anticorps secondaire (EnVision®, DakoCytomation)
couplé a la peroxydase de raifort (HRP pour Horseradish peroxidase) et dirigé contre
le fragment Fc de I'anticorps primaire. Les coupes ont ensuite été rincées (Tris-HCI
50mM, pH 7,4, 2x5 min) et I'activité peroxydase révélée par une incubation de 10
min dans une solution de 3,3’-diaminobenzidine (Liquid DAB Substrate, Chromogen

System; DakoCytomation) en présence d’H,O, a 0,03% (v/v). Les coupes ont été

101



Chapitre V : Matériel et méthodes

lavées pendant 10 min dans I'eau courante, déshydratées et montées. Pour les
doubles immunomarquages, la premiére cible a d’abord été détectée comme décrit
ci-dessus. Apres la premiére réveélation, les coupes ont été lavées et incubées dans
de I'HCI 0,1M pendant 1h a température ambiante puis lavées a I'eau courante. Les
étapes d'inhibition des interactions non spécifiques et de détection ont été répétées
mais avec I'emploi d'un anticorps secondaire (PA EnVision®, DakoCytomation)
couplé a la phosphatase alcaline dont I'activité a été révélée par une incubation de
30 min en présence du substrat chromogene (Fast Red 1mg/ml; Naphtol AS-MX
0,4mg/ml; Levamisole 0,15mg/ml) dissous dans un tampon Tris-HCI 0,1M, pH 7,4
(Sigma-Aldrich). Les microphotographies ont été prises en microscopie optique

(Jenalumar) a I'aide d’un appareil photographique digital (Nikon Coolpix 4500).

Pour lI'immunomarquage fluorescent de I'lL-1a, les cellules ont été cultivées
sur un couvre-objet dans une boite de culture multipuits. Apres 20 min de fixation au
paraformaldéhyde 4% a température ambiante, les cellules ont été rincées 3x dans
une solution de PBS et éventuellement perméabilisées en les incubant pendant 10
min dans une solution de saponine 0,05% diluée dans du PBS. Les interactions non
spécifiques ont été inhibées en incubant des cellules pendant 30 min en présence
d'une solution de Q-PBS (albumine de sérum bovin 1%; saponine 0,01%; azide
0,02%; PBS). Les cellules ont ensuite été incubées pendant 1h a température
ambiante en présence d'anticorps primaire dilué dans une solution de Q-PBS. Apres
6 lavages de 5 min chacun dans du PBS, les cellules ont été incubées pendant 1h a
température ambiante en chambre noire en présence d'anticorps secondaire de
chévre anti-lgG de souris couplé a un fluorochrome (Alexa-568 ou Alexa 488,
Invitrogen™). Aprés montage, le marquage a été observé par microscopie confocale

(microscope inversé Axiovert Zeiss, couplé a un systeme confocal Bio-Rad 1024).

Le marquage fluorescent de la phosphatidylsérine membranaire des cellules
HEC-1A vivantes a été réalisé selon les modalités du kit "Annexin-V-Fluos Staining
Kit" (Roche). Les cellules lavées dans du PBS ont été incubées pendant 15 min dans
une solution préte a I'emploi d'Annexin-V-Fluos et examinées par microscopie a

fluorescence (Axiophot, Zeiss).
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9) Coloration a l'argent.

La coloration histologique a I'argent permet de mettre en évidence un réseau
de fibres riches en collagenes principalement de type lll. Les sections histologiques
ont été déparaffinées comme décrit précédemment. Les coupes ont été incubées
dans des bains successifs de permanganate de potassium additionné de quelques
gouttes d'H,SO4 pendant 3 min, d'acide oxalique 1% pendant 1 min, d'alun de fer 2%
pendant 15 min, de solution argentigue (AgNO3; 10% 6ml; NH3 volume approprié
jusqu’au changement de couleur de la solution; NaOH 6ml; eau distillée 50ml)
pendant 2 min, de formol 10% pendant 2 min, de chlorure d'or 0,2% pendant 30 sec,
d'hyposulfite de soude 2,5% pendant 2 min et enfin d'isopropanol avant le montage

des lames. Entre chaque bain, les coupes ont été rincées a I'eau distillée.
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Table V.1: Liste des oligonucléotides

Amorces pour PCR en temps réel

IL-1a sens 5-TTCGAGCCAATGATCAGTACC-3' }

IL-1a antisens 5-AGCACCCATGTCAAATTTCA-3' 60°C
IL-1B sens 5-ACCTGTCCTGCGTGTTGAAAG-3' }

IL-13 antisens 5-ATGTACCAGTTGGGGAACTG-3' 60°C
IL-1Ra sens 5-CTCATGCTCTGTTCTTGGGAAT-3' }
IL-1Ra antisens 5-AGGTCAGTGATGTAACTGCCTC-3' 60°C
MMP-1 sens 5'-GCAAACACATCTGACCTACAGG-3' A
MMP-1 antisens 5-TCTCAATGGCATGGTCCAC-3 ~
MMP-1 sonde 5-FAM-CACGCCAGATTTGCCAAGA-TMRA-3' J 60°C
MMP-8 sens 5-GGTTTTATGTTAACCCCAG-3'

MMP-8 antisens 5-GCTGTGGGGTATAGTTTC-3' >
MMP-8 sonde 5'-FAM-CCCAAGTGGGAACGCACT-TARA-3' J 65°C
B-actine sens 5'-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3’ A
B-actine antisens 5-TCACGCCCTGGTGCCTG-3’ T
B-actine sonde 5-FAM-CCGCCGCCCGTCCACACCGGTAMRA-3') 67°C

Amorces pour PCR en temps réel d'échantillons rdissg@qués

B-actine#2  sens 5-GCTTGACTCAGGATTTAAAAAGG-3' }
B-actine#2  antisens 5-GGGACTTCCTGTAACAATGCATCT3 60°C

Sondes antisens pour I'hybridationsitu des ARNm

IL-1a S5'-GAACATTATATGTTAGTGTTGGTTCAACTCTT }
ACAAAGAGTG-3' 40°C

MMP-8 5'-AGGTAGAATGGATACAGTGATGGAAA-3' et }
5-CCTTACTTCTAACCAAAATCTAGTTG 50°C

Les sondes contrbles sens sont composées des cégjaatiparalléles.

Les températures indiquées a droite correspondertelies utilisées lors de I'étape
d’hybridation-élongation en PCR en temps réel olnybfidation dans le protocole
d’hybridationin situ.
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Table V.2: Liste des anticorps primaires

Cible Origine
CD10 souris
CD45 souris
CD56 souris
CD68 souris
Cytokératine souris
ERa lapin

Fluorescéine lapin
IL-1a souris
PRA et B souris
PRB souris
Contréle souris
Controéle lapin

Clones

56C6
PD7/26, 2B11
1B6
PG-M1
AE1/AE3
IgG
1gG
4414.141
1A6
SAN27

E13, RPC5
Ig (antir. pylori)
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Concentration

2,0pg/ml
1,0pg/ml
0,9ug/ml
5,0ug/ml
1,5ug/mli
1/300
1/300
3,3ug/ml
0,9ug/ml
0,1pg/ml

Fournisseur

Biocare Medical
Dakocytoamat
Novocastra
Dakocytomation
Dakocytoima
ThermoScientific
Dakocytomation
R&D Systems
Novocastra
Novocastra

Argene Biosoft

Dakocytomation
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ORIGINAL ARTICLE

Endocrine

Research

Production of Interleukin-1a by Human Endometrial
Stromal Cells Is Triggered during Menses and
Dysfunctional Bleeding and Is Induced in Culture by
Epithelial Interleukin-1a Released upon Ovarian
Steroids Withdrawal

Chrystel M. Pretto, Héloise P. Gaide Chevronnay, Patricia B. Cornet, Christine Galant, Denis Delvaux,
Pierre J. Courtoy, Etienne Marbaix,* and Patrick Henriet*

Cell Biology Unit (C.M.P., H.P.G.C., P.B.C,, D.D., P.J.C., E.M., P.H.), de Duve Institute, and Department of Pathology (P.B.C., C.G., D.D.,
E.M.), Université catholique de Louvain, B-1200 Bruxelles, Belgium

Context: Endometrial breakdown during menstruation and dysfunctional bleeding is triggered by
the abrupt expression of matrix metalloproteinases (MMPs), including interstitial collagenase
(MMP-1). The paracrine induction of MMP-1 in stromal cells via epithelium-derived IL-1« is re-
pressed by ovarian steroids. However, the control by estradiol (E) and progesterone (P) of endo-
metrial IL-1« expression and bioactivity remains unknown.

Objective and Design: Variations of endometrial IL-1a mRNA and protein along the menstrual cycle
and during dysfunctional bleeding were determined using RT-PCR, in situ hybridization, and im-
munolabeling. The mechanism of EP control was analyzed using culture of explants, laser capture
microdissection, and purified cells. Data were compared with expression changes of IL-18 and IL-1
receptor antagonist.

Results: IL-1« is synthesized by epithelial cells throughout the cycle but E and/or P prevents its
release. In contrast, endometrial stromal cells produce IL-1« only at menses and during irregular
bleedingin areas of tissue breakdown. Stromal expression of IL-1¢, like that of MMP-1, is repressed
by P (alone or with E) but triggered by epithelium-derived IL-1« released upon EP withdrawal.

Conclusions: Our experiments in cultured endometrium suggest that IL-1« released by epithelial
cells triggers the production of IL-1a by stromal cells in a paracrine amplification loop to induce
MMP-1 expression during menstruation and dysfunctional bleeding. All three steps of this ampli-
fication cascade are repressed by EP. (J Clin Endocrinol Metab 93: 4126-4134, 2008)

he human endometrium is a unique model of ordered tissue
T remodeling in the adult, resulting in periodic shedding at
menstruation. Alterations in remodeling control lead to frequent
and irregular hemorrhages referred to as dysfunctional bleeding.
In this tissue, the global hormonal control is modulated by local
regulators. Sequential exposure to the two ovarian steroids, es-
tradiol (E) and progesterone (P), stimulates growth and differ-
entiation required for blastocyst implantation; if no implanta-
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tion occurs, the fall of ovarian steroids triggers menstruation. The
proinflammatory cytokine IL-1 has emerged as a key mediator of
endometrial remodeling in response to changes of ovarian steroids
concentration (1). The IL-1 system comprises two major agonists
secreted by nonconventional mechanisms, IL-1« and IL-1, their
physiological antagonist, IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra), and
shared receptors, IL-1RI and IL-1RII. This system controls both
implantation and menstrual tissue degradation.

Abbreviations: E, Estradiol; ER, E receptor; ESC, endometrial stromal cell; IL-1Ra, IL-1 re-
ceptor antagonist; MMP, matrix metalloproteinase; P, progesterone; PR, P receptor.

J Clin Endocrinol Metab. October 2008, 93(10):4126-4134
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The expression of matrix metalloproteinases (MMPs), in-
cluding interstitial collagenase (MMP-1), is dramatically in-
creased at the onset of menstruation (2, 3). Menstrual-like tissue
lysis is reproduced in endometrial explants when deprived of
ovarian steroids and is prevented by EP or MMP inhibitors (4).
Several lines of evidence involve IL-1« in menstrual MMP pro-
duction by endometrial stromal cells (ESCs). First, IL-1a stim-
ulates MMP-1 expression by purified ESCs (5). Second, release
of both IL-1a and MMP-1 occurs early in explants from men-
strual samples, but later in nonmenstrual explants cultured with-
out EP (6). Third, menstrual MMPs first appear in foci of ESCs
surrounding glands, suggesting a paracrine stimulation by epi-
thelial cells (7). Fourth, in coculture of purified endometrial ep-
ithelial and stromal cells, secretion of collagenase by ESCs re-
quires paracrine stimulation by epithelial cell-derived IL-1a (6).
A similar opposite control by IL-1« (induction) and EP (repres-
sion) was reported for stromal MMP-3 (8). Fifth, MMPs and
IL-1c are both abundantly released in several pathologies of the
female genital tract including dysfunctional endometrial bleed-
ing (9, 10), endometriosis (11, 12), and tumors (13-15).

Taken together, these observations clearly suggest that regula-
tion of IL-1a bioavailability modulates in time and space the
global hormonal control of human endometrium shedding and
bleeding. However, little is known on the control of IL-1a ex-
pression in the cycling endometrium, including its cellular origin
(epithelial vs. stromal) and the influence of EP. Previous studies
quantifying IL-1e protein led to contradictory results (12, 16) or
were limited to culture media, which do not allow discriminating
between effects on gene expression and cytokine release (6).

To decipher the control of IL-1« bioavailability in the human
endometrium, IL-1ae mRNA and protein were quantified and
localized throughout normal cycle and during irregular bleeding
episodes. The effects of ovarian steroids were analyzed in ex-
plants. Because IL-1a effects are influenced by competing li-
gands, the expression profiles of IL-18 and IL-1Ra were com-
pared. Striking differences in the effects of EP on epithelial and
stromal IL-1a were further analyzed in purified cell culture.

Patients and Methods

Tissues and cells

The superficial layer of human endometrium was collected by gentle
scraping from hysterectomy specimens of 120 patients not treated with
ovarian steroids or from biopsies of nine irregularly bleeding patients
(four under hormonal treatment) after informed consent. The Ethical
Committee of our university approved the study. The tissue was divided
into three parts. One part was fixed in 4% formaldehyde and embedded
in paraffin for histological analysis and dating along the menstrual cycle.
The theoretical 28-d cycle, starting with onset of menstrual bleeding (d
1), was divided into proliferative (d 6-14), secretory (d 15-27), and
menstrual (d 28 -5) phases. Another part was frozen at —20 C for ELISA
or at —80 C in lysis buffer (SV Total RNA Isolation System; Promega,
Madison, WI) for RNA extraction. The remaining tissue was cultured as
explants or purified cells.

Explants were cultured for 24 hin DMEM (Life Technologies, Merel-
beke, Belgium) supplemented with 0.3 uM 2-hydroxypropyl-B-cyclo-
dextrin, alone as control vector or carrying 1 nM 17B-estradiol and 100
nM P (EP; Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium). In some experiments, 8 uM
cycloheximide (Sigma-Aldrich) was present throughout culture. After
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culture, explants were 1) fixed or frozen as above or 2) embedded in
Tissue-Tek O.C.T tissue-freezing medium (Sakura, Zoeterwoude, The
Netherlands) and frozen in liquid nitrogen-cooled isopentane for laser
capture microdissection.

Endometrial epithelial and stromal cells were isolated by digestion
with 1 mg/ml bacterial collagenase (type IA; Sigma-Aldrich), filtration
through a 300-um mesh, and retention (epithelial strips) or passage
through a 30-pm filter (ESCs). Both cell types were adapted to culture
(see figure legends) in DMEM-F12 medium with 10% fetal bovine serum
supplemented with EP, 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomycin
(Life Technologies). Epithelial cells were further cultured for 24 h with-
out serumand with Complete proteases inhibitors (1 tablet/50ml; Roche,
Mannheim, Germany) in wells coated with 25 pg/ml type IV collagen
(Sigma-Aldrich). ESCs were further cultured for 24 h 1) with or without
100 pg/ml recombinant human IL-1a or 2) with medium conditioned by
epithelial cells, supplemented either with § pg/ml mouse monoclonal
antibody neutralizing IL-1a (clone 4414,141; both from R&D Systems,
Minneapolis, MN) or with 5 ug/ml irrelevant mouse monoclonal anti-
body (clone RPCS; Ancell, Bayport, MN). During these last 24 h of
culture, epithelial cells and ESCs were subjected to maintenance or with-
drawal of E and/or P.

The presence of E receptor-a (ERa) and of both P receptor (PR)
isoforms PRA and PRB was examined by immunohistochemistry in cul-
tured explants and cells (supplementary figure 1).

mRNA quantification

Total RNA was purified and reverse transcribed as described (17).
Real-time PCR was performed as reported for B-actin (3) or using the
qPCR Core kit (Eurogentec, Seraing, Belgium) with a MyiQ Single-Color
Real-time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA) and pairs of
appropriate primers crossing over at least two exons (Life Technologies)
(Table 1). After a 5-min step at 95 C, cDNA was amplified through 40
two-step cycles at 95 C and 60 C, for 30 sec each, and SYBR Green
fluorescence was measured. Data were analyzed using MyiQ System
Software (version 1.0.410; Bio-Rad). Purified amplicons were used as
quantification standards after cloning in pCR4-TOPO vector (Life Tech-
nologies). Each PCR experiment, run in duplicate, was validated as re-
ported (3), including a single melting temperature after progressive am-
plicon heating. Values were normalized to B-actin mRNA levels, which
do not vary during the menstrual cycle (17).

Laser capture microdissection

Laser capture microdissection was performed on the PALM
MicroBeam System (P.A.L.M. Microlaser Technologies, Bernried,
Germany) as described (18). Typically, 20 slides were prepared per
sample and about 50 microdissected glands or ESC foci were pooled
separately. Extracted RNA was linearly amplified with the two-cycle
amplification kit (Affymetrix, Santa Clara, CA), and 400 ng resulting
cRNA was reverse transcribed with Thermoscript RT-PCR System
(Life Technologies) using 3 uM forward primers for B-actin 2, IL-1a,
IL-1B8, and IL-1Ra (Table 1).

Protein and DNA quantification

Tissue samples, explants, and cells were homogenized in PBS con-
taining 1% Tween 20 (PBS-Tween; Merck, Darmstadt, Germany). Total
protein amounts were measured using bicinchoninic acid (Sigma), and
DNA content was measured by spectrophotometry at 460 nm in the
presence of 0.5 ug/ml diamino-2-phenyl-indole (Sigma). Concentrations
of IL-1q, IL-1B, and IL-1Ra were measured by ELISA using Quantikine
Immunoassays (R&D Systems). For controlled extracellular proteolysis
experiments, explants were incubated with a protease mixture (9 mg/ml
Liberase Blendzyme 4; Roche) at 37 C for 30 min, after which proteol-
ysis-resistant material was collected by centrifugation, washed, and ho-
mogenized in PBS-Tween supplemented with the Complete proteases
inhibitors at 4-fold the recommended concentration. To assess cell in-
tegrity, the 20S proteasome subunit was quantified by ELISA (19).
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TABLE 1. List of oligonucleotide sequences

Sequence

Primers for quantitative PCR
IL-Te
Forward
Reverse
IL-18
Forward
Reverse
IL-1Ra
Forward
Reverse
B-Actin
Forward
Reverse
TagMan probe
Primers for quantitative PCR of microdissected samples
B-Actin 2
Forward
Reverse
Probes for IL-1a mRNA in situ hybridization: antisense®

5'-TTCGAGCCAATGATCAGTACC-3'
5'-AGCACCCATGTCAAATTTCA-3'

5'-ACCTGTCCTGCGTGTTGAAAG-3'
5'-ATGTACCAGTTGGGGAACTG-3’

5'-CTCATGCTCTGTTCTTGGGAAT-3’
5'-AGGTCAGTGATGTAACTGCCTC-3'

5'-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3'
5'-TCACGCCCTGGTGCCTG-3'
5'-FAM-CCGCCGCCCGTCCACACCCGCC-TAMRA-3'

5'-GCTTGACTCAGGATTTAAAAACTGG-3’
5'-GGGACTTCCTGTAACAATGCATCTC-3’
5'-GAACATTATATGTTAGTGTTGGTTCAACTCTTACAAAGAGTG-3’

“The control sense probe contained the antiparallel sequence.

Histological analysis

Immunostaining was performed by indirect peroxidase detection, as
described (20), using mouse anti-IL-1a (clone 4414,141; 3.3 pg/ml),
anticytokeratins (clones AE1/AE3, 1.5 ug/ml; DakoCytomation,
Glostrup, Denmark) or nonrelevant mouse antibody, clone E13 (Argene
Biosoft, Varhiles, France) or clone RPCS, as negative control. For cell
type identification, serial sections were double immunolabeled for IL-1e
(as above) and for CD10 (clone 56C6, 2 ug/ml; Biocare Medical, Con-
cord, CA), CD4S5 (clones PD7/26 and 2B11, 1 pg/ml; DakoCytomation),
CDS56 (clone 1B6, 0.9 pg/ml; Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK) or
CD68 (clone PG-M1, 5 pg/ml; DakoCytomation) using alkaline phos-
phatase-coupled secondary antibody as described (20). Collagen fibers
were stained with silver (4). In situ hybridization of IL-1a mRNA was
performed as reported (3), using oligonucleotides described in Table 1.
Hybridization temperature was adjusted to 40 C. The absence of signal
using a control sense probe was verified in every experiment.

Statistical analyses

Statistical significance was tested using Kruskal-Wallis ANOVA fol-
lowed by Wilcoxon two-sample or matched-pair test, as appropriate. Dif-
ferences were considered significant for P < 0.05.

Results

Quantification of IL-1¢, IL-18, and IL-1Ra in the cycling
human endometrium and cultured explants

IL-1a, IL-1B, and IL-1Ra mRNA was measured by real-time
RT-PCR and normalized to B-actin mRNA (3, 17, 20) in 78
endometrial samples collected throughout the menstrual cycle
(Fig. 1, A, E, and I). Corresponding proteins were quantified in
39 of these and 15 other samples (Fig. 1, C, G, and K). mRNAs
and proteins were detected in all samples, except for IL-1 pro-
tein, which was below detection limit in eight of 24 secretory and
nine of 19 proliferative endometria, despite similar ELISA sen-
sitivity for both IL-1R agonists.

All profiles in the cycling human endometrium were compa-
rable, with highest average levels at menstrual phase. Kruskal-
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Wallis test revealed changes in the mRNA levels of all three
cytokines and in IL-1a protein. Post hoc Wilcoxon test con-
firmed a moderate increase from secretory to menstrual phase for
IL-Ta mRNA (2.7-fold) and IL-1Ra mRNA (4.3-fold) and sig-
nificant decrease from menstrual to proliferative phase (between
2.3-and 20-fold) for the three mRNAs and IL-1« protein. IL-13
mRNA increased from proliferative to secretory phase
(5.6-fold).

Altogether, changes along the menstrual cycle were thus mod-
erate, arguing against a major global control by ovarian steroids.
This was tested by culturing explants from 10 secretory and 10
proliferative endometria with or without combined EP for 24 h.
In the absence of EP, IL-1a and IL-18 amounts increased upon
culture to reach values in the upper range of, or even above,
corresponding noncultured samples (Fig. 1, B, D, F, and H), but
IL-1Ra was comparable before and after culture (Fig. 1, Jand L).
EP addition slightly inhibited (~2-fold) the increase of IL-1a
protein and IL-18 mRNA and protein in proliferative cultures.
Thus, both in vivo and ex vivo data indicated that ovarian ste-
roids are global minor repressors of IL-1« and IL-13 expression
in total endometrial tissues.

Differential control of IL-1« expression by ovarian
steroids in epithelial and stromal cells

To identify cell-type-specific control of IL-1« and IL-18 ex-
pression, glands and stroma were separated by laser capture mi-
crodissection from three proliferative explant cultures and ana-
lyzed by quantitative RT-PCR (Fig. 1, M-O). In the absence of
hormones, mRNA amounts of IL-1a and IL-1Ra were compa-
rable in stroma and glands, but those of IL-18 were much lower
in glands (>25-fold), reaching the limit of detection. EP strongly
repressed IL-1a mRNA in the stroma (~14-fold) but not in glands.
IL-1Ra mRNA was at similar levels in both cell types, without con-
sistent regulation by EP.
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mRNAs Proteins ESCs clearly indicated that most IL-1a-pro-
ducing cells were fibroblasts (Fig. 2, I-L),
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FIG. 1. Variations of IL-1«, IL-18, and IL-1Ra mRNA and protein amounts in the cycling human
endometrium, effects of EP addition in explants, and differential expression by stroma and glands.
Expression of IL-1a (A-D and M), IL-18 (E-H and N), and IL-1Ra (I-L and O) was examined in human
endometrial samples collected at the different phases of the menstrual cycle (A, C, E, G, |, and K) and in
explants cultured for 24 h in the absence (@) or presence (O) of 1 nm E and 100 nm P (EP) (B, D, F, H, J, and
L-0). A-L, Amounts of target mRNAs (A, B, E, F, |, and J) and proteins (C, D, G, H, K, and L) were
measured in total lysates, normalized to B-actin mRNA and total proteins, respectively, and presented on
logarithmic scales. Noncultured (NC) endometria [for mRNA and proteins: 35 and 24 from secretory phase
(S); 15 and 11 from menstrual phase (M), and 28 and 19 from proliferative phase (P)] are presented as box
plots showing 25th and 75th percentiles, medians (dots), and minimal and maximal values (vertical bars).
For Kruskal-Wallis test: 1, P < 0.005; t11, P < 0.001; for Wilcoxon tests: *, P < 0.05; **, P < 0.005;
*** P <0.001. M=0, Explants from three proliferative endometria were microdissected to isolate stromal
areas (St) or glands (Gl) after 24 h of culture in the absence (@) or presence (O) of EP. Amounts of target
mRNAs were measured, normalized, and presented as for total explants. Dotted line, detection threshold.

Localization of IL-1a mRNA and protein in the cycling
endometrium and during dysfunctional bleeding
Cellular origin and cell-type-specific control of IL-1a ex-
pression were further explored in noncultured endometria by inz
situ hybridization (Fig. 2, A-D) and immunohistochemistry (Fig.
2, E-H). IL-Ta@ mRNA and protein were detected in epithelial
cellsof all samples, irrespective of the cycle phase. In contrast, the
stromal compartment showed no signal during proliferative and
secretory phases but was strongly and diffusely labeled in all
menstrual samples. Immunohistochemical identification of

whether EP could regulate epithelial IL- 1o
bioavailability by controlling its release
into the extracellular space, nonmenstrual
explants were cultured in the presence of
the translation inhibitor cycloheximide so
as to block IL-1a synthesis and restrict the
analysis to the fate of IL-1a present in cells
before culture (Fig. 3, E-J). Epithelial
IL-lae immunostaining was preserved
when EP were combined with cyclohexi-
mide (Fig. 3E) but totally disappeared in
explants cultured with cycloheximide
alone (Fig. 3F), suggesting that [L-1a was
released and/or degraded in the absence of hormones. Excel-
lent preservation of cytokeratin staining argued against dam-
age of epithelial cells by these treatments (Fig. 3, G and H).
Surprisingly, in remarkable contrast with immunostaining,
total IL-1a contents measured by ELISA in lysates of cyclo-
heximide-treated explants were identical regardless of EP ad-
dition (Fig. 31). Moreover, IL-1a amounts measured in con-
ditioned media (not shown) did not increase in the absence of
EP (both means = 1.1% of IL-1« assayed in tissue; n = 11).
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These data suggested inadequate retention or insufficient de-
tection of extracellular IL-1a when using immunohistochem-
istry. To further discriminate between intracellular and ex-
tracellular IL-1a, extracellular matrix and mingled proteins
were degraded by subjecting explants to limited protease di-
gestion after their culture in the presence of cycloheximide
with or without EP. Amounts of preserved IL-1« protein were
measured, normalized to a cytosolic protein (the 20S protea-
some subunit) to correct for cell damage by proteolysis, and
compared with values in lysates of nonproteolysed explants
(Fig. 3]). Although IL-1a/20S proteasome ratios were similar
in total lysates and protease-resistant fractions when explants
were cultured in the presence of EP, thus faithfully reflecting
intracellular IL-1«, no detectable IL-1a was recovered after
limited proteolysis of explants cultured without EP, despite
comparable levels of the 20S proteasome reference. Taken
together, this set of experimental evidence indicated that EP
prevent IL-1a release from endometrial epithelial cells.

J Clin Endocrinol Metab, October 2008, 93(10):4126-4134

Ovarian steroids withdrawal triggers IL-1« release by
purified epithelial cells

To directly address whether EP withdrawal induces IL-1«
release, purified endometrial epithelial cells were adapted to
culture with EP and then further cultured for 24 h with EP or
after withdrawal of E, P, or both. Inhibitors of proteases were
added to the medium to prevent degradation of released IL-
la. Responses to hormonal modifications were consistent de-
spite large variations between cultures in IL-1« mRNA and
protein amounts (see range in legend to Fig. 4), which
prompted us to normalize data to a reference condition. Com-
plete or selective hormone withdrawal did not change IL-1«
mRNA (Fig. 4A) or total (cells plus medium) IL-1« protein
amounts (Fig. 4B). In striking contrast, removal of both E and
P induced a major release of IL-1a from epithelial cells (13-
fold increase; Fig. 4B). Either E or P was sufficient to prevent
this release.

Induction of stromal IL-1« production by
epithelium-derived IL-1a
We finally examined whether IL-1a released from epithe-
lial cells was responsible for the induction
of IL-1a expression by ESCs, initiating an

amplification loop that would increase
MMP production. First, purified ESCs
were adapted for 8 d to culture with EP
and then subjected for 24 h to withdrawal
of E and/or P, with or without addition of
recombinant IL-1« (Fig. 4C). Although EP
withdrawal alone caused no significant
change in IL-1a mRNA amounts, combi-
nation with IL-1a addition increased me-
dian IL-1a mRNA levels by 2.7-fold. A
similar increase was observed when main-
taining E but not P (alone or combined

with E). To further determine whether ep-
ithelium-derived IL-1a could actually in-
duce such IL-la amplification, ESCs
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adapted in the presence of EP were further
cultured for 24 h with medium condi-
tioned by EP-deprived epithelial cells
(containing ~15 pg/mlIL-1a). Just before

addition to ESCs, this medium was sup-

FIG. 2. Cellular localization of IL-1a mRNA and protein in the cycling human endometrium and during
dysfunctional bleeding. Endometrial samples were collected throughout the proliferative (A and E, n = 10),
secretory (B and F, n = 15), and menstrual (C, D, and G-L, n = 10) phases or during dysfunctional
bleeding episodes (M—P, n = 9). Representative patterns of in situ hybridization (ISH) of IL-1a mRNA (A-C)
and immunohistochemical localization (IHC) of IL-1« protein (E-G, I-L, N, and P) are presented.
Corresponding negative controls on sections adjacent to C and G are shown in D and H, respectively.
Semiserial sections of another menstrual endometrium (representative of three) were double
immunostained for IL-1a (brown signal) and (red signal) CD10 (|, fibroblasts), CD45 (J, leukocytes), CD56
(K, NK cells), or CD68 (L, macrophages). In M-P, one section from a representative dysfunctional bleeding
endometrium was silver stained to show neighboring preserved (M) and degraded (O) areas, and the
adjacent section was analyzed by IL-1a IHC (N and P, respectively). All insets show 4-fold higher
magnifications of boxed areas (except in K and L, which are other fields of the same sections). Bars, 50 uwm.
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plemented or not with combined or sepa-
rated E and P or with anti-IL-1« blocking
antibody (Fig. 4, D and E). A median 4.7-
fold increase in IL-1a mRNA levels was
measured when the conditioned medium
was not supplemented with EP (Fig. 4D).
This increase was totally blocked by P
alone but was not affected by E alone. Ad-
dition of anti-IL-1a blocking antibody
prevented this response almost to the same
extent as EP maintenance. These effects
were paralleled by changes in MMP-1 ex-
pression (Fig. 4E): median MMP-1 mRNA
levels in ESCs increased by 7-fold by omit-
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ting EP in the conditioned medium. This increase was abro-  Discussion
gated by anti-IL-1a blocking antibody and inhibited to a large
extent by P alone but not by E alone.
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FIG. 3. Localization of IL-1a mRNA and protein in cultured explants and differential effects of EP on
epithelial and stromal IL-1a. A-H, Localization of IL-1a. Representative fields of in situ hybridization (ISH) of
IL-1a mRNA (A and B, n = 2 proliferative and 4 secretory) and immunohistochemical localization (IHC) of
IL-1e (C=F, n = 5 proliferative and 7 secretory) or cytokeratins (CK; in G and H, adjacent sections to E and
F) in endometrial explants cultured for 24 h with (A, C, E, and G) or without EP (B, D, F, and H) and in the
absence (A-D) or presence (E-H) of 8 um cycloheximide (CHX). All insets show 4-fold higher magnifications
of the boxed areas. Bars, 50 um. I-J, IL-1« ELISA. Nonmenstrual explants were cultured in the presence of
cycloheximide, with (O) or without (@) EP as in E and F. In |, IL-1a was immunoassayed in explant lysates,
and values were normalized according to DNA amounts. In J, half of the explants were subjected to limited
protease digestion at the end of culture (+). IL-1a was immunoassayed in their protease-resistant fraction
and compared with lysates of nondigested explants (=), after normalization to the 20S proteasome subunit
in the same samples to correct for proteolysis-induced cell damages.
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The three IL-1R ligands, IL-1«, IL-18, and IL-1Ra, are well ex-

pressed in the cycling human endometrium,
except IL-18 protein, which was below de-
tection level in 40% of nonmenstrual endo-
metria. Altogether, IL-1Ra is about 10-fold
more abundant than IL-1a and IL-1p. Fur-
thermore, IL-1Ra shows a 3- to 10-fold
higher affinity for IL-1RI than IL-1e and
IL-1B and efficiently blocks IL-1 activity in
vitro (21). Hence, the system seems under
tight control. However, up to 100- to 1000-
fold excess of IL-1Ra is required to suppress
the bioactivity of IL-1 agonists during dis-
ease (22). Thus, the local control of IL-1 ac-
tivity by IL-1Ra remains to be clarified.
Although the three IL-1R ligands peak at
menses, differences with the other phases
and global effects of EP addition in explant
cultures are modest as compared with other
mediators of endometrium remodeling,
such as LEFTY-A/Endometrial Bleeding-
Associated Factor, or effectors such as
MMP-1 and MMP-3 (3, 17). However, fur-
ther discrimination of the two major cellular
compartments by laser capture microdissec-
tion, which confirms preferential IL-18 ex-
pression by endometrial stroma compared
with glands (23), evidences an ESC-specific
control by EP for IL-1«, but not for IL-18 or
IL-1Ra expression. Preferential linear am-
plification of the 3'-end of mRNAs likely
explains the approximately 100-fold lower
mRNA levels detected in microdissected
compartments compared with total ex-
tracts. In situ hybridization and immunolo-
calization further demonstrate that IL-1a
expression in ESCs is repressed during the
proliferative and secretory phases but in-
duced at menses as well as in breaking-down
areas during dysfunctional bleeding epi-
sodes. Thus, differential IL-1a expression in
ESCs was masked in total tissue analyses,
due to EP-insensitive IL-1« contribution by
epithelial cells. To the best of our knowl-
edge, a differential regulation of IL-1a ex-
pression in two major compartments of a
given tissue has not been previously re-
ported. Although IL-1a belongs to a family
of cytokines produced by immune cells (21),
it is essentially expressed by resident cells in
the endometrium. Our data do not exclude
that hematopoietic cells infiltrating the en-
dometrium at the late secretory phase may
release IL-1a, but the abundant ESCs that
produce IL-la during menstruation and
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FIG. 4. Regulation of IL-Te in purified epithelial and stromal cells. A and B,
Purified epithelial cells (n = 5) were first cultured for 3 d in the presence of EP
and then further cultured for 24 h with proteases inhibitors and with EP, P, E, or
without ovarian steroids. In A, IL-Tae MRNA amounts were measured, normalized

to B-actin mRNA, and compared with controls with EP. Relative to B-actin mRNA,

IL-1e mRNA amounts in the control condition ranged from 2 X 1073 to 2 X
1072, Data (percentage of the control with EP) are presented as box plots
showing 25th and 75th percentiles and medians (dots) together with minimal
and maximal values (vertical bars). In B, amounts of IL-1a were measured by
ELISA in cell lysates (open areas) or conditioned media (filled areas) and are
presented as percentages (means = sp) of total IL-1« content (cells plus medium)
in cultures with EP (corresponding to 12—84 pg IL-1a/ng DNA). C-E, Purified
ESCs (n = 7) were first cultured for 8 d in the presence of EP. In C, cells were
further cultured for 24 h with or without 100 pg/ml recombinant human IL-1«
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dysfunctional bleeding best overlap with labeling for a fibro-
blastic marker.

The second major finding is that IL-1a expression by ESCs is
turned on by epithelial cell-derived IL-1a released upon EP with-
drawal. This observation is fully compatible with, but calls for an
elaboration of, our previous model of dual repression by EP of
IL-la-mediated endometrial breakdown: EP blocking both
[L-1e production and MMP-1 expression by IL-1a-stimulated
fibroblasts (6). Although in vivo demonstration is still required,
we now further suggest that MMP-1 is actually under a triple
control (Fig. 5). Before menstruation, EP protect tissue against
proteolysis by blocking altogether epithelial IL-1a release, fibro-
blastic IL-1a expression, and MMP-1 production. Conversely,
upon EP withdrawal, paracrine induction of stromal MMP-1
expression by epithelial-derived IL-1a is amplified through a
paracrine and possibly autocrine stromal IL-1a loop (24, 23),
resulting in rapid expansion of tissue breakdown at menstrua-
tion and dysfunctional bleeding episodes.

Although the role of constitutive IL-1a synthesis by epithelial
cells during nonmenstrual phases of the cycle is unclear, intra-
cellular IL-1a accumulation during the secretory phase could
provide a powerful and rapid mechanism to initiate menstrual
response by preparing its release upon EP withdrawal, an effect
amplified by an autocrine loop by ESCs. Release of preexisting
[L-1e pools is rarely considered but was observed upon barrier
disruption in murine epidermis (26). IL-1a release could result
from apoptosis (27), which occurs in late secretory and men-
strual endometrium, when ovarian steroids concentration de-
creases (28). Like in endometrium, skin epithelial cells (keratin-
ocytes) constitutively express [L-1a (29). However, release is
restricted to wound healing (30) and initiation of local inflam-
mation (31). As for ESCs, IL-1a is not expressed in skin fibro-
blasts except during systemic sclerosis (32).

The mechanisms underlying differential regulation of IL-1«
expression in epithelial and stromal cells are not clear yet. E and
P regulate gene expression by cognate nuclear receptors, ERsand
PRs, or through nongenomic mechanisms (33). Although vari-
ations of endometrial expression of the nuclear receptors along
the menstrual cycle have been reported (34, 35), we could detect
ERa and PRs in glands and ESCs as well as in purified cells of
both types, suggesting that these nuclear receptors are respon-
sible for the hormonal control of IL-1« synthesis and/or release.
Although withdrawal of both steroids was required for IL-1«a
release by epithelial cells, P, but not E, was sufficient to block the
increase in IL-1« expression by ESCs due to recombinant IL-1a
or induced by medium conditioned by epithelial cells. Subtle

and with or without E and/or P. Alternatively, in D and E, cells were further
cultured for 24 h with medium conditioned by purified epithelial cells cultured
without EP for 3 d (CM). Before addition to ESCs, this medium was
supplemented with a blocking anti-IL-1a antibody (anti-IL-1e +) or an irrelevant
antibody for negative control (anti-IL-1a—) and with or without E and/or P. At
the end of the culture, IL-1a (C and D) and MMP-1 (E) mRNAs were measured,
normalized, and presented as in A, with out-of-range maxima indicated as
numbers. In the control (100%) conditions, relative IL.-1a mMRNA amounts ranged
from3 X 107%to7 x 10~3in C and from 1 X 10~ %to 2 X 10~2in D, and
relative MMP-1 mRNA amounts ranged from 3 X 1073 to 2 x 10~ "in E. For
Kruskal-Wallis test: t, P < 0.05; for Wilcoxon test: *, P < 0.05, compared with
condition with EP (without recombinant IL-1a in C); §, P < 0.05, compared with
condition with rhiL-1e alone; #, P < 0.05, compared with condition with CM alone.
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FIG. 5. Proposed model of the three-step cascade leading to pro-MMP-1 expression in the bleeding
human endometrium through regulation of IL-1a and of its control by ovarian steroids. First, upon
withdrawal of bath E and P, epithelial cells release constitutively expressed IL-1a. Second, epithelial-derived
IL-1e triggers stromal IL-1a expression that further induces a paracrine and possibly autocrine amplification
loop of stromal IL-1a production. Third, IL-1a induces pro-MMP-1 expression by stromal cells. The release
of epithelial IL-1« is inhibited either by E or P, whereas only P, alone or combined with E, blocks stromal

expression of both IL-1a and pro-MMP-1.

differences in the relative ratios of ER and PR isoforms could
explain this differential response (34-36). Additional experi-
ments addressing variations of stimulatory signals and TL-Ta
mRNA stability are necessary to clarify the underlying mecha-
nisms (37). In conclusion, our data demonstrate that two pop-
ulations of resident endometrial cells, epithelial and stromal
cells, both play an important role in the production of IL-1a that
triggers MMP-1 expression and tissue breakdown, not only at
menses but also during dysfunctional bleeding episodes. More-
over, a paracrine amplification loop emerges as a potent mech-
anism to spread signaling leading to tissue breakdown. These
data open new perspectives for therapies targeting IL-1a bioac-
tivity, as illustrated by the successful use of recombinantIL-1Ra
in rheumatoid arthritis (38). A better understanding of the mech-
anisms underlying differential TL-1 expression by epithelial and
stromal cells and controlling its release deserves further attention.
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Response of Matrix Metalloproteinases and Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases Messenger Ribonucleic
Acids to Ovarian Steroids in Human Endometrial
Explants Mimics Their Gene- and Phase-Specific

Differential Control in Vivo
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Context: Cyclic remodeling and breakdown of the extracellular ma-
trix, a unique feature of the human endometrium, depends on matrix
metalloproteinases (MMPs). These enzymes are globally controlled by
estradiol and progesterone or their withdrawal, but various MMPs
and their tissue inhibitors (TIMPs) show distinct responses.

Objective and Design: To clarify the role of ovarian steroids in the
differential regulation of MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-10,
TIMP-1, TIMP-2, and TIMP-3 mRNAs, we compared their variations
in the cycling endometrium in vivo with their response to hormone
addition or withdrawal in corresponding explants.

Results: Different patterns were identified in vivo according to the
time frame (secretory vs. perimenstrual increase), sharpness (peak vs.
progressive increase or decrease), and magnitude of the changes. In

vivo ratios between early/midsecretory and perimenstrual phases
ranged from more than 1000 (MMP-1, MMP-3, and MMP-10) to less
than 10 (TIMPs). Differential response to ovarian steroids of the
various MMPs and TIMPs mRNAs tested in cultured explants
matched the same ranking and varied according to the phase at
sampling. Remarkably, ovarian steroids repressed MMPs and
TIMP-1 and TIMP-2 but, in secretory explants, increased TIMP-3
mRNA. Finally, in situ hybridization evidenced the major contribu-
tion of fibroblasts to the increase in MMP-8 mRNA at menstruation
or in explants cultured without hormones.

Conclusions: Both phase- and gene-specific modulators finely tune
in space, time, and amplitude the global control of MMPs and TIMPs
mRNAs by estradiol and progesterone in the cycling human
endometrium. (J Clin Endocrinol Metab 90: 5848-5857, 2005)

ATRIXMETALLOPROTEINASES (MMPS) play a key
role in physiological and pathological extracellular
matrix (ECM) remodeling, as illustrated in the human en-
dometrium during normal menstruation and dysfunctional
uterine bleeding (1-3). In addition, the cycling human en-
dometrium offers a unique physiological example of alter-
native regulation of tissue breakdown and reconstruction. It
is now established that ovarian steroids (estrogens and es-
pecially progesterone) control the production and activity of
MMPs through a network of local regulators, including cy-
tokines (reviewed in Refs. 4-6). This network would pre-
serve endometrial integrity during the proliferative and se-
cretory phases, then cause at menstruation an abruptly
amplified, yet spatially constrained degradation of the func-
tional layer (7).
Menstrual-like ECM breakdown by MMPs and its global
control by the ovarian steroids have been reproduced in
endometrial explants (1, 8). Both in the menstrual endome-

First Published Online July 28, 2005

Abbreviations: AP-1, Activator protein 1; ECM, extracellular matrix;
MMP, matrix metalloproteinase; TIMP, tissue inhibitor of metallopro-
teinases; NS, not significant; SSC, sodium saline citrate.

JCEM is published monthly by The Endocrine Society (http://www.
endo-society.org), the foremost professional society serving the en-
docrine community.

trium in vivo and in explants from nonmenstrual endometria
cultured without added hormones, various MMPs were
found to be selectively produced by foci of stromal cells in
areas of tissue breakdown. Addition of combined estradiol
and progesterone to the explants blocked both MMPs release
in the medium and ECM degradation (9, 10).

In previous studies, the mRNA expression pattern of sev-
eral MMPs and their physiological tissue inhibitors (TIMPs)
was determined in the cycling human endometrium in vivo
by in situ hybridization (11, 12), Northern blotting (13), and
RT-PCR (14, 15). Several MMP genes, including those of
collagenase-1 (MMP-1), collagenase-2 (MMP-8), stromely-
sin-1 (MMP-3), and matrilysin-1 (MMP-7), as well as genes
encoding TIMP-1, TIMP-2, and TIMP-3, were maximally ex-
pressed around menstruation. However, their expression
profile significantly differed during the other phases of the
cycle, leading to the distinction of several groups. MMP-1,
MMP-8, and MMP-3 mRNAs were reported to be restricted
to the menstrual phase, in contrast with MMP-7 mRNA,
which remained abundant during the proliferative phase.
TIMP-3 showed cyclic variations and reached maximal levels
during the late secretory phase, unlike TIMP-1 and TIMP-2,
which were reported to be expressed at high, but rather
constant levels throughout the cycle.

Altogether, these observations pointed to a differential
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modulation of gene expression under the overall control by
ovarian steroids. We recently used RT-PCR to investigate the
control by these hormones of selected gene expression in
endometrial explant cultures, by comparison with the cor-
responding cyclic variations in the endometrium in vivo (16,
17). These studies not only provided precise measurements
of the effects of estradiol and progesterone on mRNA
amounts in the cultured explants but (more importantly)
evidenced differences in the response to culture and ovarian
steroids according to the phase of the cycle at sampling,
especially for the TGF-B-related cytokine, Lefty-A (16). This
prompted us to extend this combined approach to further
dissect the respective contribution of ovarian steroids and
specific modulators to the regulation of menstruation-asso-
ciated MMPs and their inhibitors.

In the present study, we first measured mRNA amounts
of MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-§, MMP-10, TIMP-1,
TIMP-2, and TIMP-3 in a collection of 59 endometrial sam-
ples representative of the whole menstrual cycle, to deter-
mine the chronology and to quantify the amplitude of their
cyclic variations. This first part of the analysis complements
previous studies by: 1) the precise timing of samples along
the menstrual cycle; 2) the use of a highly sensitive, quan-
titative, and standardized technique allowing the calculation
of ranges of variation; and 3) the analysis of all individual
results, not only of sample groups. The variable contribution
of combined estradiol and progesterone to individual gene
regulation was next determined by comparing mRNA levels
in vivo to those measured in corresponding explants cultured
for 24 h in the absence or presence of the ovarian steroids.
Finally, because MMP-8 could originate from stromal fibro-
blasts or infiltrating neutrophils, we localized its mRNA by
in sifu hybridization in endometria in vivo and in cultured
explants.

Patients and Methods

Tissue collection and explant culture

The study was approved by the Ethical Committee of the Université
Catholique de Louvain, in accordance with the Declaration of Helsinki
of the World Medical Association. Normal endometrial tissue was ob-
tained from 52 hysterectomy specimens and seven biopsies sampled at
various phases of the menstrual cycle as described (16). Briefly, endo-
metrium was gently scraped with a sterile surgical blade from hyster-
ectomy specimens and put in ice-cold PBS; biopsies were immediately
collected in ice-cold PBS. Part of the endometrial tissue was fixed in 4%
formaldehyde, and another part was quickly frozen at —80 C in lysis
buffer (SV Total RNA Isolation System; Promega Corp., Leiden, The
Netherlands). Tissue was dated according to its histological appearance
(18) and the clinical recording of the last menstrual period. An ideal
menstrual cycle of 28 d was divided into five phases: proliferative (d
6-14), early secretory (d 15-18), midsecretory (d 19-22), late secretory
(d 23-27), and perimenstrual (d 28-5). All patients were premenopausal
(range, 25-55 yr old; median, 44 yr old), were not on hormonal treatment,
underwent surgery for conditions unrelated to endometrial pathologies
or to endometriosis, or had a biopsy for routine investigation of infer-
tility. They gave informed consent.

The collection and culture of endometrial explants was performed as
previously described (16). Briefly, tissue samples were cut in pieces of
about Imm/side with a sterile surgical blade and placed in tissue culture
inserts (Millipore Corp., Bedford, MA). DMEM (Life Technologies, Inc.,
Merelbeke, Belgium), devoid of serum and phenol red, was placed in the
lower chamber and renewed daily (300 pl or 1.2 mlin 12-mm and 30-mm
inserts, respectively). Medium was without hormonal addition, or sup-
plemented with water-soluble complexes of 1 nm 17B-estradiol and 100
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nM progesterone in 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (+EP; Sigma-Al-
drich Corp., Bornem, Belgium). The encapsulating 2-hydroxypropyl-B-
cyclodextrin (Sigma-Aldrich) was added at 0.3 pm in the culture me-
dium devoid of ovarian steroids. We previously reported that this
system allows us to maintain explants in good conditions for up to 3 d
and that the effects of estradiol and progesterone can be reversed during
culture (1). After collection, all media were supplemented with 0.05 vol
of 1 m Tris-HCI buffer (pH 7.5); 1% (vol/vol) Triton X-100; 0.1 m CaCly;
and 60 mmM NaNj and kept frozen at —20 C until biochemical analysis.
At the end of the culture, explants were fixed or frozen at —80 C in lysis
buffer until RNA extraction.

RNA extraction and reverse transcription

After extraction of total RNA using the SV Total RNA Isolation
System (Promega), 200 ng was reverse-transcribed by using the Ther-
moscript RT-PCR System (Life Technologies, Inc., Paisley, UK) as de-
scribed (16).

Oligonucleotide primers used for PCR amplification

Sequences of the specific oligonucleotide primers and Tagman probes
used for the real-time PCR amplifications are listed in Table 1. Cus-
tomized primers were obtained from Life Technologies or BioSource
International (Camarillo, CA).

Preparation of standards for real-time PCR

Standards for quantitative PCR amplification were prepared by clon-
ing purified DNA products, obtained after PCR amplification with the

TABLE 1. Primers and probes used for quantitative PCR

Sequence (5'-3")

MMP-1

Forward GCAAACACATCTGACCTACAGG

Reverse TCTCAATGGCATGGTCCAC

Probe FAM-CACGCCAGATTTGCCAAGA-TAMRA
MMP-3

Forward TGTATCTTGCCGGTCATTT

Reverse TGTGACAAGGTGCAAGCT

Probe FAM-GGCATTCAAATGGGCTGCTGC-TAMRA
MMP-7

Forward TGGACGGATGGTAGCAGT

Reverse CAGAGGAATGTCCCATACC

Probe FAM-GCTGCAACTCATGAACTTGGCCA-TAMRA
MMP-8

Forward  GGTTTTATGTTAACCCCAG

Reverse GCTGTGGGGTATAGTTTC

Probe FAM-CCCAAGTGGGAACGCACT-TAMRA
MMP-10

Forward  ACTGAAGAAGATGAGCCTTGC

Reverse TGCAATTCAAAAGCAAGTGAA
TIMP-1

Forward GGCTTCACCAAGACCTACA

Reverse TTGCAGGGGATGGATAAA

Probe FAM-GGCTGTGAGGAATGCAC-TAMRA
TIMP-2

Forward TGGACTCTGGAAACGACAT

Reverse TCTCAGGCCCTTTGAACAT

Probe FAM-TGGCAACCCTATCAAGAG-TAMRA
TIMP-3

Forward GGTGGGGAAGAAGCTGGT

Reverse TTGGTGAAGCCTCGGTAC

Probe FAM-GCCCTTCGGCACGCTGGT-TAMRA
B-Actin

Forward  AGCCTCGCCTTTGCCGA

Reverse TCACGCCCTGGTGCCTG

Probe FAM-CCGCCGCCCGTCCACACCCGCC-TAMRA

FAM (carboxyfluorescein) and TAMRA (carboxytetramethylrho-
damine) are fluorescent dyes, TAMRA being used as a quencher.
MMP-10 mRNA was quantified with SYBR-green staining, in the
absence of Tagman probe.
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appropriate primers, into the pCRII-TOPO vector (TOPO TA cloning kit;
Life Technologies). Plasmids were amplified in Escherichia coli XL-1 blue
competent bacteria (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands), puri-
fied, and quantified by spectrophotometry. Known amounts (1 pg) of
plasmids were stored at —20 C as aliquots that were thawed only once
and used immediately.

Real-time PCR

Real-time PCR was performed according to the manufacturer’s rec-
ommendations, with the LightCycler-FastStart DNA Master for Hybrid-
ization Probes or for SYBR-Green (Roche Boehringer Mannheim Diag-
nostics, Mannheim, Germany), as appropriate, using a LightCycler
(Roche Boehringer) or a MylIQ thermocycler (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, for MMP-8 mRNA measurements). Aliquots of the RT
products were subjected to PCR in a total vol of 20 ul, with 500 nm
adequate paired primers, 200 nM Taqman probe (when applicable), and
MgCl, at the optimized concentration for each target gene (2 mm for
B-actin, 3 mM for TIMP-1 and TIMP-3, and 4 mwM for MMP-1, MMP-3,
MMP-7, MMP-8, and TIMP-2). A control PCR without template DNA
was performed in each experiment. A standard curve was generated
from serial 10-fold dilutions of the purified plasmid containing the
appropriate cDNA. Real-time PCRs were performed as follows. After an
initial denaturation at 95 C for 10 min, DNA was amplified by 40-45
cycles of 20 sec at 95 C, and either 15 sec at 60 C for MMPs and TIMPs
or 20 sec at 67 C for B-actin. MMP-8 cDNA was amplified through 40
cycles of 20 sec at 95 C and 30 sec at 65 C. Data were analyzed by using
the LightCycler Software (version 3.5, Roche Boehringer) or the MyIQ
System Software (version 1.0.410, Bio-Rad). Regression analyses of the
threshold cycle values of the standard dilution series were used to
determine the amplification efficiency. The absolute number of mole-
cules in the experimental samples was determined by extrapolating the
threshold cycle values from the standard curves. We considered that a
PCR experiment was valid when: 1) no amplification was detected in the
control without DNA template; 2) the slope of the logarithmic standard
curve was around —3.3 (range, —3.1 to —3.5), to ensure full efficiency
of the PCR [calculated as (1071/51°P)]; and 3) the amplification curve of
the samples was parallel to those of the standards. The B-actin values
were used for standardization.

In situ hybridization

Part of the endometrial tissues and of explants was fixed in freshly
prepared, phosphate-buffered 4% formaldehyde (pH 7.4), and embedded
in paraffin. Five-micrometer-thick sections were deparaffinized, rehy-
drated, and treated for 30 min at 37 C with 1 pg/ml proteinase-K (Sigma-
Aldrich) in 100 mm Tris-HCI (pH 8.0) and 50 mm EDTA. Sections were then
acetylated for 10 min in 0.25% acetic anhydride and 0.1 m triethanolamine
(pH 8.0), and prehybridized for 1 h at 50 C in the hybridization mixture
containing 40% (vol/vol) formamide, 50% (wt/vol) dextran sulfate, 2%
(vol/vol) Denhardt’s solution, and 2Xx sodium saline citrate (SSC) (1
SSC = 150 mm NaCl and 15 mm sodium citrate) in a humidified chamber.
A mixture of two MMP-8 specific oligonucleotide probes [5-AGGTA-
GAATGGATACAGTGATGGGAAA-3"  and 5-CCTTACTTCTAAC-
CAAAATCTAGTTC-3' derived from (19) and (20), respectively] or of two
control oligonucleotides with the complementary sequence was prepared
by fluorescein-deoxyuridine 5'-triphosphate labeling of the 3'-ends (Gene
Images 3'-oligolabeling module; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).
The sections were then hybridized overnight at 50 C with the hybridization
mixture supplemented with 1.5 ng/ul labeled probes and washed with
decreasing concentrations of S5C (4%, 2x, and 0.1x). All washes were
carried out at room temperature for 2 X 10 min. After inactivation of
endogenous peroxidase with 0.3% H,O, for 30 min at room temperature,
nonspecific binding sites were blocked by incubating slides for 1 h in Tris
buffer (50 mm Tris-HCl, pH 7.4, containing 10% normal goat serum and 1%
BSA). The histological sections were incubated for 1 h at room temperature
with 8 pg/ml rabbit antifluorescein antibodies (DakoCytomation,
Glostrup, Denmark). After two washes in deionized water and two washes
in 50 mm Tris-HCI (pH 7.4), slides were incubated for 1 h at room tem-
perature with peroxidase-conjugated dextran molecules carrying antirabbit
secondary antibodies (Envision; DakoCytomation). The peroxicdase activity
was revealed by incubating the slides for 10 min at room temperature with
0.5 mg/ml diaminobenzidine in 50 mm Tris-HCI (pH 7.4).

143

Vassilev et al. * Differential Control of MMPs and TIMPs mRNAs

Immunolabeling

Histological sections were immunolabeled by mouse monoclonal
antibodies specific for CD10 (clone 56C6, 2 ug/ml; BIOCARE MEDI-
CAL, Walnut Creek, CA); CD45 (a mixture of clones PD7/26 and 2B11,
1 pg/ml DakoCytomation), cytokeratin (clone CAM5.2, 1 pg/ml; Bec-
ton Dickinson and Co., San Jose, CA), or CD68 (clone KP-1, 4.5 pg/ml;
DakoCytomation). For controls, the primary antibody was replaced by
a mixture of nonrelevant antibodies raised against epitopes present in
immature melanosomes (Pan Melanoma Cocktail, 4.5 pg/ml; BIOCARE
MEDICAL). After removal of paraffin and inactivation of endogenous
peroxidases with 0.3% H,O, for 30 min at room temperature, slides were
transferred in 10 mm sodium citrate buffer (pH 5.8) and incubated into
a water bath at 98 C for 75 min to unmask the antigenic sites, except for
cytokeratin. After blocking of the nonspecific binding sites by incubating
the slides for 30 min into 50 mm Tris-HCI (pH 7.4) containing 10% normal
goat serum and 1% BSA, sections were incubated overnight at 4 C with
the primary antibody. Washes and staining were performed as for in situ
hybridization, using peroxidase-conjugated dextran molecules carrying
antimouse secondary antibodies (Envision; DakoCytomation).

Statistical analysis

Statistical significance was tested using the Wilcoxon rank-sum two-
sample test or the Wilcoxon signed-rank matched-pairs test, as appro-
priate. Differences were interpreted as significant for P < 0.05 and
assigned the following symbols: *, P < 0.05; **, P < 0.005; ***, P < 0.001;
NS, not significant.

Results
Variations of MMPs and TIMPs relative mRNA amounts in

the cycling endometrium in vivo

We first analyzed in vivo variations of mRNA amounts nor-
malized to that of B-actin (hereafter referred to as relative
mRNA amounts). As shown in Fig. 1, these values could vary
considerably between patients, even for a given phase of the
cycle, as best illustrated for MMP-1, MMP-3, MMP-8, and
MMP-10 (notice the logarithmic scale, up to 5 logs between
extremes during the proliferative phase). On the other hand,
individual values for MMP-7, TIMP-1, TIMP-2, and TIMP-3
mRNAs showed much less variation (generally within 1 log for
TIMPs).

Along the menstrual cycle, mRNA amounts of all studied
genes culminated around menstruation, with some gene
products, such as those of MMP-7 and MMP-10, being 10—
100 times more abundant than that of B-actin, assuming
equal amplification efficiency during the early uncontrolla-
ble steps of the PCR. However, the time frame, sharpness,
and amplitude of the cyclic changes in mRNA expression
varied significantly between genes. Some similarities were
observed between groups of mRNAs, but grouping was not
fully consistent for these three criteria.

With respect to time frame as first criterion, TIMP-3 was
maximally expressed before menstruation, then its mRNA
declined at the beginning of menses. Other gene products
increased throughout the secretory phase and culminated at
menstruation (best illustrated for MMP-10, a behavior shared
by TIMP-1 and TIMP-2). Still other gene products peaked in
the perimenstrual phase (MMP-7) or essentially appeared at
that phase (MMP-1, MMP-3, and MMP-8). This chronology
will be analyzed in more detail in the following section.
Second, with respect to the rapidity of changes, some relative
mRNA levels increased either sharply (MMP-1, MMP-3,
MMP-8, MMP-7, and also TIMP-3) or progressively (MMP-
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10, TIMP-1, and TIMP-2). Third, with respect to level of
expression, some mRNAs showed low minimal amounts and
a large range of cyclic variation (MMP-1, MMP-3, MMP-10,
and MMP-8); one gene product (MMP-7) showed high min-
imal amounts and an intermediate range of cyclic variation,
and still others showed high minimal amounts and limited
cyclic variation (TIMP-1, TIMP-2, and TIMP-3).

Thus, although several genes shared some characteristics,
there was no unequivocal gene grouping. Therefore, the
chronology and the amplitude of the in vivo variations in
mRNA amounts will hereafter be presented separately.

Chronology of the various mRNA changes in vivo

The chronology of the changes for the various mRNAs will
now be described, starting at ovulation, to focus on changes
preceding, during, and after menstruation. MMP-10 and
TIMP-1 relative mRNA levels progressively increased
throughout the secretory phase. TIMP-2 expression pattern

Menstrual cycle (days)

was similar, although changes were not significant. Relative
mRNA levels of TIMP-3 increased more sharply, at the tran-
sition between the early /mid- and the late secretory phases.
MMP-10 further increased at the end of the secretory phase,
to peak during menses. In contrast with these secretory
changes, MMP-1, MMP-3, MMP-7, and MMP-8 rose abruptly
at the start of the perimenstrual phase, or just before for
MMP-8.

After this general pre- or early menstrual increase in
MMPs and TIMPs gene expression, mRINA levels quickly
returned to minimal levels during (for TIMP-3) or at the end
of the menstrual phase (for all other gene products, except for
MMP-7 mRNA, which slowly decreased during the prolif-
erative phase). Thus, TIMP-3 mRNA clearly stood outamong
all tested gene products for its decrease between early (d
28-1) and late (d 4-5) perimenstrual phase. MMP-1, MMP-3,
MMP-10, and MMP-8 mRNAs were most dispersed in pro-
liferative endometria.
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Amplitude of the various mRNA changes in vivo

To correlate the amplitude of the changes in the various
mRNA levels with the cyclic variations in circulating estradiol
and progesterone concentrations, individual values were then
pooled in the four following populations so that medians could
be compared: early and midsecretory (increasing concentra-
tions of both steroids), late secretory (decreasing concentrations
of both steroids), perimenstrual (minimal steroid concentra-
tion), and proliferative (essentially impregnation by estradiol).
Table 2 compares the median levels between all consecutive
cycle phases, with the significance of changes. Whereas
MMP-10 mRNA gradually increased during the secretory
phase, sharp and strong (over 2 logs) increases in MMP-1,
MMP-3, and MMP-8 mRNAs occurred at the beginning of
menstruation (see perimenstrual/late secretory ratio), with re-
ciprocal decreases at its end (proliferative / perimenstrual ratio).
The amplitude of perimenstrual increase and postovulation
decrease of MMP-7 mRNA, and that of late secretory increase
and menstrual decrease of TIMP-3 mRNA, was intermediate
(around 20 times). Finally, TIMP-1 and TIMP-2 increases and
decreases were smaller than 1 log. For all but TIMP-3 mRNAs
(see in particular MMP-7), medians were lower in early /mid-
secretory than in proliferative endometria, suggesting a general
inhibition of all but one of the genes studied upon increase in
circulating progesterone (acting in combination with estradiol),
and an opposite stimulatory effect on TIMP-3.

For a ranking, Fig. 2 is focused on the changes in relative
mRNA amounts between endometria with the highest con-
centration of ovarian steroids (early/midsecretory phase)
and those with the lowest concentration (perimenstrual
phase). The early/midsecretory median was over 3 logs
lower than the perimenstrual one for MMP-1, MMP-3, and
MMP-10 (and most likely MMP-8, because the early/mid-
secretory median for MMP-8 was below the level of detec-
tion). On the opposite, MMP-9 (see Ref. 17), MMP-7 and
especially TIMP-1, TIMP-2, and TIMP-3 mRNA levels were
much more stable throughout the cycle: their early/midse-
cretory medians were, respectively, less than 2 logs and less
than 1 log lower than the perimenstrual ones, reflecting, in
part, the persistence of high mRNA amounts in nonperi-
menstrual samples (0.1-0.01, relative to B-actin mRNA).

Altogether, the differences between analyzed mRNAs in
the time frame, sharpness, and amplitude of their cyclic
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Fic. 2. Changesin MMPs and TIMPs mRNA amounts between early/
midsecretory and perimenstrual endometria in vivo. Ratios of median
relative mRNA amounts for MMPs and TIMPs in early/midsecretory
(ES-MS) endometria, compared with perimenstrual endometria, are
presented on a logarithmic scale. Values for MMP-9 mRNA were
derived from Ref. 17, with new additional samples, and are presented
solely for the purpose of comparison. Genes are ranked according to
increasing ratio values. The ratio for MMP-8 was calculated between
late secretory and perimenstrual medians because the ES-MS median
is under the limit of detection. The actual ratio is thus less than 4 X
1074, as indicated by the question mark. *, P < 0.05; **, P < 0.005;
#k P o< 0.001.

variations in vivo pointed to a differential modulation of their
overall control by ovarian steroids, thanks to additional
gene- and phase-specific factors.

Effects of ovarian steroids on the relative mRNA amounts
in endometrial explants

The hypothesis of such modulators was tested by mea-
suring mRNAs amounts after culture of explants collected
from the different phases, in the presence or absence of
ovarian steroids for 24 h (Fig. 3). For each gene and patient,
relative mRNA amounts measured in explants were com-
pared with corresponding values in the noncultured sample
from the same patient. To parallel the in vivo analysis, paired
ratios were then grouped for proliferative, early /midsecre-
tory, or late secretory samples (Table 3). Perimenstrual en-
dometria were not used for this analysis because they were
previously shown not to respond to ovarian steroids (9).

As summarized in Table 3A, relative mRNA amounts of all
tested genes increased upon 24 h of culture without added ovarian
steroids (filled symbols in Fig. 3) to reach values similar to noncul-

TABLE 2. Changes in median relative mRNA amounts between consecutive cycle phases in vivo

Ratios of medians MMP-1 MMP-3 MMP-10 MMP-8 MMP-7 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-2
Late secretory/early & 1.2 2.1 22 =1 1.9 3.4 2.9 17
midsecretory NS NS @ NS NS @ NS b
Perimenstrual/late 1600 680 56 240 24 2.3 3.1 0.18
secretory b b ° ° “ NS NS °
Proliferative/perimenstrual 0.003 0.002 0.006 <0.004 0.36 0.20 0.31 0.14
b b a < NS b NS a
Early & midsecretory/ 0.20 0.46 0.14 NA 0.06 0.64 0.35 2.33
proliferative NS NS ‘ NS b NS NS b

Values above 1 indicate an increase; values below 1 indicate a decrease.

Ratios including one undetected median are under- or overestimated

as indicated by the > or < signs. NA, Not applicable, because both medians for MMP-8 were not detectable. For statistical tests, a minimal
value (10%) was assigned to undetectable MMP-8 mRNA. For columns ranking, see Fig. 2.

@ P < 0.005.
5P < 0.001.
¢ P < 0.05.
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tured menstrual samples (compare with corresponding filled syni-
bols in Fig. 1). This induction was spectacular, exceeding 2 logs for
MMP-10 and MMP-8 mRNAs and reaching 4 logs for MMP-1and
MMP-3 mRNAs, but was less pronounced (around 1 log) for
MMP-7 and the three TIMPs mRNAs.

Surprisingly, all relative mRNA amounts also increased
upon explant culture in the presence of estradiol and pro-
gesterone (albeit to a much lesser extent than in the absence
of the hormones, except for TIMP-3; compare A and B in
Table 3) and irrespective of the analyzed phase. This obser-
vation indicates that the mere addition of ovarian steroids,
although sufficient to prevent ECM breakdown (1, 10), did
not fully reproduce, in the explants, their in vivo inhibitory
effect on gene expression.

In general, when comparing paired values in treated and
untreated cultured explants, ovarian steroids significantly re-
pressed the expression of all MMPs, as well as that of TIMP-1
and TIMP-2, butnot of TIMP-3 (Fig. 4). This inhibition was most
prominent in proliferative and late secretory explants and less
pronounced or absent (for TIMP-1 and TIMP-2) in early /mid-
secretory explants (Table 3C). The more limited repression by

the ovarian steroids at that phase was essentially due to the
lower values reached upon culture in the absence of hormones,
when compared with proliferative explants.

TIMP-3 was a noticeable exception. In proliferative ex-
plants, it was not significantly inhibited by the ovarian ste-
roids. Moreover, TIMP-3 mRNA levels were significantly
increased by the addition of the steroids in nine of 11 secre-
tory samples. This unique induction by ovarian steroids in
vitro is in agreement with our in vive observation that TIMP-3
mRNA level was the only case of a higher median for early/
midsecretory than for proliferative biopsies (see Table 2).
Future work is needed to verify whether this induction is due
to estradiol, progesterone, or their combination.

Cellular origin of MMP-8 mRNA

Because MMP-8 was originally reported to be exclusively
produced by neutrophils, the occasional detection of MMP-8
mRNA in a minority of nonperimenstrual samples in vive
could reflect the presence of infiltrating inflammatory cells.
Moreover, inflammatory cells are abundant at menstruation,
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TABLE 3. Effect of 24-h explant culture and ovarian steroids on mRNA amounts

Phase of collection MMP-1 MMP-3 MMP-10 MMP-8 MMP-7 TIMP-1 TIMP-2 TIMP-2
A
Proliferative >340 2600 280 >36 6 11 6 6
Early & midsecretory =>2800 5900 1800 =60 150 13 5 2.2
Late secretory >14000 14000 170 >43 11 7 2.4 1.7
B
Proliferative >28 220 15 =7 14 8 4 5
Early & midsecretory =510 840 360 >16 11 16 5 6
Late secretory =700 950 24 =9 5 3 2.5 5
C
Proliferative 0.082 0.082 0.055 0.21 O.EB 0.71 0.;)71 0.83
a a a a s NS
Early/midsecretory 0.19 0.14 0.20 0.28 0.53 1.0 1.1 2.9
Late secretory 0.049 0.070 0.14 0.22 0.45 0.48 1.0 2.8
Secretory (all) 0.13 0.11 0.18 0.25 0.50 0.83 1.1 2.9
a c c c c NS NS c

The table shows the geometric mean ratios of target relative mRNA amounts in paired samples. A, Explants cultured without addition of
ovarian steroids reported to noncultured samples. B, Explants cultured with the ovarian steroids reported to noncultured samples. C, Effects
of hormone addition: ratio between explants cultured with and without addition of ovarian steroids. As in Table 2, undetected mRNAs were
considered at the detection level and assigned the minimal relative amount (10~°) for the purpose of calculation; means including such values

are indicated by the > sign.
“ P < 0.001.
b P < 0.005.
“P < 0.05.

when we noted the systematic occurrence of large amounts
of MMP-8 mRNA. However, neutrophil MMP-8 is synthe-
sized during cell maturation in bone marrow and stored in
specific granules until release in inflammatory sites, where
neutrophils are not expected to contain large amounts of
MMP-8 mRNA (21). MMP-8 was more recently shown to be
also produced by mononuclear fibroblast-like cells, for ex-
ample articular chondrocytes and rheumatoid synovial
membrane fibroblasts in vivo (22, 23) and odontoblasts in
organ culture (24). The large increase in MMP-8 mRNA upon
culture of nonperimenstrual explants, where inflammatory
cells are barely detected, rather suggested a similar produc-
tion of MMP-8 by resident endometrial cells, such as stromal
fibroblasts. We therefore determined the cellular origin of
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Fic. 4. Effect of ovarian steroids on mRNA amounts. The figure
shows the geometric mean ratios of relative mRNAs amounts for
MMPs and TIMPs in explants cultured in the presence (+EP), com-
pared with the absence (—H), of added ovarian steroids. Explants are
from endometria sampled at all proliferative and secretory phases of
the evele. For the purpose of comparison, values are presented on a
logarithmic scale and ranked as in Fig. 2. Values for MMP-9 are
derived from Ref. 17, with new additional samples. *, P < 0.05; *#%,
P < 0.001.

MMP-8 mRNA by combining in sifu hybridization with im-
munolabeling for cell type markers in adjacent serial sections
(Fig. 5).

A strong signal for MMP-8 mRNA was found to colocalize
with stromal fibroblasts in menstrual endometria in vivo
(compare Fig. 5, A-C, with D-F) as well as in proliferative
explants cultured 24 h in the absence of hormones (compare
Fig. 5, N with O). Conversely, MMP-8 mRNA signal was
dramatically reduced, if not undetectable, in proliferative
endometria before culture (Fig. 5M) or after 24 h of explant
culture in the presence of the ovarian steroids (Fig. 5Q).
Leukocytes were present in all samples tested, in higher
proportions in menstrual endometria (Fig. 5, G-I) than in
nonperimenstrual endometria, before (not shown) or after
explant culture in the absence (Fig. 5P) or presence (Fig. 55)
of ovarian steroids. Although it cannot be ruled out that
neutrophils release MMP-8 in the menstruating endome-
trium, our in situ hybridization data clearly demonstrate that
stromal fibroblasts are the major cell type expressing MMP-8
mRNA in noncultured menstrual endometria as well as in
explants cultured in the absence of ovarian steroids. Fibro-
blast-derived MMP-8 is directly produced in situ, as a rapid
response to ovarian steroids withdrawal, exactly as the other
fibroblast-derived MMPs MMP-1 and MMP-3.

Discussion

During the reproductive life, human endometrium ex-
presses many MMPs and TIMPs, which are involved in the
menstrual and abnormal breakdown of the tissue (1-4, 25).
However, some MMPs are also variably expressed during
the nonmenstrual phases of the cycle (11, 15), at which time
their physiological role is less clear, although they are likely
to participate to several key features of the proliferative and
secretory phases, such as reepithelialization and tissue re-
generation, angiogenesis, and stromal decidualization. For
such roles, MMPs expression and activation could be more
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Fic. 5. Cellular origin of MMP-8 mRNA. Cellular localiza-
tion of MMP-8 mRNA in vivo and in explant culture. MMP-8
antisense (A—C, M, N, Q) or sense control (K) probes were
hybridized to serial sections of: a noncultured menstrual
endometrium (A-L), a noncultured proliferative endome-
trium (M), and a proliferative endometrium cultured for
24 h in the absence (N-P) or presence (Q—S) of estradiol and
progesterone. Immunolabeling for CD10 (fibroblasts, D-F,
0, R), CD45 (leukocytes, G-1, P, S), cytokeratin (epithelial
cells, J), CD68 (macrophages, L), or epitopes present in
immature melanosomes (negative control, not shown) was
performed in adjacent sections. B-C, E-F, and H-I show
progressive enlargements of areas in A, D, and G, respec-
tively. Notice that most cells expressing MMP-8 mRNA are
also labeled for CD10. Bars, 50 um.

limited in time and in space than at menstruation. In contrast,
TIMPs are expected to be largely expressed during nonmen-
strual phases to prevent inappropriate lysis of the tissue. In
particular, TIMP-3 is thought to limit invasion of the de-
cidualized mucosa by trophoblast at implantation (25). The
purpose of this study was to test whether a differential re-
sponse of MMPs and TIMPs to ovarian steroids in the cycling
human endometrium could explain their different time
course and expression levels. This hypothesis was investi-
gated by quantitative RT-PCR in a well-characterized col-
lection of human endometrial samples and in corresponding
explants cultured with or without addition of ovarian
steroids.

Our measurements in the noncultured samples are in ex-
cellentagreement with reported expression patterns (Refs. 11
and 15, and reviewed in Ref. 4) and nicely correlate with
those observed for MMP-1, MMP-3, and MMP-7 mRNAs
upon withdrawal of a progesterone-releasing implant in
ovariectomized monkeys (26). Moreover, these results pro-
vide new important information on the cyclic variations of

148

J Clin Endocrinol Metab, October 2005, 90(10):5848 5857 5855

4

these genes. The precise timing of samples along the men-
strual cycle led to the discrimination between abrupt (within
1 or 2 d) and progressive changes in mRNA expression. The
use of a highly sensitive technique with a large dynamic
range evidenced the striking contrast between weakly
(TIMPs) and strongly inhibited genes (MMP-1, MMP-3, and
MMP-10). High levels of TIMPs mRNAs, maintained
throughout the cycle and steadily increasing during the se-
cretory phase, suggest that the corresponding proteins were
abundantly produced before menses but overwhelmed by
MMPs at menstruation. Moreover, high levels of TIMP-3
during the implantation window are in support of its pro-
posed key role at this early stage of embryonic development
(27, 28). Conversely, the physiological relevance of the very
low mRNA amounts of most MMPs detected in nonperi-
menstrual endometrial extracts remains to be clarified. For
example, MMP-1 and MMP-3 mRNAs were previously de-
tected by in situ hybridization in a minority (about 1 of 4) of
proliferative endometria (11). The absence of detection in the
other samples could result from the lower sensitivity of in situ



Chapitre VII : Publications

5856 J Clin Endocrinol Metab, October 2005, 90(10):5848-5857

hybridization, compared with RT-PCR, or indicate the exis-
tence of MMP-expressing cell foci outside the analyzed
fields.

The distinctive behavior of MMP-10 and MMP-7 deserves
comment. Very high values for MMP-10 mRNA in late se-
cretory samples, to further increase as a menstrual peak,
agree with an in situ hybridization study showing the oc-
currence of MMP-10 mRNA in stromal foci of late secretory
endometria and throughout the stroma at menstruation (11).
MMP-10 therefore appears as a special case of menstruation-
associated MMP, with steadily increasing expression
throughout the secretory phase, to reach particularly high
levels at menses. Finally, we confirm that MMP-7 mRNA is
still expressed at high levels during the early proliferative
phase (almost as abundant as during menses) and does not
decrease as much as MMP-1 and MMP-3 mRNAs during the
secretory phase (15, 29, 30).

We feel that the comparison between quantitative changes
in expression profiles in vivo and in cultured explants from
the same samples upon hormone addition or withdrawal is
a major contribution of this study. Comparison of Figs. 2 and
4 shows that the relative extent of changes between the var-
ious mRINAs identified in the cycling human endometrium
in vive matched that resulting from the presence or absence
of ovarian steroids in the cultured explants, especially pro-
liferative ones. Although the control by ovarian steroids in
explants was quantitatively less effective than in vivo, a par-
allel was evident, suggesting that the differential hormone
control on MMPs and TIMPs is directly modulated through
gene-specific coactivators and /or corepressors and does not
depend on other circulatory factors or on extended priming
by ovarian steroids.

However, there were differences in the hormonal control
of TIMP-3 mRNA, compared with the other mRNAs, be-
tween proliferative and late secretory endometria. Because
both phases are characterized by low concentrations of pro-
gesterone, this suggests the involvement of phase-specific
factors that could locally regulate gene expression in endo-
metria primed by estradiol and progesterone, by analogy to
other decidualization markers such as prolactin and IGF
binding protein-1. Increased TIMP-3 expression was previ-
ously observed as a result of progesterone-induced in vitro
decidualization of human endometrial stromal cells (31).
This predicts important differences between two compari-
sons in the endometrial explants: proliferative endometria
cultured for 24 h in the presence of high concentrations of
progesterone combined with estradiol are subject to abrupt
hormonal addition and would lack secretory phase-specific
factors that require prolonged priming by progesterone; con-
versely, secretory explants cultured in the absence of ovarian
steroids are subject to severe hormone withdrawal but could
still retain endogenous hormones and/or express the secre-
tory phase-specific factors. Differences in MMP production
by endometrial stromal cells on ovarian steroids addition or
withdrawal have been previously reported (32, 33).

The similarity in hormone response within each of the four
groups: 1) MMP-1, MMP-3, and MMP-10; 2) MMP-9 and
MMP-7; 3) TIMP-1 and TIMP-2 vs. (4) TIMP-3 pointed to
common transcriptional controls. We tested this possibility in
silico by using the Genomatix GEMS launcher software tool,
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to compare the proximal promoters (—500 to +100 base
pairs) of MMPs and TIMPs genes included in this study
(settings by default: core matrix similarity 0.75, optimized
matrix similarity, and transcription factors sites common to
90% of the input sequences). This in silico analysis revealed
that, besides the presence of a TATA-box, genes encoding
MMP-1, MMP-3, MMP-10, MMP-8, and MMP-7 contain sev-
eral common binding sequences, including activator protein
1 (AP-1), CCAAT /enhancer-binding protein (CEBP) and E26
transformation specific (Ets) transcription factors. These se-
quences are, however, organized in a different order in the
promoters of MMP-1, MMP-3, and MMP-10, as compared
with those of MMP-8 and MMP-7, thereby opening the pos-
sibility for a differential tuning between these genes. In con-
trast, genes encoding MMP-9 and TIMP-3 contain no con-
sensus TATA-box and none or few of the above-mentioned
binding sequences.

Of note, no progesterone receptor consensus sequence
seems to be present in any of the genes studied. This is
entirely consistent with the recent report that suppression by
progesterone of genes containing AP-1 binding sequences
occurs through indirect inhibitory interaction with Jun and
Fos (34). In support of this hypothesis, significant proges-
terone inhibition in proliferative explants was found in all
genes containing AP-1 binding site(s) (all tested genes except
TIMP-3). The TIMP-3 promoter contains several binding sites
forSp1and nuclear factor 1 (NF1) (35), which factors mediate
progesterone receptor A-induced activation of ADAMTS-1
promoter (36)

In conclusion, the comparison of the effects of the ovarian
steroids on MMPs and TIMPs mRNAs in cultured explants
with corresponding in vive variations confirms that these
hormones are powerful quantitative brakes and reveals their
need to act in concert with additional gene-specific and/or
phase-specific local factors. This network prevents a general
proteolytic activity but allows a local ECM remodeling in
nonmenstrual tissues and ensures adequate sequential pro-
duction of the multiple partners involved in massive men-
strual tissue breakdown. Local factors can operate as inhib-
itors amplifying the response to ovarian steroids, or as
inducers turned on upon ovarian steroids withdrawal. These
two hypotheses are not mutually exclusive, and multiple
regulatory pathways must coexist, for example to account for
the maintenance of high expression of MMP-7 during the
proliferative phase.
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B RESUME

Les métalloprotéases matri-
cielles (MMPs) sont des
enzymes-clés impliquées dans
la dégradation de la matrice
extracellulaire de 1’endometre
menant a I'élimination de la
couche fonctionnelle lors des
menstruations. L’activité de ces
puissantes enzymes est étroite-
ment régulée a différents
niveaux durant tout le cycle
menstruel. Bien qu'un controle
global par les stéroides ova-
riens s’exerce sur I'expression
des ARNm des MMPs, aussi
bien in vivo qu’en culture d’ex-
plant, celles-ci répondent de
manicre variable, suggérant
I'intervention de modulateurs
additionnels. dont des cyto-
kines tels que I'lL-1a, Lefty-A
et les TGF-f3s. Les MMPs étant
produites sous forme latente,
leur activation constitue un

deuxieéme niveau de régulation.
L’activité des MMPs est égale-
ment controlée par des inhibi-
teurs tissulaires spécifiques, les
TIMPs. Enfin, la concentration
de I"activité a la membrane cel-
lulaire suite a la liaison a des
récepteurs  spéciliques ainsi
que la dégradation lysosomiale
apreés endocytose constituent
des degrés de régulation sup-
plémentaires récemment mis
en ¢évidence. Cette revue
détaille les différents niveaux
de controle de Dactivité des
MMPs. La compréhension de
ces mécanismes permettra de
micux cibler les traitements des
saignements dysfonctionnels,
un probléme majeur en gyné-
cologie.

B SUMMARY

The matrix metalloproteinases
(MMPs) are key enzymes invol-
ved in extracellular matrix

these powerful enzymes is tight-
ly regulated at several levels
throughout the menstrual cycle.
Although the expression of
MMPs mRNA is globally
controlled by ovarian steroids,
not only in vive but also in
explant culture, their variable
response suggests the implica-
tion of additional modulators,
e.g. cytokines such as IL-la,
Lefty-A and the TGF-ps. Since
the MMPs are produced as
latent enzymes, a second level
of regulation appears to be their
activation. The MMPs activity
is also controlled by specific
inhibitors, named TIMPs.
Finally, the binding of MMPs to
specific receptors that focuses
their activity at the cellular
membrane and also their lyso-
somal degradation after endocy-
tosis are additional levels of
regulation that have just emer-
ged. This review focuses on the
different levels of control of
MMPs activity. The unravelling
of these mechanisms will allow
to propose more rational treat-
ments for dysfunctional blee-
ding, a major problem in gynae-
cology.

B MOTS-CLES

Meétalloprotéases matricielles
Cytokines
Endometre
Régulation
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Matrix metalloproteinases
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Endometrium

Regulation

breakdown leading to the mens-
trual shedding of the endome-
trial functionalis. The activity of
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Régulation de Iactivité des métalloprotéases matricielles dans I'endomeétre humain

Les métalloprotéases matri-
cielles (MMPs) sont une famille
d’enzymes comprenant plus d’une
vingtaine de membres qui se
caractérisent par une structure
générale similaire (Figure 1). Ces
enzymes sont capables de dégra-

Les MMPs sont produites sous
forme latente, un propeptide mas-
quant le site actif du domaine cata-
lytique. Le clivage du propeptide
dégage le site actif et permet a la
MMP de dégrader ses substrats.
Toutefois, I'a,-macroglobuline et

der pratiquement tous les consti- | les inhibiteurs
tuants de la matrice extracellulai-
re. En outre, elles régulent la
prolifération et la différenciation
cellulaires et tissulaires en libérant | est
ou activant des cytokines et fac-
teurs de croissance trappés dans la
matrice  extracellulaire  (effet
matricrine) ou exposés a la mem-
brane plasmique des cellules (effet
autocrine ou paracrine) [18].

donc régulée

tissulaires de
MMPs (TIMPs) se lient au domai-
ne catalytique et empéchent cette
dégradation. L'activité des MMPs
a plusieurs
niveaux (Figure 2): outre les
étapes de contrdle qui concernent
I’expression des ARN messagers
et des protéines, |'activation des
formes latentes et la production
d’inhibiteurs, des régulations addi-

Figure 1 : Structure générale des métalloprotéases matricielles.

Les MMPs sont des protéines qui partagent une organisation structi-
rale similaire : aprés un peptide signal a leur extrémité N-terminale,
responsable de la sécrétion de la protéine, un propeptide recouvre
partiellement le domaine catalytique qui lui fait suite, masquant le
site actif (schématisé par un triangle vert dans lequel se trouve ['ion
Zn?+ responsable de leur dénomination) et empéchant de ce fait l'ac-
tivité enzymatique. L'acces du substrat au site actif est rendu possible
lorsque le propeptide est écarté du domaine catalytique par des
agents chaotropes ou des deérivés oxygenés produits lors d'inflamma-
tion, ou est clivé par des enzymes. Les gélatinases possédent des
domaines additionnels au sein du domaine catalytique. Hormis les
matrilysines (MMP-7 et -26), les MMPs possedent a leur extrémité C-
terminale 4 domaines similaires a I'hémopexine qui interviennent
dans la reconnaissance du substrat. Ces domaines sont connectés au
domaine catalytique par une région charniéere. En outre, les MMPs de
type membranaire sont accrochées a la membrane plasmique soit par
un domaine transmembranaire auquel fait suite un domaine cytoso-
lique, soit par une ancre glycosyl-phosphatidylinositol.

peptide
signal

% domaine

- hémopexine
région

charniére p/ \Q

prodomaine

domaine domaine )
catalytique <+— transmembranaire et
cytosolique

COOH  (certaines MT-MMPs)
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récemment
mises en évidence. En effet, 1'acti-
vité des MMPs peut aussi &tre
concentrée a la surface cellulaire
suite a leur liaison a la membrane
plasmique ou elle peut €tre abolie
par leur dégradation lysosomiale
apres endocytose.

L'endometre humain est un
tissu qui exprime de nombreuses
MMPs [10, 14, 23] parmi les-
quelles la collagénase-1 (MMP-
1), les gélatinases A et B (MMP-
2 et -9), les stromélysines-1, -2 et
-3 (MMPs-3, -10 et -11), les
matrilysines-1 et -2 (MMPs-7 et -
26), et des MMPs accrochées a la
membrane cellulaire, dites de
type membranaire (MT-MMP)
dont la MT1-MMP (MMP-14).
Les MMPs sont impliquées dans
la dégradation de la matrice
extracellulaire de I'endomeétre au
cours de la menstruation, comme
cela a pu &tre montré dans des
cultures d’explants [16]. La plu-
part des MMPs ont été décrites
comme exprimées essentielle-

tionnelles ont été

ment, voire exclusivement, au
cours de la phase menstruelle du
cycle, avec toutefois la notable
exception de la MMP-26 dont
["expression est maximale en
période péri-ovulatoire [9. 20]. In
vitro, la progestérone réprime
["expression et/ou "activité de la
plupart des MMPs endométriales
[11, 15]. Toutefois, les mémes
MMPs sont exprimées et activées
lors de saignements endomé-
triaux dysfonctionnels, qui para-
doxalement surviennent souvent
sous traitement progestatif [7, 8,
17]. Nous avons deés lors tenté de
mieux comprendre les
nismes par lesquels la progesté-
rone régule 'activité des MMPs.

méca-
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Figure 2 : Différents niveaux de régulation de I'activité des métallo-
protéases matricielles.

L'activité des MMPs est controlée au niveau (1) de leur expression,
notamment par des hormones stéroides et des cytokines ; (2) de leur
activation, réalisée par clivage du propeptide par différentes pro-
téases dont des MMPs ; (3) de leur liaison a la membrane plasmique
qui permet de concentrer les MMPs a la surface cellulaire ; (4) de
leur inhibition par I’ ay-macroglobuline et les inhibiteurs tissulaires

de MMPs (TIMPs, schématisés en bleu au-dessus du site actif); et
(5) de leur endocytose suivie de dégradation lysosomiale.
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B REGULATION menstruel. Si la comparaison entre

DE L’EXPRESSION

DES MMPS )

DANS L’ENDOMETRE
AU COURS DU CYCLE
ET DANS DES EXPLANTS
EN CULTURE

A cette fin, le niveau d’expres-
sion de I'ARNm de plusieurs MMPs
a &t déterminé dans une cinquantai-
ne d’endometres préleves aux diffé-
rentes phases du cycle menstruel,
par réaction en chaine a la polymé-
rase en temps réel aprés transcrip-
tion inverse (RT-PCR quantitative)
[5, 26]. Cette technique trés sensible
permet de quantifier 1'abondance
relative d’un ARNm par rapport a un
ARNm de référence, en
I’occurrence celui de la p-actine qui
ne varie guere au cours du cycle

Reproduction Humaine et Hormeones, 20006, volume XIX, n® 5

ARNm de différents génes peut étre
sujette a caution parce que dépen-
dant de conditions d’amplification
qui peuvent varier, la RT-PCR quan-
titative permet en tout cas de déter-
miner avec précision la variation
d’expression d’'un méme géne au
cours du cycle menstruel. Les profils
d’expression obtenus se distinguent
par leur rapidité, leur amplitude et
leur moment d’apparition au cours
du cycle (Figure 3). Ainsi. les
MMPs-1, -3, -8 et -10 sont expri-
mées en début de phase sécrétoire a
des taux 1 000 fois moindres qu’en
phase périmenstruelle, alors que les
ARNm des MMPs-7 et -9 ne sont
qu’une cinquantaine de fois moins
abondants. Par ailleurs, ['augmenta-
tion d’expression des MMPs est
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abrupte lors de la transition entre
phase sécrétoire et phase menstruel-
le. sauf pour la MMP-10, et dans
une moindre mesure la MMP-3,
dont [’expression augmente de
maniére progressive au cours de la
phase sccrétoire. Enfin, les taux
d’ARNm diminuent brutalement
lors de la transition entre phase
menstruelle et phase proliférative,
sauf pour la MMP-7 dont Iexpres-
sion s’amoindrit trés progressive-
ment tout au long de la phase proli-
férative. Bien que globalement
effondrée par rapport a la phase
menstruelle, 1’abondance relative
d’ARNm des autres MMPs est trées
variable d’un endométre prolifératif
a 'autre indiquant que I'inhibition
d’expression est moins forte en
phase proliférative qu’en phase
sécrétoire, en accord avec un role
prépondérant de la progestérone
dans cette inhibition.

Ces observations sont repro-
duites in vitro, puisque 1’associa-
tion d’cestradiol et de progestérone
réprime 'expression des MMPs
dans des explants endométriaux
mais & un niveau différent d’'un
gene a autre et en fonction de la
phase du cycle au cours de laquelle
le tissu a été prélevé [26]. De
maniére remarquable, le profil de
répression par les stéroides ova-
riens dans les explants est superpo-
sable a celui observé in vivo entre
le début de phase sécrétoire et la
phase menstruelle, méme si 1'am-
plitude de I'inhibition est nettement
moindre. Ces résultats démontrent
clairement que les MMPs répon-
dent de maniere variable au contro-
le hormonal, a la
répression progestative, ce qui

notamment

implique I'intervention de modula-
teurs supplémentaires, spécifiques
de chaque géne et/ou de la phase du
cycle.
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cycle menstruel.

Sécrétoire
10%2

Figure 3 : Représentation schématique des profils d’expression de

UARNm de MMPs et de TIMPs dans lendometre humain au cours du
Les ARNm des différents MMPs et TIMPs indiqués ont été quantifiés par

RT-PCR en temps réel et normalisés par 'ARNm de la f-actine. Les
rapports sont présentés sur une échelle logarithmique (adapté de [26]).
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B EXPRESSION
DE LA COLLAGENASE-2
(MMP-8) .

DANS LENDOMETRE

De maniére inattendue, ces
investigations ont révélé une aug-
mentation considérable de ['ex-
pression de I’ARNm de la collagé-
nase-2 (ou collagénase de
neutrophile, MMP-8), non seule-
ment au cours de la menstruation
mais méme dans des explants
d’endometre cultivés en ['absence
de stéroides ovariens [26]. La
MMP-§8 a longtemps ¢té considé-
rée comme provenant exclusive-
ment de polynucléaires neutro-
philes. Exprimée lors de la
maturation de ces leucocytes dans
la m?lle osseuse, la MMP-8 est
stockée dans leurs granules spéci-
fiques dont elle est relarguée lors
de leur arrivée sur les sites inflam-
matoires. Les neutrophiles sont
abondants dans I’endomeétre mens-

truel et peuvent donc étre la sour-
ce de quantités importantes de
MMP-8. Bien que 'activité trans-
criptionnelle  des neutrophiles
puisse étre réenclenchée sur les
sites  inflammatoires [19], 1l
semble toutefois improbable que
ce phénomene soit a lui seul res-
ponsable de I’augmentation spec-
taculaire de ’ARNm de MMP-8
en phase menstruelle, et il ne peut
en lout cas pas en rendre compte
dans les explants prélevés en
dehors de cette phase. Nous avons
donc tenté d’identifier les cellules
exprimant la MMP-8 par hybrida-
tion in situ a 1'aide d’oligonucléo-
tides marqués a leur extrémité 3°.
Cet examen a révélé la présence de
I’ARNm de la MMP-8 dans les
cellules stromales d’endometre
menstruel et d’explants cultivés
sans stéroides ovariens (Figure 4).
Le type cellulaire a pu étre identi-
fi¢ en démontrant sur des coupes
sériées que les cellules exprimant
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la MMP-8 sont reconnues par
["anticorps anti-CD10, un mar-
queur des cellules stromales, mais
pas par I'anticorps anti-CD45, un
marqueur des leucocytes, ni par
["anticorps anti-CD68, un mar-
queur de macrophages. Les
mémes cellules stromales de
I’endometre expriment donc deux
collagénases distinctes, les MMP-
I et -8, dont les ARNm sont préfé-
rentiellement détectés dans les
cellules bordant les glandes
(Figure 4), suggérant |'interven-
tion de facteurs paracrines d’origi-
ne épithéliale dans I'induction de

ces MMPs [13].

B CYTOKINES
IMPLIQUEES
DANS LA REGULATION
DES METALLOPROTEASES
MATRICIELLES :
IL-1a, LEFTY-A ET TGFB

De fait, des expériences de co-
culture montrent que les cellules
épithéliales endométriales libérent
de Ilinterleukine-lae (IL-la) qui
induit I'expression de MMP-1 par
les cellules stromales [24]. Cetle
observation suggére un réle impor-
tant de I'IL- 1o dans "induction des
MMPs menstruelles. Toutefois, il
reste a comprendre comment cette
protéine dépourvue de peptide
signal parvient a quitter les cellules
¢pithéliales  pour stimuler les
cellules stromales avoisinantes.

Lefty-A est une autre cytokine
impliquée dans [’'induction des
MMPs. En effet, cette protéine de la
superfamille des facteurs de crois-
sance transformant (TGF)-p voit
son niveau d’ARNm augmenter de
maniére spectaculaire en fin de
cycle menstruel, dans les jours qui
précedent l'induction des MMPs
menstruelles (Figure 35) [4, 5]. Cette
induction est probablement due a la

Reproduction Humaine et Hormones, 2006, volume XIX, n° 5
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Figure 4: ldentification des cellules exprimant la MMP-8 et le TIMP-3
dans l'endomeétre humain menstruel et dans des explants cultives avec
ou sans stéroides ovariens.

Des sections sériées d’endometre menstruel (A-F) et d’explants pro-
venant d’un endometre proliféeratif (G-J) ont été hybridées avec des
oligonucléotides complémentaires de 'ARNm de la MMP-§ (A, G, I)
ou du TIMP-3 (H, J). Une section sériée de l'endometre menstruel a
été hybridee avec des oligonucléotides identiques a la séquence de
I'ARNm de la MMP-8, comme controle négatif (B). Les autres sec-
tions ont été incubées avec des anticorps reconnaissant spécifigiie-
ment le CDI0, un marqueur des cellules stromales de ['endometre
(C), le CD45, un marqueur des leucocytes (D), la cytokératine 19, un
marqueur des cellules épithéliales (E), ou le CD6S, un marqueur des
macrophages (F). Les explants ont été cultives pendant 24 h sans
addition de stéroides ovariens (G-H) ou en présence d’wstradiol et de
progestérone (I-J). Notez que les cellules exprimant ['ARNm de la
MMP-8 sont marquées par 'anticorps anti-CDI10, et le contraste
dans Uexpression de la MMP-8 et du TIMP-3 par des explants d’en-
dometre en réponse a la stimulation wstro-progestative. Chaque
barre correspond a 50 pm.
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chute de la concentration sérique de
progestérone puisque cette derniere
inhibe I'expression de Lefty-A dans
des explants alors que ['eestradiol
est sans effet. De plus, Lefty-A sti-
mule la production de MMP-3, -7 et
-9 par des explants et cet effet est
bloqué par la combinaison
d’cestradiol et de progestérone.

Le TGF-f par contre, pourtant
membre de la méme superfamille,
agit comme intermédiaire de la
progestérone pour inhiber 1'ex-
pression des MMPs, en particulier
de la MMP-7 produite par les cel-
lules épithéliales et de la MMP-3
produite par les cellules stromales
[1, 2]. Le TGF-f} existe sous trois
isoformes, les TGF-f 1. -p2 et 33,
codées par des génes distincts
mais agissant de maniére similaire
en se fixant au récepteur des TGF-{3s
de type II. Ce dernier recrute le
récepteur de type I et phosphoryle
son domaine kinase, ce qui induit
ensuite une signalisation intracel-
lulaire par phosphorylation de pro-
t¢ines Smads. Les TGF-Bs sont
sécrétés sous forme de précurseurs
latents qui se fixent a des consti-
tuants de la matrice extracellulaire
ou a des intégrines [25]. Ils doi-
vent ¢tre libérés de cet accrochage
et activés pour pouvoir exercer
leur effet.

En principe, chacune des trois
isoformes de TGF-f} est suscep-
tible de jouer le role d’interme-
diaire pour transmettre I’effet inhi-
biteur de la progestérone.
Intuitivement, on pourrait suppo-
ser que la progestérone stimule
I’expression de cette isoforme. Or,
la régulation de I'expression de
I’ARNm des TGF-f}s dans I"endo-
metre a déja fait I'objet de nom-
breuses études, mais les résultats
publiés sont soit discordants, soit
obtenus a 1'aide de méthodes peu
quantitatives. Nous avons donc
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cours du cycle menstruel.

Figure 5 : Représentation schématique des profils d’expression de
I’ARNm de Lefty-A et de la MMP-9 dans [’endometre humain au

Les ARNm de Lefty-A et de la MMP-9 ont été quantifies par RT-PCR
en temps réel et narmalisés par UARNm de la ,-actine. Les rapports
sont présentés sur une échelle logarithmique. Remarquez le décalage
temporel entre I'augmentation d’expression de ’ARNm de la cytoki-

ne et celui de la MMP (adapté de [5]).
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investigué par RT-PCR quantitati-
ve l'expression de I"ARNm des
isoformes de TGF-p et de leur
récepteur de type I au cours du
cycle menstruel et exploré leur
régulation par les stéroides ova-
riens en culture d’explants. Alors
que I'expression des TGF-p1, -f3
et de leur récepteur de type I ne
varie guére au cours du cycle, bien
qu’augmentant
phase menstruelle, celle du TGF-2
s’accroit fortement en milicu et fin

légérement en

de phase sécrétoire et lors de la
menstruation. Si "augmentation
des taux d’ARNm de TGF-p2
lorsque la concentration de pro-
gestérone est maximale peut sug-
gérer que cette cytokine joue un
role de médiateur de ’effet inhibi-
teur de la progestérone, la persis-
tance de taux é€levés lorsque la
concentration de progestérone
chute en fin de phase sécrétoire et

lors de la phase menstruelle est
plus difficilement compatible avec
cette fonction. De plus, en culture
d’explants, la progestérone inhibe
particllement son expression au
lieu de la stimuler, alors que cette
expression est largement accrue
dans les explants cultivés sans sté-
roides ovariens. La progestérone,
seule ou combinée a |'cestradiol,
inhibe aussi I’expression du TGF-33
qui n’est pas stimulée en 'absence
des stéroides contrairement a celle
du TGF-p2. Entin, la progestérone
ct I'cestradiol ont peu d’effet sur le
TGF-p1 et le récepteur de type 1.
Ces résultats indiquent donc ici
aussi une régulation différentielle
de ces génes par la progestérone,
et 'implication de facteurs addi-
tionnels responsables de 1'aug-
mentation d’expression du TGF-32
en phase sécrétoire. Par ailleurs, des
mécanismes alternatifs régulant la
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biodisponibilité des TGF-fs en les
libérant de la matrice extracellulai-
re et/ou en les activant pourraient
aussi intervenir pour rendre comp-
te de leur effet inhibiteur sur I'ex-
pression des MMPs.

B ’ACTIVITE
DE LA MMP-9
EST ESSENTIELLEMENT
CONTROLEE
AU NIVEAU
DE SON ACTIVATION

Les MMPs étant produites sous
forme latente, leur activation est
un autre niveau possible de régula-
tion de leur activité. La
gélatinase B (MMP-9) en est un
excellent exemple dans l'endo-
metre. En effet, ['expression de
cette MMP est moins bien inhibée
que celle d’autres MMPs au cours
des phases proliférative et sécré-
toire du cycle par comparaison
avec la menstruelle
(Figure 3) [5]. De plus, 'associa-
tion d’cestradiol et de progestérone
inhibe moins ['expression de cet
ARNm que celle d’autres MMPs
dans des explants en culture.
Pourtant, les examens immunohis-
tochimiques montrent que la
MMP-9 est particuliérement abon-
dante dans des foyers de cellules

phase

stromales pendant la phase mens-
truelle, alors qu’elle est détectée
sans variation cyclique dans les
autres types cellulaires. De méme,
clle est synthétisée préférentielle-
ment par les cellules stromales
dans les explants cultivés sans sté-
roides ovariens, mais non dans
ceux cultivés en présence d’cestra-
diol et de progestérone. Cette
observation a été effectuée en
cultivant les explants en présence
de monensine, un ionophore qui
empéche la sécrétion des protéines
et entraine donc |'accumulation
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des protéines synthétisées dans
I’appareil de Golgi. L’expression
de la MMP-9 pourrait étre nette-
ment mieux contrdlée par la pro-
gestérone dans les cellules stro-
males que dans les autres types
cellulaires, modulant donc 1'im-
pression de faible régulation
déduite des résultats obtenus par
analyse globale du tissu.
Quoiqu’il en soit, la MMP-9
est présente dans le tissu endomé-
trial tout au long du cycle mens-
truel mais uniquement sous forme
latente [3, 22]. Par contre, la forme
active de MMP-9 n’est décelée
que lors de la menstruation indi-
quant que I'étape d’activation est
critique dans le controle de 1"acti-
vité de cette protéase dans I'endo-
metre. En culture d’explants, la
progestérone empéche I"activation
de la proMMP-9 [14]. L utilisation
d’inhibiteurs et d’anticorps blo-
quant spécifiques a permis de
démontrer que ['activation de la
proMMP-9 dans les explants culti-
vés sans progestérone est due a la
stromélysine-1 (MMP-3), dont
I’expression et Iactivité sont dras-
tiquement inhibées par la proges-
térone [26]. Il existe donc une cas-
cade amplificatrice menant a la
production de MMP-9 active via
I’expression de MMP-3, sous le
controle strict de la progestérone.

B LES TIMPS
CONTROLENT
L’ACTIVITE DES MMPS

A quelques rares exceptions
pres, les TIMPs sont capables
d’inhiber I'activité de toutes les
MMPs. Nous avons analysé le
profil d’expression des TIMPs-1,
-2 et -3 au cours du cycle mens-
truel (Figure 3). Les ARNm des
TIMPs-1 et -2 culminent lors de
la menstruation, ou 1ils sont
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environ 10 fois plus abondants
qu’en début de phase sécrétoire,
tandis que I’ARNm du TIMP-3
est a son niveau maximal en fin
de phase sécrétoire ou il est une
vingtaine de fois plus abondant
qu’en début de phase sécrétoire,
puis décroit lors de la menstrua-
tion. Le profil d’expression du
TIMP-4 est toutefois différent et
ressemble a celui de la matrilysi-
ne-2 (MMP-26), culminant en
milieu de cycle [21]. Au total,
I"expression des TIMPs-1, -2 et -
3 est donc beaucoup plus stable
que celle des MMPs au cours du
cycle menstruel. Ces profils
d’expression suggérent que les
TIMPs sont produits en abon-
dance tout au long du cycle pour
inhiber toute activit¢ MMP
intempestive lors des phases pro-
liférative et sécrétoire, mais
qu’ils sont débordés par 1'aug-
mentation rapide et majeure
d’expression des MMPs lors de
la menstruation, d’autant plus
que 'expression des MMPs est
initialement focale. Le méme
phénomene de débordement peut
expliquer la dégradation de la
matrice extracellulaire qui sur-
vient lors d’épisodes de saigne-
ment dysfonctionnel, phénomene
facilité par la diminution d’ex-
pression du TIMP-1 concomitan-
te a ’augmentation focale d’ex-
pression des MMPs [8].

En culture d’explants, I'cestra-
diol et la progestérone influencent
peu I'expression des TIMPs, mais
néanmoins de maniére variable en
fonction des phases du cycle : s’ils
inhibent légérement ['expression
des TIMPs-1 et -2 dans les
explants prolifératifs, ils sont sans
effet sur les explants sécrétoires ;
par contre, ils stimulent légére-
ment [’expression du TIMP-3,
mais uniquement dans les explants
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sécrétoires. Les expériences d hy-
bridation in  situ  montrent
d’ailleurs que, contrairement a
celui de la MMP-8, TARNm du
TIMP-3 est détecté de manicre
trés abondante dans des explants
cultivés en présence des stéroides
ovariens (Figure 4). De nouveau,
ces résultats impliquent I’ interven-
tion de co-facteurs spécifiques des
génes et des phases du cycle dans
la régulation de I'expression des
TIMPs.

W LIAISON
A LA MEMBRANE
CELLULAIRE
ET ENDOCYTOSE
DES MMPS

Deux autres niveaux de régu-
lation de l'activit¢ des MMPs
ont été récemment identifiés.
D’une part, les MMPs peuvent
se lier a des récepteurs sur la
membrane plasmique des cel-
lules et étre ainsi concentrées a
des sites ou leur activité est
accrue [12]. Nos résultats préli-
minaires montrent qu’il en est de
méme pour la MMP-7 a la surfa-
ce des cellules épithéliales de
I’endometre. D autre part, cer-
taines MMPs, en particulier la
MMP-2, sont endocytées par le
récepteur LRP (low density lipo-
protein receptor-related protein)
puis dégradées dans les lyso-
somes. Ce mécanisme, démontré
pour le complexe MMP-
2¢TIMP-2 dans des fibroblastes
tumoraux [6], pourrait étre d’une
importance majeure dans le
contréle de "activité des MMPs
dans I’endometre comme il I'est
pour assurer [’épuration du
complexe uPA-PAIl (activateur
du plasminogéne de type uroki-
nase — inhibiteur de type 1 des
activateurs du plasminogeéne) [3].
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B CONCLUSION

L’activité¢ des MMPs endomé-
triales est donc sous le controle
global de la progestérone, mais
elle est régulée a plusieurs niveaux
depuis I’expression des protéases
et leur activation jusqu'a leur
endocytose et leur dégradation
lysosomiale, éventuellement sous
forme d’un complexe avec leurs
inhibiteurs, les TIMPs, en passant
par leur concentration a la mem-
brane plasmique de cellules et
I'inhibition de leur site actif par les
TIMPs. Une meilleure compré-
hension des mécanismes molécu-
laires impliqués a chacune de ces
étapes, notamment des interac-
tions entre récepteur des stéroides
ovariens et voie de signalisation
des cytokines ou autres agents
modulateurs dans la régulation de
I’expression des MMPs, est requi-
se pour tenter de comprendre com-
ment une répression aussi stricte
de I'activité des MMPs par la pro-
gestérone peut étre perdue lors de
Iapparition de saignements dys-
fonctionnels. ®
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Annexes

Séquences des ADNCc des génes étudiés :

- B-actine
- IL-1a

- IL-1pB

- lI-1Ra

- MMP-1
- MMP-8

Dans ces séquences sont mis en évidence :
- les exons de couleurs alternées noire et bleue

- Les codons start et stop de traduction

- les amorces sens et antisens pour PCR en temps réel

- les sondes pour hybridation in situ
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cccagcacce
tctcgetcett
cggcgaagcc
ttttatggcet
accgccgaga
gt ccacaccc

caaggcggcc
ttttttttte
ggt gagt gac
cgagcggcecg
ccgegt cege
gccgccaggt

tcgceegt ge
cgccgt gggg
gt t cggaggc
gggcaaccgg
cgcggegt ag
cctttgggeg
act caaggcg
cgaaggcggg
cctgcccgag
ctgtttgaac
tcctgecgeg
ccggeccgge
act cggcgceg
ttctcgcagce
at gt gcaagg
gggcgeecca
gacgaggccc
gt caccaact
gt ggct cceg
cgcgagaaga
tacgttgcta
at ggact ccg
catgccatcc
ct caccgagc
aacgagaagc
agctcctccc
gagcggttcc
ctaccttcaa
cagtgctgtc
t cact gccct
actccgtgtg
t cagcaagca

agagccgecg
ggcgcgggag
gcgaggccgce
cggggtcttt
ccececcgecag
ct aact gcgt
ctaatt gcgg
ct cggt cgga
ccgecggecg
cgggcggagg
cgccgegggyg
ttcctttatc
ccggaagt gg
t caccat gga
ccggcettcge

ggcaccaggg

B-actine

aacgccaaaa
gcaaaaggag
€ggcgcgggg
cggcggegec
cccgcgagcea
aagcccggcec
tctgggccgce
aagcccctgg
gct cggcagg
gt ct gagccg
gcceggt ggg
gcgcgeeggg
ctgcgttctg
aggggt gggg
cccgagggtg
cggggcet gge
acgcctccga
cccaatcgtg
ccagggcggg
tgatgatatc
gggcgacgat
cgtgatggtg

acagcaagag
gggacgacat
aggagcaccc
t gacccaggt
t ccaggct gt
gt gacggggt
tgcgtct gga
gcggct acag
t gt gct acgt
t ggagaagag
gctgccctga
ctccatcatg
t ggcggcacc
ggcacccagc
gat cggcggc
ggact at gac

aggcat cctc
ggacaaaat c
cgtgctgetg
gagt ggcctc
gctatccctg
cacccacact
cct ggct gge
cttcaccacc
cgccct ggac
ctacgagctg
ggcactcttc
aagt gt gacg
accat gt acc
acaat gaaga
tccatcct gg
gagt ccggcec

ctctcectce
gggagagggg
ccaat cgcgt
ct at aaaacc
cagagcct cg

tcctcttcct
gt aaaaaaat
gcgcegttcc
caccggcgceg
cctttgecga

caat nct cgc
gct gcact gt
gaaagt t gcc
acgcgccacc
tccgecgecce

agccgaccgg
agcggggggce
gcct ccggag
cgcgct ccgg
ggctcttgee
ggct ggggeg
aatt ggcgcet
gggcccgggg
t cgcecgeggce
t ggccgcet ge
gceceggt t gg
ccagtgtttg
cgcgcgecegg
ggcgacttcg
gccgegcet cg
gcceceecggg
ggcat gggt ¢
accct gaagt
t ggcaccaca
accgaggccc
atgtttgaga
tacgcctctg
gt gcccat ct
ccggacct ga
acggccgagce
tt cgagcaag
cct gacggcec
cagccat gga
t ggacat ccg
ctggcattgce
t caaggt cat
cctcgetgtc
cctccat cgt

162

ggcat gcggce
gcat gggggg
at gggggaca
gggt gccgct
aat ggggat c
ccat gcgegt
aatt gcggct
t gccgeggcece
tcccgggege
gt gcgegege
gagggggt t g
ccttttatgg
cgccccct ag
gct cacagcg
tcgt cgacaa
ccgtcttcce
agaaggattc
accccat cga
ccttctacaa
ccct gaacce
ccttcaacac
gccgt accac
acgaggggt a
ct gact acct
gggaaat cgt
agat ggccac
aggt cat cac
gt cct gt ggc
caaagacctg
cgacaggat g
tgctcctcct
caccttccag
ccaccgcaaa

cgcggceccct
ggaaccggac
ccccacgcca
ct cggggcgg
gcagggt ggg
gcgegcet ggt
gcggeccggg
cgggccgggg
ttgcgcactt
gcgaccggeg
gggcect gget
t aat aacgcg
cggcct aagg
cgceceggceta

cggct ccggce
ctccatcgtg

ct at gt gggc
gcacggcat c
tgagctgctg
caaggccaac
cccagccatg
tggcatcgtg
tgccctceccce
cat gaagatc
gcgt gacat t
ggctgecttce
cattggcaat
at ccacgaaa
tacgccaaca
cagaacgaga
gagcgcaagt
cagat gt gga
tgcttctag
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accaggcaac
ccattcccaa
gcacacacct
tctctggtcc
ct gaagct cc
aagacttctt
tgtcacccca
agat ggctca
t ggagcacaa
att aat aaat
ctcct agaaa
ctt at aaagc
caacaat aat
at agaaaaat
agccacgt ag
t aagct gcca
at ggccaaag
gacagtt cct
ggcccact cc
aaaacat cca
ct gaagaaga
gccaat gact
aat gt gaaat
aat caaagt a
gat gaagcag
accgtgattc
ccagt gct gc
ctcctcttct
aacttgttta
at cact gact
t gt gcagt gt
agtcatttgc
aagagt ggaa
t agt accaat
act at ggcta
act aagaaat
ttcatttcaa
taagtttctg
cctgccgcaa
gccgagcectc
gtatttataa
ct ct gagt gt
ttgatttcat
tctgcattct
agccagt aat
ttcaattcca
ccat gagacc
ttct aaaaat
gtgttatcag
aaa

accat t gaag
acttagccac
tcttctacag
tt ggt agagg
atcccctcta
t gt gct caaa
aact ct gagg
ttttcecctca
t caacaaat t
tcctctccaa
ctt gat aagt
aaaggggt ga
atcagctatg
acaaaact ga
ccacgcct ac
gccagagagg
ttccagacat
ccattgatca
at gaaggct g
agcttacctt
gacggt t gag
cagaggaaga
acaactttat
t aat t cgagc

IL-

gct cat at gt
tggcttctgg
aagacacacc
gctactttac
t aggaaat gt
taccactgtt
tgatttatgc
aaagttgcca
cagccagaac
at ct agcccc
ttcccgeget
at aaat gaac
ccatctttca
attcttccct
tt aagacaat
gagtcatttc
gttt gaagac
tctgtctctg
cat ggat caa
caaggagagc
tttaagccaa
aat cat caag
gaggat catc
caat gat cag

la

aaaaat ccat
ct gaggcctt
tt gggcat at
t gt aacaggg
gttgacaat a
ctcttctcta
cttaat caag
ggagct gcca
acaact acag
ttgacttcgg
tcecetttttce
caaat caat a
ctattttagc
gt aaattccc
t acaaaaggc
attggegttt
ct gaagaact
aat cagaaat
tctgtgtctc
at ggt ggt ag
tccat cactg
cct aggt cag
aaat acgaat
tacct cacgg

tgaaatttga

cat gggt gct

t aagaat ctc
t gaaggagat
t ct gggaaac
ttgccacaaa
tt cagat act
t gacagttca
tgagcat gta
ccaacact aa
cattttaatt
ccaaaaagac
at gcacaat a
ctgtttgeet
ggacct cagt
cagtttttta
aagat gaagg
atatatttaa
gaccaggcat
t aat acaggg
agt act t ggg
t ggt ccgat ¢
cct gcaat ca
actgttatca
t gt gat caga
t cat aact aa

aaaaact caa
gcct gagat a
t cacggcact
gcaagact ac
ggaaaaccag
tat gt accat
ctgagccttg
cat at aat gt
attattcttc
tctacccata
gcagt t gaaa
tctactttta
tttatcattt
t gct aat cag
caaagcacga
gataattata
cct ccacaat
cattttggtc
agacct gt aa
tttgactctt
agt cct acaa
aaactttctt
ccataatgtt
at aaagcttg

t at aagt cat
ttgtatgtga
cccaaaacca
aagaact at t
t gggt gt gct
gcgt aggt ct
gt acat gaag
taattctaaa
tgttatttaa
at aacaattt
tt acagat gg
caagaagcca
agtt gct gat
t caaaat gga
ggaggt cat t
aatgttattt
atatactata
agcagacagt
caagttgtgc
tcat at aata
ttgccattaa
gct aaaatta
ttctggaatg
acattattat
caacaaaat t
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gccttecttt
acgcat acct
cct acagaag
ccagggt gga
tt cagaagag
ccctgeccta
caaacttccc
agtattctgc
ctactattag
atttcacgat
t aagact aca
acttctggaa
cagt at cgag
cgttttgacg
gaagaagact
gagt cagcaa
gttacagtga
ccttctatca
tgagtatctc
t agcaaccaa
at gat gacct
caccttttag
tcatcct gaa
ctgctgcatt
caaaggat ga
ct gcccaaga
t cacaggt ag
t cacat cagt
t ggcaggggg
ggagt ct cac
aagct aaat c
tgaatgttta
agaacaccct
t aggaggacc
gcaaat t aag
cagacct agg
gaactcttaa
gggaat aat a
tt ggt aaaat
tttaattatt
tttatgggaa
gttttctggg
ttatcccata
aatgtacatt
acttacctgg
gat gaact ca
t aat caat gt
caacaat agt
ctct gacaaa

ct cccaat ct
cccggggcett
accaggcttc
gagttctctc
t aagaggat ¢
accaggagct
tcttcagaaa
caatt caccc
aactattatt
ttctcccttc
tgtttgtcat
tat ct gcaaa
tt gaat gaac
acgcactt gt
gact caggct
agaagt caag
aaat gaagaa
t gt aagct at
t gaaacct ct
cgggaaggt t
ggaggccat ¢
cttcctgagce
t gacgccctc
acataatctg
t gct aaaat t
t gaagaccaa
t gagaccaac
tgcccatcca
gccaccct ct
ttgtctcact
ctttactgtt
cactctttgt
atattttgca
agagctactg
gcat aagaaa
atttcatgat
t caaat agca
cctaagcctt
acttcttgaa
atttatatat
ccccttcatce
at aagt aagt
gccaggaaac
aattaccttg
gcattcttgt
actttgacaa
ttcttctagg
gat t gat aga
aaaaaaaaaa
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accaaacctc
ttcattgctc
atggcttatt
at gaagt gct
at ct ccgacc
gacaagct ga
accttctttc
gcttatgtgce
aaaagct t gg
at ggagcaac
at acct gt gg
gat aagccca
gaaaagcgat
cagttcccca

tt cgaggcac
aagtgtctga
acagt ggcaa
ccttccagga
accact acag
ggaagat gct
ccttcatctt
acgat gcacc
t gat gt ct gg
aagtggtgtt
ccttgggect
ctctacagct
ttgtcttcaa
act ggt acat

gggaccaaag
gagct gt acc
ggaacagaaa
cccaact gcc
agctctctcc
tcctact cac
tctgtcattc
ttgtttgttt
aaaagagcct
t aaat caagt
attt at aaat

gcggccagga
cagagagt cc
ggtttttgag

tgccttaggg
tttcagggcc

tt aaagcccg
gct cccacat
tattcattgg
agtttttaat
cctttaatta
gagcaaat at

IL-1B

aaggcacaac
agcagccatg
t gaggat gac
cctggacctc
caagggcttc
ggttccctge
t gaagaagaa
tgtacgatca
t ccat at gaa
ctccatgtcc
caaggaaaag
ggagagt gt a
caagat agaa
cagcacct ct
t at aact gac
t gt gct gaat
tacggctata
t agt gct aag
aat ccccagc
cct gacagaa
t ct gat gagc
tctaatttat
agct at ggaa
agact gaaaa
catactgttc

aggct get ct
gcagaagt ac
ttgttctttg
tgccctctgg
aggcaggccg
ccacagacct
cctatcttct
ct gaact gca
ct gaaagct c
tttgtacaag
aatctgtacc
gat cccaaaa
at caat aaca
caagcagaaa
ttcaccat gc
gt ggact caa
gcctggactt
aggat ct cct
ccttttgttg
accacggcca
aaccgcttcc
tcaaaggggg
t caat t caat
t at at aagct
aatggttctg

164

gggat t ct ct
ct gagct cgc
aagct gat gg
at ggcggcat
cgtcagtt gt
t ccaggagaa
tcgacacat g
cgct ccggga
tccacctcca
gagaagaaag
t gt cct gegt

t cagccaat ¢
cagt gaaatg
ccct aaacag
ccagct acga
t gt ggccatg
t gacct gagc
ggat aacgag
ct cacagcaa
gggacaggat
t aat gacaaa
gt t gaaagat

attacccaaa
agct ggaatt
acat gcccgt
aatttgtgtc
t ccct aggge
tcctgttgtce
gt ccat cagc
agccaggcct
catttggttc
ctatttattt
caagaagt ag
tt ggact ggt
cagattattt
aaat aaact t

gaagaagat g
t gagt ct gcc
cttcctggga
ttcctaaaga
t ggcagaaag
tacaccaatg
caggacagt c
ctctcacctc
t aagaaaccc
atttatttgt
cagt gt ct gt
gtgctctctt
aaat gggaat
cact gaag
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atttctttat
cagaat ggaa
ccatt cagag
aat ct gggat
ctt gcaagga
tgctctgttc

aaaccacaac
at ct gcagag
acgat ct gcc
gtt aaccaga
ccaaat gt ca
tt gggaat cc

t gagaccaga
ggacaagcgc
cgcctgecce
caat at gcct
ct gcccagge
cctgccecag
cagaaggcgt
cat gct gcct
aagcccttce
ctcctettge
gccact t gat
cagt ccat ga
ttttttttca
aggct gagga
tttcccecttcet
tactatgtta
tct gt ccagg
t gcct gcagt
t ggct cct gg
agcttctgge
cgggct ggga
gccaagcacc
tgcaaagttc
ct aaaaaaaa

ct ccagct gg
ttcgecttca
ggttggttcc
gacgaaggcg
ctgcctgtte
ggct cccgge
cacaagaacc
ccagaat ggt
at gt cgcctc
cact gcct ct
gacccccaac
gggaggtttt
gtccccgt ga
ctt aaaat at
ttttecttett
gccccat aat
cact gct gcc
actttacctc
gggttctttc
act t ggagac
gct ct gcaga
tagcct cgcet
cctacttcct
aaaaaaaaaa

IL-1Ra

tct gggcccg
gcct ccgeag

gaccct ctgg
agaccttcta
attt agaaga

at ggagggaa
aggcagttaa

caat ggcagt
tcacctaatc
gagaaaat cc
t ct gaggaac
aaagat agat
gatgtgcctg
cat cact gac

ccactgcctt
actctcctcc
agcaagat gc
aaccaact ag
gt ggt accca
tcctgtgtca
ct gagcgaga

tccgct caga
t ct gcacagc
t cat ggt cac
ccattcttge
t at gggggca
t ggt cacagg
ctttctaatg
tgcattcagg
tcctccctca
caagt ggctc
taagggtttg
aggagagccc
tcctgcattt
tttttgtgat
tttttttttce
cagcct ccaa
ct at cagaag
ttcctctgcet
ttgtat gaaa
gcaggaaaca

ctt ggcaggt
gt gact t cag

cagcggcccce
gat ggaagct
caaattctac
at ggcaagga
ct gaggacca
actctgcctc
t gt gaat cag
at caaacccc
ttccaccttc
ccacaccctg
t ggaaaat ga
ttcatttgga
gt gaaat gat
gt cccaactt
cttttaaaac
gctccatctc
tttctcaget
gaaggaat aa
gatggctgtg
t gact cgt at
act cagcgaa
ctctgtttta

165

accaccagtt
gaccagcccg
ttccaggagg
ct gcagggac
gccat t gagg
ctcttcaact
agcacagcag
gaccacct gc
ccatgccctg
ttttacaaaa
aaat t aggat
gattatgttc
ggt gaaagt a
gt aaaaatta
acttccataa
cact ccagat
cccaaggctc
attgctcctt
cctctgectg
at gt ct cagg
t gaat gct gt
caat aaaat c

gct gcagt ca
tcttcctgtt
aagccttcag
ttgctggata
ttgagcctca
agt ct ggt ga
acagaaagca
ttgagtctgc
t cagcct cac
acgagt agt a
tgccagt ccc
ggt ggaccct
gaccagcctc
cccctgcaca
ccaacct gct
gat ccat cag
aagaaaagac
ttcatgattt
tttcggggag
agt ggt agct
aaagttat gg
tct ggact cc
tttttacagc
t gagcaaat g
gacattgtag
tctcccccac
tccct gcagg

at at gt t ggg
tt gaaaat gc
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gggat at t gg
caaaggccag

ct cacagctt
acct ggaaaa
gt ggcccagt
ggaaaccaga
tggctcagtt
ggat t gaaaa
ccttccaact
cagacat cat
ct ggaggaaa
tt gat gaaga
ct cat gaact
accctagcta
aagccat at a
cgt gt gacag
tt aaagacag
tttetgtttt
gagat gaagt
tacacggat a
t cgat gct gc
act ggaggt a
atgactttcc
atttctttca
t ccagaaagc
aaaacacat g
catttttaac
catatttttt
at ggt gggt a
gatcttttcc
atatcctttc
caagaacaca
acaaaat aag

agt agcaaga
t at gcacagc
cccagcgact
at act acaac
ggt t gaaaaa
t gct gaaacc
tgtcctcact
ttacacgcca

MMP-1

ggct gggaag
tttcctccac

ct agaaacac
ct gaagaat g
tt gaagcaaa
ct gaaggt ga
gaggggaacc
gatttgccaa

ccatcactta
tgct gct get
aagagcaaga
at gggaggca
t gcaggaat t
t gaagcagcc
ctcgct ggga
gagcagat gt

ct ggagt aat
gatatctttt
tcttgctcat
t gaaaggt gg
cggccattct
caccttcagt
t ggacgttcc
t aagct aacc
attctacatg
ct ggccacaa
ccggtttttce
ccccaaggac
tctttctgag
t gat gaat at
t ggaat t ggc
t ggaacaaga
t aat agct gg
gt gt gagt cc
ctctagagtc
tactatttag
caaaaagt ca
agagt at gca
aagacagaaa
tgt gcagtca
tgttttatagt

gt cacacctc
gt caggggag
gcttttcaac
accaacaatt
ctt ggact ct
ggtgatgttc
caaaat cct g
tttgatgcta
cgcacaaat c
ctgccaaat g
aaagggaat a
at ct acagct
gaaaacact g
aaacgat cta
cacaaagttg
caat acaaat
ttcaact gca
aaagaaggt g
act gat acac
aat gt agccc
agtttgtggce
act ct gacgt
gagacaggag
ct ggt gt cac
tt ggaat aaa

ccttgcactg
gctgttctgg
tgtggactta
agt t gaaaag
ctttgggctg
cagat gt gga
gcaaacacat

agaaagaaga
ggt gt ggt gt
gt ccagaaat
cggagaaat a
aaagt gact g
gtgcctgatg
ct gacct aca

ggaccat gcc

at t gagaaag

t gacattcac
at cat cggga
caggcccagg
t cagagagt a
cccattctac
agct agctca
t ccagcccat
t aact acgat
ccttctaccc
ggct t gaagc
agt act gggc
cctttggett
gaaaaacct a
t ggat ccagg
atgcagtttt
ttgatcctaa
ggaaaaattg
ttttcctgaa
agaat at aat
tttttgtact
ttatggattc
t gat cccaga
acat gagt ct
cct ggat agg
gt caaccttg
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caaggt ct ct
caact ct cct

tattggaggg
caacttacat

t gat at cggg
ggat gacat t
cggcccacaa

t cggggagaa
ggaagt t gag
tgcttacgaa
tgttcaggga
ccct agaact
cttctttott
ttatcccaaa
cat gaaagat
aacgaagaga
aacattacta
gaactgtcta
cttatttata
gatataattt
at at aggcca
gagcagcttc
ttgccggagy
caagggat aa
tttctactagt

gagggt caag
tttgatggac

gatgctcatt
cgt gttgcgg
gctttgatgt
gat ggcat cc
accccaaaag
gt gat gt t ct
ctcaatttca
tttgccgaca
cagaat gt gc
gt gaagcat a
gct aacaaat
at gat agcac
ggatttttct
attttgactc
attt gaat gg
ttttctcagt
cctcagtttg
agttccacaa
gagt t gcaaa
agt gacaaac
aaaagcagct
ctcttctaac
ttt



Annexes

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

gacacat gat
gaaagaaagc
ccatttctgce
aaaaat acaa
tatcagtcta
cgattttttg
aagcct cgcet
t gggaacgca

gct gt gaacg
caggaggggt
tcttactcca
aaactgttca
caaggaagaa
ggt t gaat gt
gt ggagt gcc
ct aactt gac

gaggt agaaa
ttcaccagga
ggt gacaat t
caaggtattg
aattacaact
tcctct gacc
tcactccctc
at ccaaccta
at caccacac
cct cagct ac
ggt at acagg
caat act ggg
tatggcttcc
tacttctttg
ggttatccca
ttccagcaag
attgct caga
t gaagcaaaa
cattttcgtt
cactgtatcc
gaggcttatt
aagt aagcct
ggatttattg
tcctat gt at
aaacaacct a
gaaagaaat g
gaagttctaa
agttaagtta
gttcttataa
gcagagattg
agaagctttg
acacct gcag
ttaagccacc
agtacatcta
ggact act gg
ctcctccttg
cagttcttta
ttagct gcat
tttgctaacg
agt ccagat a
tattatacaa
ttctctgttg
aaaat t aaaa

gagct at caa
t ct cacaggg
ctccatttga
gaggagat gc
tgtttcttgt
ctggtgectt
aagat gacat
ct ggaccaag
t ccgt ggaga
aaagagt cga
ctgcttatga
ct ct gagt gg
ccagcagcgt
t aaat gacca
aaagcatatc
aacatttctt
gagttaccag
t caaat gt gg
acattgtgtc
attctacctg
cagttcttac
ttttgtcacc
ttatattact
atcttctaca
gacagt accc
t agat gat at
ccccaggt ac
aggt gagat c
gaagaagaga
gagt gacgca
aagaggcaag
aatt cggact
aactttgcaa
cacat at gaa
gcatcttccc
ctctctccta
cttctatttc
aaaat t caat
gatgggtttt
t caaaat cat
taaatatgta
aagtttttaa
taatctatta

MMP-8

t cagggt get
agagtttgaa
t gt gcagat t
ggact acctg
t ggcact aat

gacggggaag
t gacagt ggt
ctacaggatt
ggatgccttt
agaggcagat
t ggacccaat
tcattttgat
tgct gct cat
gat gt at ccc
cgat ggcat t
cacacccaaa
aatacttttc
aatgaatttt
agattttgac
ctatgatatt
ccaagcaat t
attctggaga
aggtgccttt
ccatgtcttc
agtt gcaaga
ctgtatccac
ctgcttatac
tcctccgtga
acattccatc
tcaatattta
tgcctatctg
tgcaatttag
ttggccttta
gtttcgtggg
ccat gaat gt
acact gaatt
ggcat agt ca
t ct ccaagcc
gaaggattcc
tctatcctce
tactttgtta
aat gaat caa
aggacagcag
gagt ccaaac
ct ggggt act
gtctcattaa
tttgttaaga
tataatgtta
gact gt aaaa
at cccacaga
aat aagttca

cgccagggaa
gagaagat ca
t ccaaggcct
gaaaagtt ct
gtgatcgttg
ccaaat gagg
ggttttatgt

gggccct acc
tgttctccct
ttcctgtatc
accaattacc
aaaagcttaa
aaact ct gga
t aaccccagg

cgaaact at a

ccccacagct

gaact ct gga
at caacattg
ggaatccttg
gccgaagaaa
gaat ttggcc
aact atgctt
caggccat ct
ccct gt gacce
tttaaagaca
atttctctat
agagacct ca
ctgcaaggt t
gacgcagctg
t at gat aacc
ccaggaat ag
agt ggaccaa
ggcaat aaat
tttcagaatg
ttttctcaat
aaatatgttt
ttacattagt
ctatttcaat
acttcat aca
aactagattt
cagaaaat at
ttgaattgtg
gagcttacca
agggt gggct

cct aggggag
aaggaattcc

ct ccaat agc
aaaaccgt ga
cagcaaccct
cacagaat gc
ccaaaagaga
ccaaat gggc
caggagggca
gttgcattaa
act at aggat
tatttgctgt
tatatttctc
taattaaatt
aat t aaagat
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gtgttgcatc
ctttttacca
ctcatgcctt
cat ggaccaa
attctttggg
t cagggaaac
at ggactttc
ccagtttgac
ggtacttctg
tctggccatc
ttttcctatt
at cccaagga
ttttctacag
aaagacaat t
agagt aaagt
gat att acgc
ggcttaactg
tt gaagggaa
at t aagt cat
ggaat attcc
gattccatca
acttacat at
tccctcagtt
t ggt t agaag
ggtgctgttt
tcccccat aa
gggtctttge
ct aaat ccat
gaggccgt at
aaggactgta
cttcaagt gt
gggaat aaat
agacat gagg
agaagt agaa
accaccactt
cagttggatc
cacact at ag
actgagctta
ttat gggacc
tattagaata
act agt acct
ggcaccttta
ttttacttca

cagagggaca
gaagacgct t
ttct aaagag
aagcaaccag
agaaat gcag
cat gat gaaa
aaaccccaag
gt cagaggct
acctctcatc
aagagat cac
t cagccaggc
cacctccgca
gct cgct cac
cagcaact ac
aagcaaccct
atttgat gct
gagaaggcat
ccttccaact
t aaaggcaac
t at at caaac
aagt aaaaca
cat ggagcca
tgat gcagtt
atttgatctt
t agat at ggc
gttcagcaag
tgtttcccat
actatttgca
aagagaagga
ctgacttcta
tcttaaaatg
t aaggatt at
tctacccttg
aagatatgtt
agat gt aat t
tatgactgtt
gaagacagag
agccaccagt
gaccctgctg
ttcetttgtt
tact agacac
cccttgctaa
cctctecctge
tgatgttcgt
at aact t ggg
gat gt gt aag
aagt ct agcg
t aat at agct
cctattttct
tgcttgttca
aat gac
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