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Résumé 
 
 Le processus de remodelage de la matrice extracellulaire est soumis à une régulation 
stricte. En particulier, les modifications cycliques de l’endomètre humain sont globalement 
contrôlées par les fluctuations des concentrations en stéroïdes ovariens, œstradiol et 
progestérone. L’élimination de la couche superficielle de l’endomètre humain n’est 
normalement permise que lors de la menstruation, en réponse à la chute brutale des 
concentrations de ces hormones en fin de cycle, mais elle s’observe également lors d’épisodes 
de saignement imprévu dit dysfonctionnel. Toutefois, au cours de ces événements 
physiologiques et pathologiques de dégradation endométriale, l’activité de métalloprotéases 
matricielles (MMPs), dont les collagénases, reste finement régulée dans le temps et dans 
l’espace grâce à l’intervention d’un réseau de cytokines, principalement l’interleukine-1α (IL-
1α). Des études précédentes au laboratoire avaient identifié in vitro un mécanisme paracrine 
d’induction de la production de la collagénase-1 ou MMP-1 par les fibroblastes du stroma 
endométrial en réponse à l’IL-1α libérée par les cellules épithéliales. Mon travail  a eu pour 
objectif de préciser les mécanismes de contrôle de l’expression et de la bioactivité de l’IL-1α 
dans l’endomètre in vivo, en particulier dans le contexte de l’induction menstruelle ou 
pathologique de la collagénase. 
 
 Les variations des concentrations de l’ARNm de l’IL-1α et de la protéine 
correspondante ont été examinées par RT-PCR quantitative et ELISA dans des échantillons 
d’endomètre prélevés au cours des différentes phases du cycle menstruel et pendant des 
épisodes de saignement dysfonctionnel. L’ARNm et la protéine ont également été localisés 
par hybridation in situ et immunohistochimie afin d’en préciser l’origine cellulaire, à l’aide 
d’anticorps spécifiques de marqueurs de types cellulaires. L’effet des stéroïdes ovariens sur le 
contrôle de l’expression et de la libération de l’IL-1α a été directement investigué en culture 
d’explants ou de cellules purifiées.  
 
 Une différence majeure d’action des stéroïdes ovariens sur l’IL-1α a été mise en 
évidence entre glandes et stroma. Les cellules épithéliales synthétisent de l’IL-1α tout au long 
du cycle menstruel mais ne la libèrent qu’en réponse à la chute combinée de concentration de 
l’œstradiol et de la progestérone. Une fois libérée, l’IL-1 α épithéliale induit sa propre 
amplification paracrine par les fibroblastes du stroma. Celle-ci est toutefois inhibée par les 
stéroïdes ovariens, qui exercent ainsi un double niveau de blocage : en empêchant la 
libération épithéliale et la synthèse fibroblastique d’IL-1α. Ainsi, la production d’IL-1α par le 
stroma endométrial est strictement limitée à la menstruation et aux épisodes de saignement 
dysfonctionnel. L’IL-1α libérée stimule la production fibroblastique de MMP-1, comme 
attendu, mais n’est pas responsable de celle de la collagénase-2 ou MMP-8, bien que mes 
investigations par hybridation in situ et immunomarquage montrent clairement le parallélisme 
d’expression et de répression hormonale des deux métalloprotéases.  
 
 En résumé, mes résultats démontrent l’expression d’IL-1 α par au moins deux types de 
cellules résidentes dans l’endomètre humain et soulignent la multiplicité des niveaux du 
contrôle hormonal sur cette cytokine. Ils apportent un soutien substantiel à l’implication 
majeure de l’IL-1α dans le déclenchement et la régulation locale de la dégradation tissulaire 
physiopathologique. 
 
 
  





Summary 

 Extracellular matrix remodelling is under tight regulation. In particular, cyclical 
modifications in the human endometrium are globally controlled by the fluctuations in the 
concentrations of the ovarian steroids, oestrogen and progesterone. The elimination of the 
superficial layer of the human endometrium is normally restricted to menstruation, in 
response to the sudden fall in the concentration of these hormones at the end of the cycle, but 
it also occurs during irregular bleeding episodes. During these physiopathological events of 
endometrial degradation, the activity of matrix metalloproteinases (MMPs), among which 
collagenases, remains finely regulated in time and space due to the action of a network of 
cytokines, mainly interleukin-1α (IL-1α). Former studies from the laboratory had identified in 
vitro a paracrine mechanism of induction of collagenase-1 (MMP-1) production by stromal 
fibroblasts in response to IL-1α released from epithelial cells. The aims of my work were to 
narrow down the mechanisms controlling the expression and bioactivity of IL-1α in the 
endometrium in vivo, in particular in the context of menstrual or pathological induction of 
collagenase. 
 
 Variations in the mRNA and protein concentrations of IL-1α were measured by 
quantitative RT-PCR and ELISA in endometrial samples collected during the different phases 
of the cycle or during irregular bleeding episodes. IL-1α mRNA and protein were also 
localized by in situ hybridization and immunohistochemistry in order to specify their cellular 
origin using antibodies specific to cell type markers. The effect of ovarian steroids on the 
control of IL-1α expression and release was directly investigated in culture of explants and 
purified cells. 
 
 A major difference in the action of ovarian steroids on IL-1α was evidenced between 
glands and stroma. Epithelial cells synthesize IL-1α throughout the menstrual cycle but do not 
release it except in response to the fall in the concentration of both oestradiol and 
progesterone. Once released, epithelial-derived IL-1α induces its own paracrine amplification 
by stromal fibroblasts. However, this amplification is inhibited by the ovarian steroids which 
therefore exert a double blocking action : by preventing epithelial release and fibroblastic 
synthesis of IL-1α. As a consequence, the production of IL-1α by the endometrial stroma is 
strictly restricted to menstruation and irregular bleeding episodes. Released IL-1α induces the 
fibroblastic production of MMP-1 but is not responsible for that of MMP-8, although my 
investigations by in situ hybridization and immunolabelling clearly show a parallelism in 
expression and hormonal repression of both these metalloproteinases. 
 
 In summary, my data show that IL-1α is expressed by at least two different types of 
resident cells in the human endometrium and point to the multiplicity in the levels of 
hormonal control on this cytokine. They offer a substantial support to the major contribution 
of IL-1α to trigger and locally control physiopathological tissue breakdown. 
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Bax    "Bcl2-associated X protein" 
Bcl2    "B-cell lymphoma 2" 
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CM     Milieu conditionné par les cellules épithéliales 
CRE    "cAMP Response Element" 
CREB     "CRE Binding protein" 
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ELISA    "Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay" 
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FasL      Fas Ligand 
FGF    "Fibroblast Growth Factor" 
FSH     "Follicle Stimulating Hormone"  
GM-CSF    "Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor" 
H     Hormone 
HAX-1   "HCLS1-Associated protein X-1" p78 
HEC-1A Lignée cellulaire provenant d'un adénocarcinome          

endométrial humain 
HIS     Hybridation in situ 
IFN     Interféron 
IHC     Immunohistochimie 
icIL-1Ra   "intracellular IL-1 Receptor antagonist"  
IIP1     "IL-1 receptor Interacting Protein" 
IκB     Inhibiteur de NF-κB 
IL     Interleukine 
IL-BP    "Interleukin Binding Protein" 
IL-R    "Interleukin Receptor" 
IL-1Ra    "Interleukin 1 Receptor antagonist" 
IL-1RAcP   "Interleukin 1 Receptor Accessory Protein" 
Kd     Constante de dissociation 
kDa     kiloDalton 
LH    "Luteinizing Hormone" 
LIF    "Leukaemia Inhibitory Factor" 
MAPKinase   "Mitogen-Activated Protein Kinase" 
MMP     Métalloprotéinase matricielle 
NC     Non cultivé 
NCoR    "Nuclear Co-repressor" 
NF-κB    "Nuclear Factor-κB" 
NF-IL6   "Nuclear Factor for Interleukin-6 gene" 
NK     Cellules "Natural Killer" 
P     Progestérone 
PBS-T    Solution saline tamponnée au phosphate - Tween 20 
PCR    "Polymerase Chain Reaction" 



PDGF    "Platelet-Derived Growth Factor" 
PR     Récepteur de la progestérone 
RT    "Reverse Transcription" 
sIL-1Ra    IL-1Ra soluble 
Sp1    "Stimulatory Protein 1"  
STAT    "Signal Transducer and Activator of Transcription" 
TGF    "Transforming Growth Factor" 
TIMP     Inhibiteur tissulaire des métalloprotéases 
TNF     "Tumour Necrosis Factor " 
VEGF    "Vascular Endothelial Growth Factor" 
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Chapitre I : Introduction  

 

 Les recherches menées au sein du laboratoire d'accueil visent globalement à 

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 l'embryogenèse, la menstruation, la 

cicatrisation, l'arthrite rhumatoïde, l'arthrose, l'athérosclérose, l'inflammation et la 

progression tumorale (Page-McCaw et al. 2007). Chez la femme en âge de procréer, 

la menstruation consiste en la dégradation et l'élimination cycliques de la couche 

superficielle de la muqueuse utérine, l'endomètre, en l'absence d'implantation 

embryonnaire. Cet évènement requiert une régulation complexe et stricte, 

notamment en raison de l'obligation de confiner dans le temps et dans l'espace 

l'importante activité protéolytique engendrée. Il constitue ainsi un modèle 

remarquable pour étudier les mécanismes sous-jacents. En dehors de l'espèce 

humaine, le phénomène de menstruation n'a été mis en évidence que chez certaines 

espèces de primates, de musaraignes et de chauves-souris (Rasweiler 1991; 

Rasweiler et de Bonilla 1992).  

 

1) Le système reproducteur de la femme 

 

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

 

1.1. Généralités  

 

Le système reproducteur féminin comprend les organes génitaux externes 

(seins et vulve) et les organes génitaux internes  (Figure I.1) situés dans la cavité 

pelvienne. Ces derniers comportent une paire de gonades et un système de conduits 

et de cavités qui, sous un contrôle endocrine complexe, assurent la maturation 

cyclique de gamètes, les ovocytes, ainsi qu’un environnement favorable à la 

fécondation, à l’implantation d'un éventuel blastocyste et à son développement. Les 

gonades femelles, appelées ovaires , sont des organes ovalaires, symétriques, fixés 

à la paroi postérieure du bassin. Ils sont logés en regard de l’extrémité libre en forme 

d’entonnoir des trompes utérines ou trompes de Fallope , elles-mêmes en 
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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 cône aplati dans le 

sens antéropostérieur et se continue en bas par le vagin,  cylindre creux à paroi 

mince très élastique ouvert par son extrémité inférieure dans la vulve. La paroi de 

l'utérus est tapissée d'une muqueuse, l'endomètre .  

 
        A         B 

 
Figure I.1 :  Organes génitaux internes.  (A) Localisation de l'utérus dans une coupe 
sagittale de la cavité pelvienne. (B) Localisation anatomique de l'endomètre sur une 
coupe frontale des organes génitaux internes. Adaptation de "Medical encyclopedia": 
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/encyclopedia.html 

  

1.2. Régulation 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 I.2) se 

manifeste depuis la puberté jusqu'à la ménopause. Il est d'une durée moyenne de 28 

jours et, par convention, commence au premier jour d’apparition des saignements 

(j1). Il comporte trois phases distinctes : la phase menstruelle du j1 au j5, la phase 

proliférative pré-ovulatoire (appelée également phase folliculaire ou phase 

œstrogénique) du j6 au j14 et la phase sécrétoire post-ovulatoire (aussi appelée 

phase lutéale ou phase œstroprogestéronique) du j15 au j28.  

 

ovaire trompe utérine

cavité utérine

vagin

Endomètre

rectum
utérus
vessie
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Figure I.2 : Le cycle menstruel. Variation cyclique des concentrations plasmatiques 
d'hormones gonadotropiques, du développement folliculaire, des concentrations 
plasmatiques des stéroïdes ovariens et de la morphologie du tissu endométrial. 
Adaptation de Gilbert 2006. 
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Pendant la phase menstruelle et au cours des jours qui suivent jusqu’à 

l’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 manière pulsatile par 

l’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 à secréter des œstrogènes . Les œstrogènes en 

concentration relativement basse exercent une inhibition par rétrocontrôle négatif sur 

la sécrétion des gonadotrophines. Avec la croissance du follicule ovarien, la 

production d'œstrogènes augmente. Lorsque leur concentration est suffisamment 

élevée, les œstrogènes stimulent la production des gonadotrophines dans un 

mécanisme de rétrocontrôle positif. On observe alors un pic de LH et de FSH au j14 

qui déclenche l’ovulation, expulsion de l’ovocyte de sa coque folliculaire et de l’ovaire 

vers les trompes utérines. Le follicule ovarien vide dégénère alors en corps jaune (ou 

glande lutéale). Durant les jours qui suivent l’ovulation, le corps jaune est maintenu 

grâce à des concentrations faibles mais suffisantes de LH et produit de grandes 

quantités d’œstrogènes et de progestérone . La progestérone inhibe la production 

des gonadotrophines, résultant en la dégénérescence du corps jaune en fin de cycle. 

Avec la dégénérescence du corps jaune, la disparition des stéroïdes ovariens 

entraîne la dégradation menstruelle de l’endomètre. Par ailleurs, l’inhibition de la 

production des gonadotrophines est levée et le cycle peut recommencer.  

 

 1.3. Modifications utérines au cours du cycle: l’e ndomètre  

 

 [Référence principale : Burkitt et al. 1993] 

 

 D'une manière générale, l'endomètre est constitué de deux couches: la 

couche basale ou résiduelle , adjacente à la musculeuse de l'organe (le myomètre), 

et la couche fonctionnelle ou superficielle (Figure I.3 : A). Le tissu endométrial se 

compose de cellules épithéliales  unistratifiées cylindriques, qui constituent 

l'épithélium de surface s'invaginant pour former des glandes, et d'un stroma ou 

mésenchyme (Figure I.3 : B). Dans le mésenchyme, on retrouve des cellules 

stromales  ou fibroblastes du stroma qui élaborent un réseau de soutien riche en 

fibres de collagène argyrophiles (Figure I.3 : C), des cellules endothéliales bordant 



Chapitre I : Introduction 
___________________________________________________________________________ 

5 
 

les vaisseaux, des cellules musculaires lisses dans la paroi des artérioles spiralées 

(Markee 1940), et des cellules inflammatoires infiltrantes des lignées myéloïde et 

lymphoïde : 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'à 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 rôle 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 l’appareil reproducteur de la 

femme, essentiellement au niveau de l'endomètre. Ces modifications ont pour but de 

préparer la muqueuse à l'implantation de l'ovule fécondé et au développement intra-

utérin de l'embryon. Globalement, les œstrogènes sont nécessaires à la prolifération 

de l'endomètre et stimulent l'expression des récepteurs des stéroïdes (Kurita et al. 

1998; Martin 1980; Prange-Kiel et al. 2001), tandis que la progestérone joue un rôle 

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 

à l'implantation et au développement du blastocyste et prévenir son rejet par la mère.  

 

Des changements s'observent au niveau de l’endomètre au cours des 

différentes phases du cycle. Puisque la menstruation requiert les modifications 

observées au cours des deux phases qui la précèdent et puisqu’elle est déclenchée 

par la chute de la concentration plasmatique des stéroïdes ovariens en fin de cycle, il 

est plus opportun de décrire les modifications endométriales en débutant au j6. 
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Figure I.3 : Structure histologique de l'endomètre et évolution au cours du 
cycle. A-C : l'endomètre 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 collagène (C). D-F : endomètre prolifératif montrant des glandes 
droites et étroites perpendiculaires à la lumière de la cavité utérine (D), constituées 
d'un épithélium cylindrique pseudostratifié (E) présentant de nombreuses mitoses 
(F). G-I : endomètre sécrétoire montrant des glandes tortueuses (G) dont l'épithélium 
sécrète du glycogène (H) et des artérioles qui se spiralisent (flèches en I). En D et G 
: endomètre (endo) et myomètre (myo). J-L : la couche fonctionnelle de l'endomètre 
menstruel se dégrade et est éliminée par petits fragments (J) en raison de la 
dégradation du réseau de soutien de fibres de collagène (K). Dès 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/lm/ 

 

- la phase proliférative  (j6-j14) correspond à la régénération progressive de 

la couche fonctionnelle: en réponse aux œstrogènes, les cellules épithéliales, 

endothéliales et stromales prolifèrent à 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 I.3 : D et E). 

De nombreuses figures mitotiques peuvent alors être observées (Figure I.3 : F). 

Dans le mésenchyme œdémateux, les cellules stromales produisent d'abord de la 

fibronectine, puis élaborent un réseau riche en fibres argyrophiles constituées de 

collagènes de type I, III, V et VI. Les artérioles s'allongent et le réseau vasculaire se 

rétablit. 

 

- la phase sécrétoire  (j15-j28) suit l'ovulation et correspond à une 

transformation cellulaire due à l'action combinée des œstrogènes et de la 

progestérone. Les modifications observées au cours de cette phase visent à enrichir 

les sécrétions glandulaires en éléments nutritifs nécessaires à la survie d'un éventuel 

œuf fécondé, à permettre l'adhérence du blastocyste à l'épithélium de surface, et à 

favoriser la pénétration trophoblastique en constituant un environnement riche et 

bien vascularisé. Les glandes deviennent plus longues, plus sinueuses 

(Figure I.3 : G), et présentent une zone lucide d'accumulation de glycogène et de 

glycoprotéines au pôle basal. En milieu de phase sécrétoire, ces produits de 
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sécrétion migrent au pôle apical et font protrusion dans la lumière des glandes 

(Figure I.3 : H). Les artérioles deviennent spiralées et convolutées (Figure I.3 : I). Le 

stroma est œdémateux. La distension de l'endomètre est maximale et le réseau de 

fibres argyrophiles paraît plus lâche, propice à l'implantation. En fin de phase 

sécrétoire, l'œdème régresse, les cellules stromales se décidualisent, c'est-à-dire 

qu’elles grossissent, s’arrondissent et acquièrent un noyau central et vésiculeux et 

un cytoplasme clair, abondant, chargé de glycogène, de mucopolysaccharides et de 

lipides.  

 

- la phase menstruelle  (j1-j5) correspond à l'élimination de la couche 

fonctionnelle de l'endomètre en l'absence de fécondation et est accompagnée de 

saignements (Figure I.3 : J). Elle est due à la chute des taux plasmatiques des 

stéroïdes ovariens en fin de phase sécrétoire suite à la perte du corps jaune ovarien 

(Markee 1940). Cette diminution des concentrations hormonales engendre une 

cascade de signalisation encore mal définie menant à la dégradation protéolytique 

de la matrice extracellulaire (Figure I.3 : K). On observe simultanément une 

vasoconstriction des artérioles, qui pourrait diminuer l’apport d’oxygène 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 I.3 : L), mort cellulaire programmée, 

qui touche surtout le compartiment épithélial d’après la littérature, et ce dès 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, mêlé 

de débris tissulaires formés d'amas de cellules glandulaires et stromales qui ne sont 

plus retenues par le réseau tridimensionnel de fibres de collagène. 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 l’espace extracellulaire. Les principales 

macromolécules de la matrice extracellulaire sont des protéines fibreuses , de 

structure (collagène et élastine) ou d'adhérence (fibronectine et laminine), et des 

polysaccharides  (glycosaminoglycannes et protéoglycannes). Dans le stroma 

endométrial, les collagènes fibrillaires de type I et III  forment un réseau de fibres 

argyrophiles qui fournit ainsi un soutien structural permettant le maintien de l’intégrité 

du tissu et qui lui confère 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 disparaître 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 plasminogène, 

(ii) les cystéine et aspartyl protéases lysosomiales et (iii) les métalloprotéinases 

matricielles. Les investigations du laboratoire ont démontré l'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 à la superfamille des metzincines, des 

endopeptidases dépendant du zinc et du calcium (Stocker et al. 1995). Ces 

enzymes, synthétisées sous forme de zymogènes (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 collagènes 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 être stockée 

dans les granules de sécrétion des polymorphonucléaires neutrophiles où 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 synthèse des composants de la 

matrice extracellulaire sont en équilibre étroit. L'activité protéolytique des MMPs doit 

donc être finement régulée, ce qui peut se réaliser à différents niveaux. Les étapes 

de régulation les plus importantes sont la transcription  de l'ARNm, l'activation  de la 

pro-protéine latente et l'inhibition  de la forme active (Figure I.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.4 : Principaux modes de régulation de la b ioactivité 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 zymogène 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 l'α2-macroglobuline.  
Adaptation de Alix Berton, communication personnelle.  
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 Toutefois, d'autres mécanismes de régulation s'opèrent également au niveau 

de la stabilité de l'ARNm (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 l'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 être induite ou réprimée par de nombreux 

stimuli externes incluant des facteurs de croissance,  des cytokines  [TNF (Tumour 

Necrosis Factor)-α, ILs (interleukines), IFNs (interférons),…], la signalisation des 

intégrines , des produits d'oncogènes  [Ras, Jun,…], la protéine transmembranaire 

EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinases Inducer ou CD147), le stress 

mécanique , ainsi que par les composants de la matrice extracellulaire comme la 

fibronectine ou les collagènes de types I et IV (Chakraborti et al. 2003). 

 

 D'une manière générale, les MMPs humaines peuvent être classées en trois 

grands groupes en fonction de la composition de leur promoteur (Figure I.5) : (i) les 

promoteurs comprenant une boîte TATA et un site AP-1 (Activator Protein-1) 

proximal, dont ceux des MMP-1 et MMP-13; (ii) ceux comprenant une boîte 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 boîte TATA ni site AP-1 proximal. A 

ces sites minimaux de régulation s'ajoutent différents éléments cis qui permettent un 

contrôle fin et spécifique de l'expression par différents trans-régulateurs tels que les 

facteurs de transcription AP-2, NF-κB (Nuclear Factor-κB), STAT (Signal Transducer 

and Activator of Transcription)-1, TCF (T-Cell Factor), TIE (TGF-β Inhibitory Element) 

et l'élément de réponse à l'acide rétinoïque (RARE) qui peuvent agir de façon 

indépendante ou synergique.  
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Figure I.5 : Promoteur des gènes 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), NFκB (Nuclear 
Factor κB), 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 à l'aide du programme informatique 
MatInspector (Genomatix, http://www.genomatix.de/) en amont du site d'initiation de 
la transcription. D'après Clark et al. 2008. 
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 Les différentes voies impliquées dans le contrôle d'expression des MMPs sont 

(Overall et Lopez-Otin 2002; Tardif et al. 2001; Vincenti et Brinckerhoff 2007; Yuan et 

Varga 2001) (Figure I.6) :  

- la voie NF- κκκκB activée par le TNF-α, les IL-1,…  

- la voie des MAPKinases  (Mitogen-activated protein kinases) activée par le FGF 

(Fibroblast Growth Factor), l’EGF (Epithelial Growth Factor), les intégrines, les esters 

de phorbol,…  

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure I.6 : Voies de signalisation impliquées dans  la transcription des gènes 
des MMPs.  D'après Overall et Lopez-Otin 2002. 
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 2.3. Les MMPs et la menstruation   

  

 L’abondance des MMPs dans l’endomètre menstruel, leur contrôle cyclique 

par les stéroïdes ovariens et leur intervention dans la dégradation tissulaire 

endométriale ont été largement documentés au cours des 15 dernières années, en 

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

 

 2.3.1. Expression des MMPs dans l'endomètre 

 

 Plusieurs études ont contribué à déterminer le profil d’expression des MMPs 

dans l'endomètre 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’à 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, l'expression de la collagénase 3 

(MMP-13) n'a pas été détectée dans l'endomètre humain.  

 Les MMPs dont l'expression est induite en phase menstruelle jouent un rôle 

clé dans la dégradation tissulaire (Zhang et Salamonsen 2002). La MMP-1 en est 

une démonstration particulière. Son expression exclusive dans les foyers de lyse 

souligne son rôle initiateur du remodelage endométrial (Kokorine et al. 1996; Marbaix 

et al. 1996a). Par contre, le rôle des MMPs dont l'expression persiste durant les 

autres phases du cycle reste à préciser.  

 Dans l'endomètre, 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. Contrôle hormonal de l'expression des MMPs 

 

 L'augmentation soudaine des MMPs en fin de phase sécrétoire a suggéré leur 

contrôle par les stéroïdes ovariens. La corrélation entre la production d'activité 

collagénolytique et la chute des concentrations hormonales a premièrement été 

confirmée en culture d'explants. Dans un tel système, l’ajout de stéroïdes ovariens, 

17β-œstradiol 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 l'absence d'hormones, la menstruation est mimée: les MMPs 

sont induites et le réseau de fibres de collagène s'effrite et disparaît (Marbaix et al. 

1996a et 1996b) (Figure I.7).  

 

Figure I.7 : Réseau de fibres de collagènes d'expla nts d'endomètre. Coloration à 
l'argent du réseau de soutien de fibres de collagène en culture d'explants 
d'endomètre en présence (+EP) ou en absence (-H) de stéroïdes ovariens.  
D'après Marbaix et al. 1996b.  
 

Ces explants reflètent alors l'endomètre in situ dont ils gardent l'imprégnation 

hormonale. Seuls les explants de biopsies prélevées pendant la phase 

périmenstruelle sécrètent abondamment de la collagénase dès le premier jour de 

culture. En revanche, les explants d'endomètres prélevés en phases proliférative ou 

sécrétoire, contenant des concentrations résiduelles d'hormones endogènes, ne 

sécrètent 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'œstradiol (Marbaix et al. 1995; Osteen et al. 

1994).  

+EP                    -H
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 Le rôle inhibiteur majeur des stéroïdes ovariens sur l'expression des MMPs a 

été démontré in vivo chez le macaque. Des implants d'œstradiol 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 l'expression de nombreuses MMPs, dont la MMP-1 (Brenner 

et al. 1996). 

 

2.3.3. Les récepteurs des stéroïdes 

 

 Les stéroïdes ovariens transmettent classiquement leurs effets par 

l'intermédiaire de récepteurs nucléaires spécifiques : ERα (Green et al. 1986) et ERβ 

(Enmark et al. 1997) pour les œstrogènes 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 façon générale, l'abondance des récepteurs stéroïdes augmente pendant 

la phase proliférative sous l'effet inducteur des œstrogènes, est maximale autour de 

l'ovulation, régresse progressivement au cours de la phase sécrétoire sous l'effet 

anti-œstrogénique 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 œstrogènes qui prédominent 

dans l'endomètre prolifératif, surtout dans le compartiment glandulaire. ERα est 

détecté dans le noyau des cellules épithéliales et des cellules stromales de la couche 

fonctionnelle et de la couche basale. Leur détection s'accroît rapidement en phase 

proliférative et diminue en phase sécrétoire. En fin de phase sécrétoire et durant la 

menstruation, ERα est quasi indétectable dans les glandes mais persiste dans 

quelques rares foyers de cellules stromales (Snijders et al. 1992). ERβ est exprimé 

dans l’épithélium, le stroma et l’endothélium de l’endomètre (Critchley et al. 2002; 

Lecce et al. 2001). Dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux, ERα n'est 

exprimé qu'en fin de phase proliférative et début de phase sécrétoire tandis que ERβ 



Chapitre I : Introduction 
___________________________________________________________________________ 

18 
 

y est essentiellement exprimé en fin de phase sécrétoire. L'endomètre sécrétoire se 

caractérise par une expression stromale assez stable des récepteurs de la 

progestérone, 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'intérêt majeur porté au contrôle par les stéroïdes ovariens 

dans le cadre de mon travail, j'ai vérifié par immunohistochimie la présence des 

récepteurs nucléaires hormonaux dans les différents types d'échantillons utilisés: 

endomètres non cultivés représentatifs des différentes phases du cycle, explants 

cultivés en présence ou non des stéroïdes ovariens et cellules stromales ou 

épithéliales purifiées. En accord avec les observations décrites dans la littérature, les 

trois récepteurs analysés (ERα, PRA et PRB) ont pu être détectés dans les glandes 

et le stroma des échantillons sécrétoires et prolifératifs, qu'ils aient été cultivés sous 

forme d'explants ou non (Figure I.8). De fait, dans les échantillons analysés qui 

proviennent du début de la phase sécrétoire, l'expression épithéliale apparaissait 

intense comme attendu. Les marquages tissulaires étaient d'intensité comparable 

avant et après culture, sans influence visible de l'addition hormonale. Le signal de 

ERα 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 à la culture en présence des stéroïdes ovariens, les récepteurs 

ont également pu être détectés mais avec des signaux moins intenses (Figure I.9).  
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Figure I.8 : Immunodétection de récepteurs des stér oïdes dans l'endomètre 
non cultivé ou dans les explants cultivés pendant 2 4h. ERα, PRA et PRB 
combinés, ou PRB seul ont été immunolocalisés dans des échantillons d'endomètre 
non cultivés (NC) ou dans des explants issus de 2 endomètres en début de phase 
sécrétoire et 4 endomètres prolifératifs cultivés 24h en absence (-H) ou en présence 
(+EP) des stéroïdes ovariens. Les inserts montrent les contrôles négatifs. Les barres 
correspondent à 50 µm. 
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Figure I.9 : Immunodétection de récepteurs des stér oïdes dans les cellules 
épithéliales et stromales purifiées. ERα, PRA et PRB combinés, ou PRB seul ont 
été immunolocalisés dans les cellules épithéliales et stromales purifiées et adaptées 
à la culture pendant 4j et 8j respectivement en présence de concentrations 
physiologiques des stéroïdes ovariens. Les barres correspondent à 50 µm. 
 

 

L'utilisation de l'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 

l'expression de l'ARNm de la MMP-1 dans les cellules stromales et celle des 

récepteurs des stéroïdes 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 I.10) (Kokorine et al. 

1996).  
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Figure I.10 : Immunodétection des récepteurs de la progestérone et hybridation 
in situ de l'ARNm de la MMP-1. (A) Les récepteurs de la progestérone ont été 
détectés par immunohistochimie dans des explants d'endomètre prolifératif cultivés 
48h en absence des stéroïdes 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 l'ARNm de la MMP-1 sur une coupe adjacente à A. L'ARNm de la MMP-1 
est essentiellement détecté dans les cellules stromales de la partie gauche de la 
microphotographie. La barre correspond à 50 µm. D'après Kokorine et al. 1996. 
 

 

L'effet potentialisant de l'œstradiol peut s'expliquer par la stimulation de l'expression 

des récepteurs de la progestérone (Aronica et Katzenellenbogen 1991). Toutefois, 

les mécanismes sous-jacents aux contrôles hormonaux sont fort complexes et 

seulement partiellement déchiffrés à l'heure actuelle. En effet, à l'hétérogénéité de 

l'expression de ces récepteurs s'ajoute celle de leurs effets. Autant les isoformes du 

récepteur des œstrogènes que celles du récepteur de la progestérone peuvent 

induire des réponses antagonistes. Il a ainsi été démontré que ERβ inhibe ERα (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 stéroïdes, suggérant 

l'implication de régulateurs intermédiaires (Boonyaratanakornkit et Edwards 2004; 

O'Brien et al. 2006; Wehling et Losel 2006). 
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 2.3.4. Caractère focal de l'expression des MMPs 

 

 Tant dans l'endomètre humain menstruel in vivo que dans le système de 

culture d'explants non menstruels en absence des hormones, la dégradation 

tissulaire ainsi que l'expression de nombreuses MMPs, essentiellement les MMP-1, -

2 et -3, par les fibroblastes du stroma sont initialement focalisées autour des glandes 

endométriales (Figure I.11), avant de s'étendre à 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 I.11 : Dégradation focale de la matrice extr acellulaire.  La MMP-1 a été 
mise en évidence par immunohistochimie dans des explants d'endomètre cultivés 
pendant 24h en absence de stéroïdes ovariens et en présence de monensine 10µM, 
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 à 50 µm. D’après Kokorine et al. 1996. 
 
 

La précision spatio-temporelle de l'expression des MMPs reflète l'intervention de 

régulateurs locaux, notamment d'origine épithéliale, qui médient les effets des 

stéroïdes ovariens (Kokorine et al. 1996; Rodgers et al. 1994) et agissent ensemble 

pour stimuler l'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 être cultivées d'une part en absence de 

stéroïdes ovariens, et d'autre part en présence d'un milieu conditionné par les 

cellules épithéliales (Figure I.12). De telles observations renforcent l'hypothèse d'une 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.12 : Signalisation paracrine de l’inductio n de la production d’activité 
collagénase. Les cellules épithéliales et stromales purifiées 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’après 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 manière paracrine, 

juxtacrine ou autocrine, après liaison à leurs récepteurs spécifiques. Certaines sont 

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

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

cascade ou en réseau, (ii) par la pléiotropie de leurs effets, suite à l'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).  

Hématopoïétines IL-2    
IL-3     
IL-4    
IL-5    
IL-6  
IL-7   
IL-9  
IL-11 
IL-12  
EPO  
LIF     
GM-CSF   
G-CSF      
OSM         
CNTF       
GH           
TPO         

Interleukine 2 
Interleukine 3 
Interleukine 4 
Interleukine 5 
Interleukine 6 
Interleukine 7 
Interleukine 9 
Interleukine 11 
Interleukine 12 
Erythropoïétine 
Facteur inhibiteur leucémique 
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
Granulocyte colony-stimulating factor    
Oncostatine M 
Ciliary neutropic factor 
Growth hormone 
Thrombopoiétine 

Famille des TNF TNF  
LTα  
LTβ  
CD40L 
CD30L 
CD27L 
FasL 

Tumor Necrosis Factor  
Lymphotoxine α  
Lymphotoxine β 
CD40 ligand 
CD30 ligand 
CD27 ligand 
Fas ligand 
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Famille des IL-1 IL-1α 
IL-1β 
IL-1Ra 
IL-18 
bFGF 
aFGF 
ECGF 

Interleukine 1 α 
Interleukine 1 β 
Interleukine 1 receptor antagonist 
Interleukine 18 
Basic fibroblast growth factor 
Acidic fibroblast growth factor 
Endothelial cell growth factor 

Famille des  
chimiokines α 
(CXC) 

IL-8 
GRO α/β/γ 
NAP-2 
ENA 78 
GCP-2 
PF4 
CTAP-3 
MIG 
γIP-10 

Interleukine 8 
Melanocytes growth-stimulating factor 
Neutrophil-activating protein 
Epithelial neutrophil-activating peptide 78 
Granulocyte chemotactic protein 
Platelet factor 4 
Connective tissue-activating peptide 3 
Monokine induced by IFNγ 
IFNγ-inductible protein 10 

Famille des 
chimiokines β 
 (CC) 

MCP-1 
MCP-2 
MCP-3 
MIP-1 α 
MIP-1 β 
RANTES  

Monocyte chemoattractant protein 1 
Monocyte chemoattractant protein 2 
Monocyte chemoattractant protein 3 
Macrophage inflammatory protein 1α 
Macrophage inflammatory protein 1β 
Regulated upon activation normal T cell expressed and 
secreted 

Famille des PDGF PDGF A 
PDGF B 
CSF 
SCF 

Platelet-derived growth factor A 
Platelet-derived growth factor B 
Macrophage colony-stimulating factor 
Stem cell factor 

Famille des TGF-β TGF-β 
BMP 1, 2A, 
2B, 4 

Transforming growth factor β 
Bone morphogenetic protein 

 

Tableau I.1 : Familles des cytokines regroupées en fonction de leur homologie 
de structure ou de celle de leur récepteur. D'après Durum et al. 2000. 
 

 3.2. Les cytokines exprimées dans l'endomètre  

 

 Parmi les cytokines exprimées dans l'endomètre 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 

α (TNF-α) (Giudice 1994; Giudice et Saleh 1995; Tabibzadeh et Sun 1992). Dans le 

système reproducteur féminin, ces cytokines sont essentiellement impliquées dans la 

prolifération et la différenciation cellulaires ainsi que dans l'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 rôle dans le 

phénomène de la menstruation (Singer et al. 1999a). Ainsi, parmi les mieux définies 

dans ce processus, les TGF-βs, en tant que médiateurs des effets de la 

progestérone, sont connus pour inhiber l'expression des MMPs, en particulier 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-βs sont surexprimés en phase menstruelle. Durant les phases non 

menstruelles du cycle, les isoformes présentent des profils d'expression différents, 

voire opposés (pour TGF-β2 et TGF-β3), et il a été démontré en culture d'explants 

que ces cytokines sont différentiellement régulées (Gaide Chevronnay et al. 2008). 

Néanmoins, dans l'endomètre, la régulation de la libération des TGF-βs et/ou de leur 

maturation en forme active reste à définir et intervient très 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-βs 

(Kothapalli et al. 1997) qui aurait un rôle inhibiteur sur la voie des TGF-βs (Cheng et 

al. 2004). Dans l'endomètre, l'expression de l'ARNm de LEFTY-A est augmentée de 

manière spectaculaire en fin de cycle, juste avant le déclenchement des 

menstruations, suite à la chute des concentrations en stéroïdes 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-cinq interleukines 

ont été identifiées à 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 
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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 à 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 être classées 

parmi l'une des catégories précitées (IL-3) (Kaiser et al. 2004).  

 

 Certaines interleukines sont présentes dans l'endomètre. On y retrouve ainsi 

les IL-1, IL-6, IL-8, IL-11 et IL-15. Leur rôle touche les différentes fonctions 

endométriales. Parmi les membres du système IL-1 détectés dans l'endomètre 

(Tabibzadeh et Sun 1992), l'IL-1α est un inducteur potentiel des MMPs en culture 

primaire de cellules stromales (Rawdanowicz et al. 1994). Son rôle comme relais en 

réponse à la chute des concentrations en stéroïdes 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), l'addition de milieu conditionné par 

des cellules épithéliales combiné au retrait hormonal provoque une augmentation de 

l'activité collagénolytique libérée par les fibroblastes. L'ajout d'un anticorps bloquant 

spécifiquement l'IL-1α ou d'inhibiteurs naturels de cette cytokine inhibe cet effet 

(Figure I.13). Par ailleurs, des explants endométriaux ne libèrent rapidement de l'IL-

1α en culture que s'ils proviennent d'échantillons menstruels, riches en activité 

collagénolytique (Figure I.14).  
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Figure I.13 : Inhibition de la production stromale d’activité collagénase par un 
anticorps inhibant spécifiquement l’activité de l’I L-1αααα. 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 l’activité collagénase (3), un effet qui est inhibé 
par l’addition d’un anticorps bloquant spécifiquement l’IL-1α (4). D’après Singer et al. 
1997. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.14 : Libération d’IL-1 αααα par le tissu endométrial. Dosage de la libération 
de collagénase et d’IL-1α par des explants d’endomètres prélevés durant les phases 
sécrétoire (S), menstruelle (M) et proliférative (P) du cycle et cultivés pendant 24h en 
absence de stéroïdes ovariens. D’après Singer et al. 1997. 
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L'implication éventuelle de l'IL-1β a également été investiguée mais ce ligand n'est 

pas sécrété par les explants cultivés en l'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 suggère son rôle dans 

l'implantation et le dialogue materno-fœtal la précédant (Krussel et al. 2003; von 

Wolff et al. 2000). En particulier, l'IL-1β pourrait initier une cascade menant à 

l'expression des MMPs afin de favoriser l'invasion trophoblastique en cas de 

fécondation (Chung et al. 2001).  

L'IL-6 et l'IL-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 inexpliqués. 

L'IL-8, localisée dans les cellules épithéliales et dans les cellules stromales 

périvasculaires, est un puissant chémoattractant dont l'expression est inhibée par la 

progestérone. L'IL-8 joue ainsi un rôle 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 l'endomètre en début de gestation. Toutefois son rôle dans la fonction 

endométriale n'a pas été clairement identifié à ce jour (Okada et al. 2000a; Okada et 

al. 2000b).  

Enfin, l'IL-18 est une cytokine pro-inflammatoire qui présente la même structure 

secondaire que les agonistes IL-1 et a donc été classée dans cette famille. Son 

activité est dépendante de sa liaison au récepteur, l'IL-18R, et d'une protéine capable 

de la séquestrer appelée IL-18BP (IL-18 binding protein). Dans l'endomètre, l'IL-

18BP est augmentée en milieu de phase sécrétoire et inhibe l'activité de l'IL-18, 

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

  

 3.4.1. Composition et structure 

  

 Les IL-1 ont en commun leur structure secondaire composée de 12 feuillets β 

permettant une exposition correcte des sites de liaison aux récepteurs (Huising et al. 

2004). Chez les mammifères, elles sont également caractérisées par la présence 

d'un motif conservé [F/C]-X-S-[A/S/L/V]-X-X-P-X-X-[F/Y/L/I/V]-[L/I]-[S/C/A]-T-X-X-X-

X-X-X-X)-[L/I/V/M] 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 I.2) 

(Huising et al. 2004). Les formes majeures sont les agonistes IL-1α et IL-1β et 

l'antagoniste compétiteur physiologique, IL-1Ra (March et al. 1985). L'IL-1α et l'IL-1β 

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 gènes différents, regroupés sur le chromosome 2q14 

(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 cytosolique un domaine de 200 résidus hautement conservé, le domaine TIR 

(Toll/IL-1 receptor). Ce domaine, d'abord identifié chez la drosophile où 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 l'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-1α (IL-1F1) IL-1RI, IL-1RII 

IL-1β (IL-1F2) IL-1RI, IL-1RII 

IL-1Ra (IL-1F3, IRAP) IL-1RI, IL-1RII 

IL-18 (IL-1F4, IL-1γ, IGIF) IL-18R, IL-18BP 

IL-1F5 (IL-1δ, IL-1Hy, IL-1H3, IL-1RP3, IL-IL1, FIL1δ) ? 

IL-1F6 (FIL1ε) ? 

IL-1F7 (FIL1ξ, IL-1H4, IL-1RP1, IL-1H) IL-1RI, IL-18R, IL18BP 

IL-1F8 (IL-1η, IL-1H2) ? 

IL-1F9 (IL-1H1, IL-1RP2, IL-1ε) IL-1Rrp2 

IL-F10 (IL-Hy2) IL-1RI 

 

Tableau I.2 : Nomenclature et récepteurs des ligand s de la famille IL-1. Les 
noms entre parenthèses sont des synonymes. Abréviations: FIL1 et IL-1F, Family of 
IL-1; IGIF, Interferon-γ-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'après Huising et al. 
2004. 
 

 Les agonistes IL-1α et β sont principalement produits par des cellules de type 

hématopoïétique 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). Après leur traduction, ils 

sont stockés dans la cellule sous la forme de précurseurs (pro-IL-1) de 31 kDa. Bien 

que ne disposant pas de peptide signal, les deux isoformes sont pourtant sécrétées 

après clivage peptidique de l'extrémité amino-terminale, générant des formes 

matures de 17 kDa (Tableau I.3). Le mécanisme de sécrétion de l'IL-1α reste 

énigmatique et n'est pas commun à celui de l'IL-1β 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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2217,317,5PM (kDa)

152 aa153 aa159 aaForme mature

177 aa269 aa271 aaPrécurseur

IL-1RaIL-1βIL-1α

2217,317,5PM (kDa)

152 aa153 aa159 aaForme mature

177 aa269 aa271 aaPrécurseur

IL-1RaIL-1βIL-1α
 

 

 

 

 

 

Tableau I.3 : Nombre d'acides aminés des ligands IL -1 humains et poids 
moléculaire de leur forme mature. D'après Roux-Lombard 1998. 
 

La forme pro-IL-1α 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-1α à la 

membrane plasmique où elle est clivée par des cystéine protéases dépendant du 

calcium, les calpaïnes (Kavita et Mizel 1995; Kobayashi et al. 1990). La pro-pièce 

amino-terminale de l'IL-1α ainsi libérée présente un signal d'adressage vers le noyau 

(Wessendorf et al. 1993) où elle joue le rôle 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 suggèrent que l'IL-1α serait libérée par flip-flop 

membranaire après 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 I.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 

être induit par de nombreux stimuli extracellulaires, notamment ceux menant à 

l'apoptose, un processus connu de libération de l'IL-1α (Ashikaga et al. 1998; 

Hogquist et al. 1991; Iglesias et al. 1998; Sarih et al. 1993).  
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Figure I.15 : Modèle de la libération de l'IL-1 αααα induite par le stress cellulaire.  
Les composants du complexe, IL-1α et S100A13, sont transportés à la membrane 
plasmique par un mécanisme dépendant du cytosquelette d'actine. Le complexe 
dépendant du cuivre IL-1α-S100A13 se forme à la membrane plasmique et serait 
libéré dans le milieu extracellulaire par flip-flop du feuillet membranaire 
cytoplasmique vers le feuillet extracellulaire. D'après Prudovsky et al. 2003. 
 

 

 La pro-IL-1β intracellulaire est incorporée au sein de vésicules de sécrétion à 

l'aide de transporteurs de type ABC (ATP-Binding Cassette) (Andrei et al. 1999). 

Durant le processus de sa libération, la pro-IL-1β est clivée en sa forme mature 

carboxy-terminale de 17 kDa par la protéase ICE (IL-1β converting enzyme), appelée 

également caspase-1 (Dinarello 1997), elle-même activée par un complexe appelé 

"inflammasome" (Ogura et al. 2006). Sans en être un substrat, l’IL-1α est toutefois 

capable de se lier à cette enzyme (Keller et al. 2008). L'invalidation du gène ICE 

empêche la maturation de l'IL-1β mais également la production de l'IL-1α 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 l'expression des ligands IL-1 (Figure I.16) 

 

 [Référence principale : Stylianou et Saklatvala 1998] 

 

 L'expression des agonistes IL-1 peut être induite par des cytokines telles que 

TNF-α et NGF (Nerve growth factor), par les agonistes IL-1 eux-mêmes, 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 antigènes (Dinarello 1997).  

 

 Le promoteur du gène de l'IL-1α ne contient pas de motif TATA. L'expression 

de l'IL-1α est contrôlée par des éléments de régulation liant les facteurs nucléaires 

NF-κB et NF-IL6, Sp1 (Stimulatory protein 1) et AP-1 (Bailly et al. 1996; McDowell et 

al. 2005). L'expression de l'IL-1α 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 l'IL-1β comprend le motif TATA et des sites d'interaction avec 

NF-βA, NF-κB, NF-IL6, CREB (cAMP response element binding protein), AP-1, Sp1 

et Spi.1 (Spleen focus forming virus Proviral Integration 1). L'ARNm de l'IL-1β se 

retrouve de manière constitutive dans de nombreux tissus et organes ; toutefois, il 

est dégradé sans signal complémentaire (Watkins et al. 1999). La transcription et la 

traduction de l'IL-1β sont ainsi dissociées, ce qui est une particularité de l'IL-1β 

(Schindler et al. 1990).  

 

 L'expression de l'IL-1Ra est régulée par les facteurs de transcription AP-1, 

CREB et NF-βA. Un épissage alternatif du premier exon (Butcher et al. 1994) mène à 

la production de trois isoformes de 16 à 22 kDa : une forme soluble glycosylée et 

sécrétée par la voie classique, (sIL-1Ra, 22 kDa), et deux formes intracellulaires non 

glycosylées (icIL-1RaI et icIL-1RaII, 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 icIL-1Ra sont constitutivement exprimés par les kératinocytes 
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et les cellules épithéliales de l'intestin (Dinarello 1996). Le sIL-1Ra se lie à l'IL-1RI 

sans engendrer de réponse biologique, ce qui le classe parmi les cytokines anti-

inflammatoires.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure I.16 : Promoteur des gènes IL-1 αααα, IL-1ββββ et IL-1Ra. Abréviations : AP1, 
Activator Protein 1; CRE, cAMP Response Element; NFβA, Nuclear Factor βA; NFIL-
6, Nuclear Factor for Interleukin 6; NFκB, Nuclear Factor κB; SP1, Stimulatory 
Protein 1. Adapté de Stylianou et Saklatvala 1998.  
 

 

 3.4.3. Les récepteurs de l’IL-1 

 

 Les deux principaux récepteurs de l’IL-1 (Figure I.17) sont issus de gènes 

différents mais présentent 28% et 18% d'identité de séquence de leurs domaines 

extracellulaires et transmembranaires, respectivement (Martin et Falk 1997). Suite à 

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 I.17 : Représentation schématique des récept eurs membranaires IL-1 . 
D'après Cavaillon 1991. 
 

  Le récepteur de type I est une glycoprotéine de 80 kDa, exprimée par de 

nombreux types cellulaires dont les fibroblastes (Dower et al. 1990). Ce récepteur  

fixe majoritairement l'IL-1α et l'IL-1Ra (Kd=10-10M) et présente une affinité moindre 

pour l'IL-1β (Kd=10-9M) (Kilian et al. 1986). Une protéine accessoire associée au 

récepteur (IL-1RAcP) 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 à l'activation de facteurs de transcription dont Jun et Fos, NF-κB, 

Myc, C/EBP et NF-IL6. Ainsi, l'IL-1RAcP 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 à son tour active 

TRAF 6 (TNF Receptor Associated Factor 6) (Takatsuna et al. 2003) responsable de 

l'activation du facteur de transcription NF-κB. La voie des sphingomyélinases 

(SMyélinases) est également activée grâce à l'IL-1RAcP, entraînant une 

augmentation des céramides, second messager régulant l'homéostasie cellulaire 

IL-1RI
80 kDa

IL-1RII
65 kDa

28% 
d’identité

18% 
d’identité

milieu 
extracellulaire

milieu 
intracellulaire

membrane 
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(Santana et al. 1996). Une autre molécule se lie également au récepteur de type I, 

l'IIP1 (IL-1 Receptor Interacting Protein), mais uniquement s'il est quiescent (Martin 

et Falk 1997). L'IIP1 présente un domaine GAP-like (GTPase Activating Protein-like). 

Quand un agoniste se lie au récepteur, l'IIP1 se dissocie et, en parallèle, une 

protéine GEF (Guanosine Nucleotide Exchange Function) est activée et active à son 

tour une protéine G qui se lie à des molécules effectrices en amont du système 

MAPkinase (Figure I.18).  

 

Figure I.18 : Schéma des voies de signalisation ind uite par les ligands IL-1 lors 
de leur liaison à l'IL-1RI.  Abréviations: GAP, GTPase Activating Protein like; GEF, 
Guanosine nucleotide Exchange Function; IIP1, 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'après Martin et Falk 1997. 
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 Le récepteur de type II 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, l'IL-

1RII participerait à la biodisponibilité de ses ligands (Colotta et al. 1994; Stylianou et 

Saklatvala 1998). Ce récepteur présente une meilleure affinité pour l'IL-1β (kd=10-9-

10-10M) que pour l'IL-1α ou l'IL-1Ra (kd=10-8M) (McMahan et al. 1991).  

 

 3.4.4. Fonctions générales des IL-1 
 

 [Références principales : Mire-Sluis et Thorpe 1998; Rosenwasser 1998] 
 

 L'IL-1α et l'IL-1β 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 synthèse d'autres régulateurs dont la corticotropine, les prostaglandines (Kniss 

et al. 1997), l'oxyde nitrique, et les IL-2, IL-6, IL-8, TNF-α et GM-CSF.  

De façon non exhaustive, on retrouve des effets :  

 systémiques : fièvre, somnolence, anorexie, choc thermique, hypotension,

   neutrophilie, hyposidérémie, hyperlipidémie, hypoalbuminurie.

 locaux : angiogenèse et vasodilatation, fibrose, extravasation et influx 

   lymphocytaires, induction de chemokines, induction de MMPs. 

immunologiques : stimulation des cellules T (synthèse 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 l’endothélium, 

  synthèse des protéines hépatiques de la phase aiguë. 

   

 Bien que les deux agonistes majeurs aient la capacité de produire les mêmes 

effets par l'intermédiaire de leur récepteur, l'invalidation de chacun de ces gènes 

chez la souris a démontré le rôle critique de l'IL-1β dans le processus inflammatoire, 

essentiellement en phase aiguë, contrairement à l’IL-1α (Fantuzzi et Dinarello 1996). 

Les souris déficientes en IL-1β ne développent pas de fièvre et celles n'exprimant 

pas l'IL-1Ra ont une fièvre exacerbée (Horai 2005). Le développement normal et 

l'homéostasie préservée des souris déficientes en récepteur de type I montrent que 
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le système IL-1 n'est pas crucial à la survie (Labow et al. 1997). Toutefois, les 

cytokines sont caractérisées par des spectres d'action redondants. Il peut donc être 

supposé que d'autres cytokines viennent compenser la déficience.  

 

 Il faut distinguer les effets précités, médiés par le récepteur, de ceux de la pro-

pièce de l'IL-1α 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-1α (ou sa 

propièce uniquement) est transloquée à 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. Grâce à leur petite taille, l'IL-1α et 

l'IL-1β peuvent également être transloquées passivement à travers la membrane 

nucléaire (Luheshi et al. 2008). Enfin, certains auteurs ont rapporté que l'IL-1α peut 

être internalisée par endocytose du récepteur et transloquée dans le noyau cellulaire 

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

 

L'IL-1Ra sert à 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 icIL-1Ra atténuent l'expression des gènes induite en réponse à 

l'IL-1β par l'altération de leur ARNm (Watson et al. 1995). Les icIL-1Ra modulent 

également les effets intracellulaires de la pro-IL-1α (Higgins et al. 1999; Merhi-Soussi 

et al. 2005). 
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 3.5. Les IL-1 dans le système reproducteur   

 

3.5.1. Expression et effets du système IL-1 dans le s gonades et de l’œuf 

fécondé 

 

 Au niveau des gonades, les agonistes IL-1 sont détectés dans le fluide 

folliculaire (Barak et al. 1992). Les ARNm de l'IL-1α, de l'IL-1β, de l'IL-1Ra et de l'IL-

1RI sont présents dans les cellules qui constituent le cumulus ainsi que dans les 

cellules de la granuleuse, à l'exception de l'ARNm de l'IL-1α. La thèque des ovules 

ne produit par contre que l'IL-1RI (Gerard et al. 2004) (Figure I.19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.19 : Localisation des composants du systèm e IL-1 dans le follicule 
ovarien humain.  D'après Gérard et al. 2004. 
 

 Les IL-1β, IL-1Ra et IL-1RI sont également exprimés dans le blastocyste 

(Krussel et al. 2003). Cultivés in vitro, les œufs fécondés humains produisent 

d'importantes concentrations d'IL-1α et d'IL-1β et la présence de ces cytokines dans 

le milieu de culture a été corrélée à une implantation réussie après une fécondation 

in vitro (Karagouni et al. 1998). Au niveau du site implantatoire, de l'IL-1β 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 système IL-1, en particulier l'IL-1β, joue un rôle dans l'ovulation. En effet, la 

perfusion d'IL-1β 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 système IL-1, notamment la stéroïdogenèse. Toutefois, les effets 

semblent différents d'une espèce à l'autre. Chez la femme, les études in vitro 

montrent que l'IL-1 stimule la production de la progestérone (Sjogren et al. 1991) 

mais inhibe celle des œstrogènes par les cellules de la granuleuse (Barak et al. 

1992).  

 

 3.5.2. Expression et effets du système IL-1 dans l' endomètre 

 

La détection du système IL-1 au site d'implantation suggère qu'il joue un rôle 

dans ce processus. En effet, les souris transgéniques qui surexpriment l'IL-1Ra 

montrent des défauts d'implantation sans modification de la croissance de l'embryon 

(Simon et al. 1994). Toutefois, les souris déficientes pour un des autres gènes 

majeurs du sytème IL-1 (IL-1α, IL-1β ou IL-1RI) se reproduisent normalement (Horai 

et al. 1998). 

 

 Les études du système IL-1 dans l'endomètre humain sont à ce jour peu 

nombreuses et ont parfois mené à des conclusions contradictoires. Une expression 

constante de l'IL-1α tout au long du cycle menstruel dans les cellules épithéliales et 

stromales a été proposée sur base d'un nombre très 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 l'IL-1α 

(Singer et al. 1997). De même, alors que la protéine IL-1β n'est que peu ou pas 

détectée dans l'endomètre 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, l'expression de l'IL-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). 
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 L'expression des récepteurs IL-1 est moins l'objet de controverses. L'IL-1RI, 

l'IL-1RAcP et l'IL-1RII sont exprimés par les cellules épithéliales et par les cellules 

stromales de l'endomètre tout au long du cycle (Bigonnesse et al. 2001a; Bigonnesse 

et al. 2001b; Boucher et al. 2001; Simon et al. 1993a). L'expression de l'IL-1RI 

augmente en phase sécrétoire (Bigonnesse et al. 2001a; Simon et al. 1993b) tandis 

que celle de l'IL-1RII décroît (Boucher et al. 2001). L'IL-1RAcP ne varie pas de 

manière significative (Bigonnesse et al. 2001b). La documentation relative aux 

différentes isoformes des récepteurs dans l'endomètre, 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, l'IL-1F5 (Busfield 

et al. 2000) et l'IL-1F7 (Kumar et al. 2002) sont exprimés dans le tissu utérin. 

Toutefois, ni l'origine cellulaire précise de ces ligands, ni leur rôle biologique dans 

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

  

 Les ligands IL-1 peuvent potentiellement stimuler l’expression de toutes les 

MMPs dont le promoteur contient une TATA box et un site AP-1 proximal. Dans 

l'endomètre, l'effet inducteur des IL-1 sur l'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 l'inhibition de sa bioactivité par la présence de la progestérone 

(Keller et al. 2000; Singer et al. 1997). Toutefois, l'action des ligands IL-1 dans 

l'endomètre se manifeste également par la production d'autres cytokines et facteurs 

de croissance, dont TNF-α (Laird et al. 1996), IL-8 (Arici et al. 1996) et LIF (Arici et 

al. 1995) qui sont à leur tour capables d'induire des MMPs et d'influencer la 

prolifération, la différenciation et l'apoptose cellulaires (Frank et al. 1995; Rossi et al. 

2005; Simon et al. 1997; Tanaka et al. 1998). Ces mécanismes contribuent à la 

constitution d'un réseau complexe de cytokines contrôlant la fonction endométriale et 

dont les nombreuses interconnections permettent de compenser la déficience de 

l'une d'entre elles.  
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4) Pathologies associées aux MMPs et à l'IL-1 αααα 

 

 La protéolyse mal contrôlée des composants de la matrice extracellulaire 

conduit à différentes pathologies telles que le cancer, le développement de plaques 

athéromateuses et leur rupture, l'arthrite rhumatoïde, ou encore l'arthrose qui 

impliquent une surexpression des MMPs (Murphy et Nagase 2008; Rannou et al. 

2006). Les objectifs thérapeutiques menés jusqu'à aujourd'hui, dans le 

développement cancéreux essentiellement, ont visé à inhiber les effecteurs 

principaux du remodelage matriciel, les MMPs. Toutefois, ces traitements n'ont 

conduit qu'à des résultats décevants ou peu spectaculaires (Zucker et al. 2000). 

Ainsi, si l'inhibition des MMPs par leurs inhibiteurs tissulaires (TIMPs) décroît la 

croissance tumorale dans les modèles 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 

auprès 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-1α dans plusieurs types de pathologies 

ouvre la voie à 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 à l'IL-1α libérée par les cellules cancéreuses (Loffek 

et al. 2005; Wolf et al. 2001). Une corrélation directe entre l'expression de l'IL-1α et 

l'invasion a été mise en évidence dans les cellules cancéreuses (Lewis et al. 2006; 

Singer et al. 2002) 

 

  Dans les pathologies du système reproducteur, l'implication des MMPs a été 

démontrée dans les saignements dysfonctionnels et l'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 l'IL-1α 
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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 considérée 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 mène à des 

douleurs pelviennes et à l'infertilité (Nisolle et al. 2007). Ces lésions 

endométriosiques synthétisent des MMPs spécifiques, dont la MMP-1, et présentent 

des anomalies du système IL-1, à savoir une libération excessive de l'IL-1α 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 l'IL-1 favorise les étapes d'adhérence nécessaires à l'endométriose (Beliard et 

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

 

 La dégradation de la matrice extracellulaire est un aspect fondamental des 

mécanismes de remodelage tissulaire physiologiques et pathologiques. Ce 

remodelage est particulièrement bien illustré par l'endomètre humain entre la 

ménarche et la ménopause. Au cours de chaque cycle menstruel, la muqueuse 

présente une séquence de modifications caractéristiques qui préparent l'implantation 

d'un éventuel embryon; à défaut, la couche fonctionnelle de l'endomètre se délite et 

est éliminée. La chute de production d'œstrogènes et de progestérone par les 

ovaires induit l'expression et l'activation de MMPs, responsables de la lyse de la 

matrice extracellulaire et ainsi, de l'élimination de la couche superficielle de 

l'endomètre. Toutefois, les mécanismes et le contrôle de la lyse menstruelle de 

l'endomètre restent encore mal compris. Le contrôle cyclique global par les stéroïdes 

ovariens ne suffit pas à rendre compte de la réponse des MMPs. Le caractère focal 

de l'induction menstruelle de l'expression des MMPs résulte très vraisemblablement 

d'un réseau local de relais paracrines et intracellulaires qui contrôle dans le temps 

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

 

 L'IL-1α, une cytokine proinflammatoire, peut être produite par de nombreux 

types cellulaires. En culture de cellules endométriales purifiées, de l'IL-1α d'origine 

épithéliale joue un rôle clé dans la stimulation d'expression stromale de MMP-1, une 

collagénase. Bien que la production d'IL-1α soit généralement associée à 

l'inflammation et à la souffrance cellulaire, elle survient également transitoirement de 

manière physiologique au cours du développement embryonnaire et au terme du 

cycle menstruel. Toutefois, le contrôle de l'expression et de la biodisponibilité de l'IL-

1α endométriale était encore pauvrement documenté lors de l'initiation de ce travail. 

Mon travail de recherche a dès lors eu pour objectif de déterminer avec précision le 

profil d'expression et les mécanismes de régulation de la biodisponibilité de l'IL-1α 

dans l'endomètre humain, en particulier dans le contexte de son action inductrice de 

MMPs menstruelles. A cette fin, l'IL-1α et son ARNm ont été quantifiés et localisés 

dans un large échantillonnage d'endomètres prélevés aux différentes phases du 

cycle. L'effet des stéroïdes ovariens sur les quantités et la localisation de l'ARNm et 

de la protéine a été analysé en culture d'explants. Les effets de l'IL-1α étant 
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influencés par l'IL-1β et l'IL-1Ra, l'expression et le contrôle de ces compétiteurs du 

récepteur ont été comparés à ceux de l'IL-1α.  

 

 En résumé, mes recherches ont permis de déterminer que, dans l'endomètre 

humain, l'IL-1α est essentiellement produite par les cellules résidentes, épithéliales et 

fibroblastiques, et que les mécanismes de régulation de son expression diffèrent 

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 complète la caractérisation d'une cytokine qui 

offre trois niveaux de contrôle local à l'induction rapide de l'expression de 

collagénase dans un tissu se remodelant. 
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Chapitre II : Résultats  

 

 L'objectif principal de mon travail a consisté à identifier les mécanismes de 

régulation de l'expression et de la biodisponibilité de l'IL-1α dans l'endomètre humain 

au cours du cycle menstruel et à préciser la contribution des stéroïdes ovariens. A 

cette fin, plusieurs méthodologies analytiques complémentaires ont été utilisées sur 

des prélèvements d'endomètre humain avant ou au terme de leur culture sous forme 

d’explants ou de cellules épithéliales et stromales purifiées.  

 

1) Niveaux d’expression de l'IL-1 αααα, de l'IL-1 ββββ et de l'IL-1Ra dans l'endomètre 

humain au cours du cycle.  

 

 Les quantités d'ARNm d'IL-1α et de β-actine ont été mesurées par RT-PCR en 

temps réel à partir de 78 échantillons endométriaux prélevés durant les différentes 

phases du cycle. Puisque l'action de l’IL-1α est influencée par les ligands IL-1 

compétitifs du récepteur IL-1 de type I, les profils d’expression de l’IL-1β et de l’IL-

1Ra ont été également mesurés dans les mêmes échantillons. Il a par ailleurs été 

démontré au laboratoire que les quantités d'ARNm de la β-actine ne varient pas de 

manière significative dans l'endomètre au cours du cycle (Cornet et al. 2002). Elles 

ont dès lors été utilisées pour normaliser celles de chaque ARNm d’intérêt en 

exprimant les mesures sous forme de quantités relatives (Figure II.1 : A, C et E). En 

parallèle, les protéines correspondantes ont été quantifiées par ELISA (Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay) dans 39 de ces échantillons et 15 autres 

supplémentaires (Figure II.1 : B, D et F). 

 Les différents ARNm et protéines ont été détectés dans tous les échantillons 

analysés, à l’exception de la protéine IL-1β 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 l’IL-1α et de l’IL-1β. Dans 

l'ensemble, les profils d'expression des trois ligands IL-1 au cours du cycle se sont 

avérés comparables (Figure II.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 
quantité d'ARNm d’IL-1α, d’IL-1β 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’endomètre 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’ARNm 
de β-actine ou de protéines totales dans les mêmes 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 caractère significatif des variations globales au cours du cycle a été 
déterminé à l’aide du test de Kruskal-Wallis : ††, P<0,005; †††, 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-1α entre les différentes phases du cycle en dépit d’importantes variations 

individuelles entre échantillons au sein d'une même phase. Les tests post-hoc plus 

spécifiques de Wilcoxon ont confirmé le caractère significatif des augmentations de 

2,7 et de 4,3 fois des quantités relatives d'ARNm d'IL-1α 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 à 20 fois des quantités 

relatives d'ARNm des trois ligands IL-1 et de la protéine IL-1α a été mesurée entre la 

phase menstruelle et la phase proliférative. En outre, les quantités d'ARNm de l'IL-1β 

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, même si toutes les variations n'étaient pas significatives, les 

médianes les plus élevées ont été systématiquement mesurées dans les échantillons 

menstruels. Toutefois, l'amplitude des variations mesurées au cours du cycle 

menstruel est restée extrêmement modeste au regard de celle d’autres ARNm (par 

exemple de LEFTY-A et de MMP-1) étudiés de manière comparable au laboratoire et 

dont le niveau varie de 100 à plus de 1000 fois entre la phase menstruelle et les 

autres phases du cycle (Cornet et al. 2002; Vassilev et al. 2005) (Figure II.2). En 

particulier, bien que les quantités relatives médianes de l'ARNm de LEFTY-A 

(3,7x10-3) étaient similaires à celles de l'IL-1α et de l'IL-1β (3,0x10-3) au cours de la 

phase menstruelle, elles étaient nettement inférieures durant les phases sécrétoires 

et prolifératives (2,7x10-4 et 4,6x10-5, respectivement) à celles de l'IL-1α (1,1x10-3 et 

5,6x10-4) et de l'IL-1β  (1,9x10-3 et 3,4x10-4). De telles observations suggèrent que la 

persistance d'une expression non menstruelle importante des IL-1α et β nécessite le 

recours à un (des) autre(s) mécanisme(s) de régulation de leur bioactivité. 
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Figure II.2 : Comparaison des quantités relatives d es ARNm de l'IL-1 αααα, de 
LEFTY-A et de la MMP-1. Les ARNm d’IL-1α (A), de LEFTY-A (B) et de la MMP-1 
(C) ont été quantifiés dans des échantillons d’endomètres 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 β-
actine dans les mêmes extraits et sont présentées comme à la figure 1. Le caractère 
significatif des variations entre les phases du cycle a été déterminé à l’aide du test 
non paramétrique de Wilcoxon : *, P<0,05; **, P<0,005; ***, P<0,001. 
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2) Contrôle de l'expression de l'IL-1 αααα, de l'IL-1 ββββ et de l'IL-1Ra par les stéroïdes 

ovariens en culture d'explants. 

 

 La dégradation tissulaire endométriale et l’expression de la MMP-1 sont 

fortement inhibées par l'addition d'une combinaison d'œstradiol et de progestérone 

en culture d'explants (Vassilev et al. 2005), ce qui reflète et peut expliquer leur 

régulation in vivo. Les variations cycliques plus limitées des quantités d'ARNm des 

ligands IL-1 suggèrent un contrôle global moins strict de leur expression par les 

stéroïdes ovariens. Afin de tester cette hypothèse, des explants d'endomètre ont été 

cultivés pendant 24h en présence (+EP) ou non (-H) d'œstradiol 1nM et de 

progestérone 100nM. Les explants ont été préparés à 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-1α, d'IL-1β 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-1α et d'IL-1β a 

systématiquement augmenté par rapport au tissu non cultivé (NC) correspondant 

(Figure II.3 : A à F) pour atteindre des valeurs identiques, voire supérieures, à celles 

mesurées dans les échantillons menstruels non cultivés. L'addition des stéroïdes 

ovariens a réduit d’environ 2,5 fois l'augmentation des quantités relatives des 

protéines IL-1α et IL-1β et d’ARNm d'IL-1β dans les explants prélevés en phase 

proliférative, mais pas dans les explants provenant d'endomètres sécrétoires, 

probablement en raison de la présence des hormones endogènes. Par contre, les 

stéroïdes ovariens n'ont pas influencé le niveau d'expression de l'IL-1Ra ni de son 

ARNm (Figure II.3 : E et F).  

 L’inhibition, par les stéroïdes ovariens, de l'augmentation des quantités 

d'ARNm des ligands IL-1 en réponse à la mise en culture fut nettement inférieure à 

celles mesurées pour LEFTY-A (17 fois) ou la MMP-1 (12 fois) (Cornet et al. 2002; 

Vassilev et al. 2005), indiquant le caractère mineur du contrôle hormonal sur 

l'expression d'IL-1α et IL-1β 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 l'objet des expériences suivantes.  
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Figure II.3 : Contrôle hormonal de l’expression des  ligands IL-1 en culture 
d'explants.  Les quantités d’ARNm d’IL-1α, d’IL-1β et d’IL-1Ra et des protéines 
correspondantes ont été mesurées dans des explants d'endomètres prolifératifs ou 
sécrétoires cultivés 24h en présence (○) ou non (●) d’œstradiol 1nM et de 
progestérone 100 nM. Les quantités relatives sont présentées comme à la figure 1 et 
comparées aux valeurs correspondantes avant culture ( ). 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 contrôle différentiel de l 'expression de l’IL-1 αααα 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 thèse de doctorat d’Héloïse Gaide Chevronnay. Des sections histologiques 

d’explants de trois endomètres prolifératifs cultivés pendant 24h en présence ou non 

des stéroïdes ovariens ont été microdisséquées pour séparer stroma et glandes 

(Figure II.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FigureII.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 Héloïse 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 II.5).  

 Dans les explants cultivés en absence d’hormones, des quantités similaires 

ont été mesurées dans les deux compartiments pour l’ARNm de l’IL-1α et pour celui 

de l’IL-1Ra, contrairement à l’ARNm de l’IL-1β qui s’est distingué par une 

prédominance stromale. L’addition des stéroïdes ovariens à la culture a provoqué 

une réduction moyenne de 14 fois des quantités relatives d’ARNm de l'IL-1α dans le 

stroma, et de plus de 25 fois de celles de l’ARNm de l’IL-1β dans les glandes, bien 

que la relevance physiologique de cette dernière différence reste à déterminer dans 

Gl

St
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la mesure où les valeurs avoisinent le seuil de détection. Aucune autre variation 

systématique n’a été relevée.  

 

 

 
 
Figure II.5 : Contrôle 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-1α, d’IL-1β et d’IL-1Ra ont été mesurées dans les compartiments 
stromal (St) et glandulaire (Gl) isolés par microdissection au laser à partir de trois 
échantillons d'endomètres prolifératifs cultivés 24h en présence (○) ou non (●) 
d'hormones, normalisées par rapport aux quantités d'ARNm de β-actine 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 l'amplification linéaire pratiquée sur les ARN avant quantification. Ce biais 

étant systématiquement et identiquement appliqué à tous les échantillons 

microdisséqués, il ne devrait pas fausser les comparaisons entre ces échantillons. 

Par contre, il est très certainement à l'origine des différences de quantités relatives 

d'ARNm relevées entre échantillons microdisséqués ou non. En dépit de ce biais, 

ces résultats indiquent clairement un contrôle hormonal de l'expression de l'IL-1α 

limité au compartiment stromal et masqué, dans les quantifications totales, par 

l'abondance de son expression épithéliale.  
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4) Origine cellulaire de l'IL-1 αααα.  

  

 Les expériences de microdissection au laser ont montré que l'IL-1α est 

exprimée dans les compartiments glandulaire et stromal de l'endomètre. Dans le 

compartiment stromal, les cellules inflammatoires, qui sont abondantes en fin de 

cycle menstruel, pourraient contribuer à une partie importante de la production d'IL-

1α. Toutefois, l'influx de cellules inflammatoires ne peut expliquer l'augmentation des 

quantités d'ARNm de l'IL-1α dans les explants. Afin de préciser la nature des cellules 

stromales produisant l’IL-1α et de confirmer le contrôle hormonal différentiel de 

l’expression d’IL-1α par les deux compartiments cellulaires, l’ARNm de l’IL-1α a été 

localisé par hybridation in situ sur des sections histologiques (i) d’endomètres non 

cultivés représentatifs des différentes phases du cycle (Figure II.6) ou (ii) d’explants 

cultivés (Figure II.7).  

 

 

 
Figure II.6 : Localisation tissulaire de l’ARNm et de la protéine de l’IL-1 αααα au 
cours du cycle menstruel. Champs caractéristiques de la localisation par 
hybridation in situ (HIS) de l’ARNm de l’IL-1α (A-C) et par immunohistochimie (IHC) 
de la protéine correspondante (E-G) détectés dans des échantillons d’endomètres 
prolifératifs (A et E; n=10), sécrétoires (B et F; n=15) et menstruels (C et G; n=10). 
Les contrôles négatifs pour l'hybridation in situ ou l'immunohistochimie ont été 
réalisés pour chaque échantillon sur une coupe adjacente à l'aide de la sonde sens 
ou d'un anticorps non relevant, et les contrôles effectués sur un endomètre menstruel 
sont présentés en D et H respectivement. Les inserts représentent des 
agrandissements de quatre fois des zones encadrées. Les barres correspondent à 
50 µm. 
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Comme attendu, des variations majeures d’expression ont été observées dans 

le stroma mais non dans les glandes. L’ARNm de l’IL-1α a été détecté dans les 

cellules épithéliales de tous les prélèvements non cultivés testés (Figure II.6 : A à C), 

quelle que soit la phase du cycle, et dans tous les explants cultivés (Figure II.7 : A et 

B). De même, un marquage stromal abondant a été observé sur les coupes 

d’endomètres non cultivés prélevés pendant la phase menstruelle (Figure II.6 : C) et 

d’explants cultivés en absence d’hormones (Figure II.7 : B). Par contre, aucun signal 

stromal n’a pu être décelé sur les coupes des échantillons prélevés durant les 

phases proliférative et sécrétoire (Figure II.6 : A et B) et seul un très faible signal a 

été observé sur un nombre limité de coupes d’explants cultivés en présence des 

stéroïdes ovariens (Figure II.7 : A). Le profil immunohistochimique de la protéine est 

remarquablement superposable au signal de l'ARNm et reproduit en particulier le 

contraste de marquage stromal tant entre endomètres non menstruels et menstruels 

(Figure II.6 : E à G) qu’entre explants cultivés en présence ou non des stéroïdes 

ovariens (Figure II.7 : C et D). Un marquage cytosolique homogène de l’ensemble 

des cellules est observé tant dans le compartiment glandulaire que dans le 

compartiment stromal, à l'exception des glandes menstruelles caractérisées par un 

enrichissement apical ou parfois basal (Figure II.6 : G).  
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Figure II.7 : Contrôle de la localisation tissulair e de l’ARNm et de la protéine IL-
1αααα en culture d'explants. Des champs caractéristiques d’hybridation in situ (HIS) de 
l’ARNm de l’IL-1α (A et B) et de l’immunohistochimie (IHC) de la protéine 
correspondante (C et D) sont présentés dans des échantillons d’endomètres cultivés 
24h en présence (+EP; A et C) et en absence (-H; B et D) de stéroïdes ovariens. Les 
inserts représentent des agrandissements de quatre fois des zones encadrées. Les 
barres correspondent à 50 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Chapitre II : Résultats 
___________________________________________________________________________ 

58 
 

Le stroma endométrial contient différents types cellulaires majeurs qui peuvent 

être 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 l'IL-1α, une immunodétection simultanée d'IL-1α et de ces 

divers marqueurs a été réalisée sur la même section histologique ou sur des sections 

adjacentes d'endomètre menstruel et d'explants cultivés sans addition d'hormones 

(Figure II.8).  

Figure II.8 : Caractérisation des cellules stromale s 
contenant de l’IL-1 αααα. La localisation de l'IL-1α (A-D et I) 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 d’un endomètre 
menstruel non cultivé (n=3, A-D) ou par marquage sur des 
coupes sériées d’explants cultivés 24h sans hormones 
(n=5; E-I). Les inserts représentent des agrandissements 
de quatre fois des zones encadrées. Les barres 
correspondent à 50 µm. 

 

 

 Chacun de ces types cellulaires a pu être détecté dans les tissus analysés, 

tant non cultivés (Figure II.8 : A à D) que cultivés (Figure II.8 : E à I) à l’exception de 

CD56. Toutefois, les résultats ont clairement montré que la protéine IL-1α était 

majoritairement présente dans les cellules de type fibroblastique exprimant le CD10. 

I
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Collectivement, les résultats d'hybridation in situ et d'immunolocalisation indiquent 

que les fibroblastes sont responsables de la majorité de la production stromale d'IL-

1α sous le contrôle des stéroïdes ovariens, bien qu'une contribution de cellules 

hématopoïétiques ne puisse être exclue. De façon inattendue, aucun signal 

extracellulaire n'a été immunodétecté, même dans l'endomètre menstruel et les 

explants cultivés sans hormones. Cette apparente contradiction à l'hypothèse d'une 

augmentation de la libération de l'IL-1α dans ce type d'échantillons est discutée plus 

loin.  

 

5) Immunolocalisation de l’IL-1 αααα dans l’endomètre pendant des épisodes de 

saignement dysfonctionnel.  

 

Des explants menstruels ou préparés à partir d’endomètres prélevés pendant 

des épisodes de saignement dysfonctionnel libèrent de grandes quantités d’IL-1α 

dès le premier jour de culture, contrairement aux explants d’endomètres prolifératifs 

et sécrétoires qui n'en libèrent qu'après 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 à proximité de zones préservées qui 

conservent le marquage des fibres argyrophiles (Figure II.9 : A et C). La localisation 

cellulaire de l’IL-1α (Figure II.9 : B et D) a été déterminée sur des coupes de 9 

biopsies endométriales prélevées au cours d’épisodes de saignement dysfonctionnel 

et comparée à la coloration à l’argent pratiquée sur des coupes adjacentes.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure II.9 : Localisation cellulaire de l'IL-1 αααα dans l'endomètre de patientes 
souffrant de saignements anormaux. Des aires tissulaires dégradées (A) ou 
préservées (C) d’échantillons d'endomètres présentant du saignement dysfonctionnel 
(n=9) ont été identifiées au moyen de la coloration à l'argent du réseau de fibres de 
collagène argyrophiles. L'IL-1α a été détectée sur des coupes adjacentes (B et D). 

BA DC

Zone dégradée Zone  préservée
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Les inserts représentent des agrandissements de quatre fois des zones encadrées. 
Les barres correspondent à 50 µm. 

Comme dans tous les échantillons normaux analysés, l’IL-1α a été détectée 

dans l’ensemble des cellules épithéliales, tant dans les foyers dégradés que dans les 

régions préservées. Ce marquage épithélial généralisé était en contraste frappant 

avec l’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 mêmes MMPs, à des mécanismes 

déclencheurs locaux communs. Bien que les échantillons pathologiques n'aient plus 

été utilisés dans la suite de l'étude, cette constatation prouve le double intérêt, 

fondamental et appliqué au développement de nouvelles thérapies, de comprendre 

les mécanismes de contrôle de l'expression de l'IL-1α endométriale.  

  

6) Contrôle hormonal de l’IL-1 αααα épithéliale en culture d’explants. 

 

 Plusieurs de nos observations convergeaient pour démontrer une production 

épithéliale continue d'IL-1α tout au long du cycle, sans influence des stéroïdes 

ovariens. Toutefois, l’absence d’IL-1α immunodétectable dans les milieux 

conditionnés pendant 24h par des explants non menstruels ainsi que les niveaux 

limités d’ARNm de MMP-1 mesurés en dehors de la menstruation suggéraient un 

contrôle post-traductionnel de la bioactivité de l’IL-1α épithéliale. Ainsi, les stéroïdes 

ovariens pourraient empêcher la libération de l’IL-1α épithéliale. Pour tester cette 

hypothèse, des explants non menstruels ont été cultivés en présence de 

cycloheximide (+CHX), un inhibiteur de la traduction protéique, afin de bloquer toute 

néosynthèse d'IL-1α et investiguer le sort, après 24h de culture d’explants, de l'IL-1α 

présente dans le compartiment épithélial au moment du prélèvement (Figure II.10 : A 

et B). L’immunolocalisation systématique de la cytokératine a permis de vérifier la 

préservation cellulaire et l’absence d’effet globalement toxique de la CHX (Figure 

II.10 : C et D).  
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Figure II.10 : Effet des stéroïdes ovariens sur la détection de l'IL-1 αααα dans les 
explants cultivés en présence de cycloheximide. Des champs caractéristiques de 
l'immunomarquage de l'IL-1α (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 stéroïdes sont présentés. Les inserts représentent 
des agrandissements de quatre fois des zones encadrées. Les barres correspondent 
à 50 µm. 
 

 

 

 En confirmation de notre hypothèse, le marquage épithélial de l'IL-1α n’a été 

préservé que dans les explants cultivés en présence des stéroïdes ovariens, 

suggérant la dégradation ou la libération de la cytokine en l’absence d’hormones. 

 Ces deux mécanismes potentiels ont été testés en mesurant par ELISA les 

concentrations d’IL-1α 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 l’immunohistochimie, des 

quantités similaires d’IL-1α ont été mesurées dans les homogénats d’explants 

cultivés en présence et en absence des stéroïdes ovariens (Figure II.11). De plus, 

l’absence d’hormones n’a entraîné aucune modification significative du pourcentage 

d’IL-1α recueillie dans les milieux conditionnés (moins de 2% de l’IL-1α mesurée 

dans les homogénats ; non représenté). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.11 : Contrôle hormonal des quantités d'IL -1αααα dans les explants 
cultivés en présence de cycloheximide. Les quantités d’IL-1α ont été mesurées 
dans des explants cultivés pendant 24h en présence de cycloheximide et en 
présence (○) ou non (●) des stéroïdes ovariens. Les valeurs ont été normalisées par 
rapport à 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 différences de spécificité des anticorps (par 

exemple si l’anticorps utilisé pour l’immunohistochimie reconnaît préférentiellement la 

pro-forme de l’IL-1α) ou par une disparition d’une partie de l’IL-1α lors de la 

préparation des coupes pour immunohistochimie. Afin de tester la première 

hypothèse, des homogénats d'endomètres cultivés ou non ont été soumis à des 

analyses par Western blotting en utilisant le même anticorps anti-IL-1α que pour 

l’immunohistochimie. Malheureusement, malgré plusieurs adaptations de la 

procédure, aucune détection spécifique n’a pu être obtenue, même sur une piste 

contrôle contenant de l’IL-1α recombinante. Selon notre seconde hypothèse, 

l’élimination d’une partie de l’IL-1α au cours de la préparation des lames pour 

l’immunohistochimie pourrait refléter ses différentes localisations tissulaires, en 
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particulier l’existence d’une proportion d’IL-1α extracellulaire se trouvant encore dans 

le tissu, à distinguer de l’IL-1α recueillie dans le milieu de culture. Ainsi, seules les 

formes intracellulaires d’IL-1α seraient détectables par immunohistochimie, par 

opposition à la forme libérée, maintenue dans le réseau matriciel extracellulaire. Afin 

de comparer les contingents intra- et extracellulaires d’IL-1α, des explants cultivés en 

présence de CHX et avec ajout ou non d’œstradiol et de progestérone ont été 

soumis à une digestion protéolytique modérée afin de récupérer la fraction 

résistante, enrichie en cellules intactes. Les quantités d’IL-1α préservée (et donc 

présumée intracellulaire) ont été mesurées dans les homogénats préparés après 

protéolyse (Figure II.12 : protéase +) et comparées à celles relevées dans des 

homogénats d’explants non protéolysés (Figure II.12 : protéase -). Les mesures ont 

été normalisées par référence à une protéine cytosolique, la sous-unité 20S du 

protéasome, afin de tenir compte des dommages cellulaires engendrés par la 

protéolyse.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.12 : Contrôle hormonal des quantités intr acellulaires d'IL-1 αααα dans les 
explants cultivés en présence de cycloheximide. Les quantités d’IL-1α ont été 
mesurées dans les extraits totaux (protéase -) ou dans la fraction résistante après 
protéolyse des composants de la matrice extracellulaire (protéase +) d'explants 
cultivés pendant 24h en présence de cycloheximide et en présence (○) ou non (●) 
des stéroïdes ovariens. Les valeurs ont été normalisées par rapport aux quantités 
correspondantes de la sous-unité 20S du protéasome (variant de 81 à 157 µg/µg 
d'ADN). Quatre expériences indépendantes sont représentées.  
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 Des rapports identiques IL-1α/sous-unité 20S (entre 0,02 et 0,04) ont été 

mesurés dans la fraction résistante aux protéases et dans les lysats totaux à partir 

des explants cultivés en présence des stéroïdes ovariens. Par contre, en l’absence 

des hormones, l'IL-1α 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 stéroïdes ovariens agissent 

principalement sur l’IL-1α épithéliale en bloquant sa libération.  

 

7) Contrôle hormonal de la libération de l'IL-1 αααα épithéliale en culture cellulaire. 

 

 L’hypothèse du contrôle hormonal de la libération d’IL-1α épithéliale a été 

directement testée en culture cellulaire. Des cellules épithéliales ont été purifiées 

puis adaptées pendant 3 jours à la culture sur une matrice de collagène de type IV 

en présence des stéroïdes ovariens. Les cellules ont ensuite été soumises à un 

retrait de 24h de l’œstradiol et/ou de la progestérone, en présence d’inhibiteurs de 

protéases afin de prévenir toute dégradation éventuelle de l'IL-1α libérée. Au terme 

des 24h de traitement, les quantités relatives d’ARNm de l’IL-1α ont été mesurées 

par RT-PCR (Figure II.13 : A) et la protéine a été quantifiée par ELISA dans les 

lysats cellulaires et dans les milieux conditionnés (Figure II.13 : B).  
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Figure II.13 : Contrôle hormonal de l'expression et  de la libération d'IL-1 αααα par 
des cellules épithéliales purifiées. Des cellules épithéliales purifiées à partir de 5 
endomètres non menstruels ont été adaptées pendant 3 jours à la culture en 
présence des stéroïdes ovariens puis soumis, pendant 24h, à un retrait total ou 
partiel des hormones. Des inhibiteurs de protéases ont été ajoutés au milieu pour 
préserver l'IL-1α libérée. Le niveau d'ARNm d'IL-1α a été mesuré par RT-PCR en 
temps réel dans les lysats cellulaires, rapporté au niveau d'ARNm de β-actine et 
présenté en pourcentage de la condition contrôle, dans laquelle les deux stéroïdes 
ovariens ont été maintenus (A). La quantité de protéine IL-1α a été mesurée par 
ELISA dans les lysats cellulaires (□) et les milieux conditionnés correspondants (■) et 
présentée en pourcentage de la valeur moyenne totale mesurée dans la condition de 
culture contrôle (B, 24 pg/µg d'ADN). Le caractère significatif des variations entre les 
conditions a été déterminé à l’aide du test de Wilcoxon : *, P<0,05. 
 

Aucune variation des quantités relatives d’ARNm de l’IL-1α ou des quantités 

totales de la protéine (lysats + milieu; hauteur totale des histogrammes de la figure 

II.13 : B) n’a été relevée en réponse au retrait hormonal simple ou combiné. Par 

contre, le retrait simultané de l’œstradiol et de la progestérone, mais pas leur retrait 

isolé, a provoqué une augmentation importante (de 13 fois) de la libération d’IL-1α, la 

fraction libérée suite au retrait combiné représentant 86,5% de l’IL-1α totale, par 

comparaison à 6,6% du total dans la condition contrôle où les deux stéroïdes ont été 

maintenus. Ces résultats indiquaient clairement le rôle répresseur de l'œstradiol et 

de la progestérone sur la libération de l'IL-1α épithéliale mais sans préciser le 

mécanisme sécréteur mis en route en leur absence.  
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8) Mécanisme de libération de l'IL-1 αααα épithéliale. 

 
 Un nombre limité d’expériences préliminaires a été réalisé afin de déterminer 

si l’apoptose contribue à la libération d’IL-1α par les cellules épithéliales de 

l’endomètre humain. Afin de disposer d’une biomasse suffisante, nous avons choisi 

d’utiliser des cellules dérivées d’un adénocarcinome endométrial et, parmi les 

quelques lignées disponibles, notre choix s’est porté sur les cellules HEC-1A qui 

produisent des quantités d’IL-1α proches de celles de l’épithélium endométrial 

normal. Dans un premier temps, pour mimer l’expérience de libération de l’IL-1α par 

les cellules épithéliales purifiées, des cellules HEC-1A ont été soumises à un retrait 

combiné d’œstradiol et de progestérone pendant 24h après 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-1α suite au retrait hormonal (entre 

15 et 20% de l’IL-1α totale; Figure II.14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.14 : Effet du retrait hormonal sur la lib ération d’IL-1 αααα par les cellules 
HEC-1A. Des cellules HEC-1A ont été cultivées pendant 5 jours en présence 
d’œstradiol et de progestérone puis soumises pendant 24h au retrait ou au maintien 
des hormones. Les quantités d’IL-1α ont été mesurées par ELISA dans les lysats 
cellulaires (□) et les milieux conditionnés correspondants (■) et sont exprimées en 
pourcentage de l’IL-1α totale (lysat + milieu conditionné). Ces résultats proviennent 
d’une expérience unique.  
 

 

24h -H           24h+EP 

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

IL
-1

αα αα
(%

 d
e 

l ’I
L

-1
αα αα

to
ta

le
)



Chapitre II : Résultats 
___________________________________________________________________________ 

67 
 

Parallèlement, l’immunomarquage d’IL-1α 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, même dans la culture 

en l’absence d’hormones (Figure II.15 : A et B). La présence d’IL-1α dans les cellules 

HEC-1A a été vérifiée par immunomarquage après perméabilisation de la membrane 

cytoplasmique. Contrairement au marquage cytosolique relativement homogène 

dans le tissu complet, l’IL-1α apparaissait principalement sous forme d’un anneau 

péricellulaire dans les cellules HEC-1A (Figure II.15 : C). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.15 : Effet des hormones sur l’immunomarqu age d’IL-1 αααα dans les 
cellules HEC-1A. Des cellules HEC-1A ont été cultivées pendant 5 jours en 
présence des stéroïdes ovariens puis 24h supplémentaires en leur présence (A) ou 
non (B et C). L’IL-1α a été détectée par immunofluorescence sans (A et B) ou après 
perméabilisation des cellules (C), et visualisée par microscopie confocale. Les barres 
correspondent à 50 µm. 
 
 
 L’absence de libération d’IL-1α par les cellules HEC-1A ne remettait pas en 

cause notre hypothèse puisqu’elle peut s’expliquer notamment par une déficience 

d’entrée en apoptose de ces cellules en réponse au retrait hormonal. Nous avons 

dès lors directement testé l’effet d’agents pro-apoptotiques connus, le TNF-α et la 

camptothécine, sur la libération d’IL-1α 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-1α mais n’a pas non plus induit 

d’apoptose dans ces cellules, comme l’a indiqué l’absence d’immunodétection de 

phosphatidylsérine au feuillet externe de la membrane plasmique cellulaire (Figure 

II.16). 
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Figure II.16 : Effets d’agents pro-apoptotiques sur  la libération d’IL-1 αααα, 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-α 100ng/ml et/ou de camptothécine 
4µM (CAM). Au terme de la culture, les quantités d’IL-1α ont été mesurées par 
ELISA dans les lysats cellulaires (□) et les milieux conditionnés correspondants (■) et 
sont exprimées en pourcentage de l’IL-1α totale. Ces résultats proviennent d’une 
expérience unique. En parallèle, les phosphatidylsérines membranaires ont été 
marquées à l’aide d’annexine V couplée à la fluorescéine et la perméabilité 
membranaire a été investiguée par marquage différentiel des noyaux à 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 
pratiqué sur des cellules perméabilisées par un traitement à la saponine 0,05% 
pendant 10 min. Les barres correspondent à 50 µm. 
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 En résumé, ces quelques expériences préliminaires ont été réalisées, par 

malchance, avec des cellules hautement résistantes à l’apoptose. Elles ne remettent 

toutefois pas en cause notre hypothèse puisque, à défaut de montrer que le retrait 

hormonal provoque une apoptose qui déclenche la libération d’IL-1α, nous avons 

observé que la libération d’IL-1α ne s’effectuait pas par des cellules résistantes à 

l’apoptose. Il est évident que ces expériences devront être répétées avec une autre 

lignée épithéliale ou avec des cellules purifiées. 
 

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

amplification paracrine. 
 

  Les observations par hybridation in situ ont montré que la production d'IL-1α 

stromale est induite, in vivo, au moment de la chute des concentrations des stéroïdes 

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-1α. 

La concordance des événements suggérait que, comme cela a été montré pour la 

production stromale d’activité collagénolytique, l’IL-1α d’origine épithéliale pourrait 

directement provoquer l’augmentation de l’expression d’IL-1α stromale, induisant 

ainsi un mécanisme de boucle amplificatrice paracrine. Pour tester cette hypothèse, 

des cellules stromales ont été purifiées, adaptées pendant 8 jours à la culture en 

présence des stéroïdes ovariens puis soumises, pendant 24h, au retrait de 

l’œstradiol et/ou de la progestérone simultanément à l’addition ou non d’IL-1α 

recombinante. Les quantités relatives d’ARNm de l’IL-1α ont été mesurées au terme 

du traitement (Figure II.17).  

 Le simple retrait des stéroïdes ovariens n'a pas engendré de modification 

significative de la quantité d'ARNm de l'IL-1α. Par contre, l'addition concomitante de 

100 pg/ml d'IL-1α recombinante a conduit à une augmentation moyenne de 2,7 fois. 

Une augmentation similaire (2,4 fois) a été observée lorsque l’addition d’IL-1α 

recombinante a été réalisée en maintenant l’œstradiol seul, mais pas en maintenant 

la progestérone (seule ou en combinaison avec l’œstradiol).  
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Figure II.17 : Effet du retrait hormonal et de l'IL -1αααα recombinante sur 
l'expression stromale d'IL-1 αααα. Les cellules stromales de 7 endomètres non 
menstruels ont été adaptées pendant 8 jours à la culture en présence des stéroïdes 
ovariens puis soumises pendant 24h à leur maintien ou à leur retrait total ou partiel, 
et/ou à l'addition d’IL-1α recombinante (rhIL-1α). La quantité relative d'ARNm d’IL-1α 
a été mesurée et est présentée en pourcentage de la condition contrôle où les deux 
stéroïdes ovariens ont été maintenus. Le niveau relatif d'ARNm d'IL-1α par rapport à 
la β-actine varie de 3x10-4 à 7x10-3 (médiane=2x10-3) dans cette condition contrôle. 
Le caractère significatif des variations entre les conditions a été déterminé à l’aide du 
test de Wilcoxon : P<0,05; * par rapport à E+P+, § par rapport à rhIL-1α+. 
  

Comme nos observations dans des explants d’endomètre (Figure II.5) ont 

indiqué que les cellules épithéliales sont susceptibles de produire simultanément de 

l’IL-1α et un inhibiteur de sa bioactivité, l’IL-1Ra, nous avons vérifié que l’IL-1α 

présente dans du milieu conditionné par des cellules épithéliales pouvait 

effectivement augmenter la synthèse d’IL-1α par les cellules stromales. Des cellules 

stromales préalablement adaptées à la culture pendant 8 jours en présence des 

stéroïdes ovariens ont été cultivées en présence de milieu conditionné pendant 3 

jours par des cellules épithéliales. Ce milieu, contenant 15 pg/ml d’IL-1α selon un 

dosage par ELISA, a été additionné ou non d'œstradiol et/ou de progestérone.  

Les quantités relatives d’ARNm de l’IL-1α dans les cellules stromales (Figure 

II.18), mesurées au terme de 24h d’addition de ce milieu conditionné, étaient 4,7 fois 

supérieures (entre valeurs médianes) en l’absence des hormones par rapport au 

contrôle dans lequel œstradiol et progestérone ont été maintenus. Le maintien de 

l’œstradiol seul n’a pas empêché une augmentation similaire (3,4 fois), contrairement 

au maintien de la progestérone seule. Cet effet était entièrement provoqué par l’IL-1α 

présente dans le milieu de culture puisqu’il a été totalement inhibé en ajoutant, dans 

le milieu conditionné, un anticorps bloquant spécifiquement l’IL-1α. 
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Figure II.18 : Effet des stéroïdes ovariens et cont ribution de l'IL-1 αααα épithéliale à 
la stimulation de l'expression stromale d'IL-1 αααα. Les cellules stromales de 7 
endomètres non menstruels ont été adaptées pendant 8 jours à 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'œstradiol 
et/ou de progestérone, et avec addition, ou non, d'un anticorps dirigé contre l'IL-1α. 
La quantité relative d'ARNm d’IL-1α a été mesurée et est exprimée en pourcentage 
de la condition contrôle où les deux stéroïdes ovariens ont été maintenus. Le niveau 
relatif d'ARNm d'IL-1α par rapport à la β-actine dans cette condition contrôle varie de 
1x10-4 à 2x10-2 (médiane=1,5x10-3). Le caractère significatif des variations entre les 
conditions a été déterminé à l’aide du test de Wilcoxon : P<0,05; * par rapport à 
CM+E+P+, # par rapport à CM+. 
 

10) Bioactivité sélective de l’IL-1 αααα sur les collagénases endométriales.  

 

Des études antérieures réalisées au laboratoire (Singer et al. 1997) ont 

montré que l’IL-1α endométriale stimule la production et la libération d’activité 

collagénolytique par des cellules stromales et que cet effet est directement réprimé 

par les hormones. Cette activité résulte en partie de l’expression stromale de la 

MMP-1 (ou collagénase-1) qui a été démontrée par hybridation in situ dans 

l’endomètre menstruel et dans les explants cultivés sans hormones (Kokorine et al. 

1996). La quantification précise des variations des quantités d’ARNm des MMPs 

endométriales réalisée par V. Vassilev pendant le début de mon doctorat a indiqué 

qu’en plus de la collagénase 1 (MMP-1), l’endomètre humain exprime aussi la 

collagénase 2 (MMP-8) mais pas la collagénase 3 (MMP-13; Vassilev et al. 2005 et 

communication personnelle). Plus particulièrement, 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 à la 

mise en culture d’explants non menstruels sans ajout d’hormones. Comme pour 

l’ARNm de la MMP-1, l’induction de la MMP-8 est inhibée par l’ajout des stéroïdes 

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 dès lors résulter de l’infiltration des 

cellules inflammatoires dans le stroma endométrial observée au même moment. 

Toutefois, in vivo, la synthèse 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 l’endomètre ne devraient donc plus contenir 

d’importantes quantités d’ARNm de MMP-8. Par ailleurs, plusieurs études ont 

rapporté la présence in vivo d’ARNm 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’endomètres collectés aux 

différentes phases du cycle ou d’explants cultivés (Figure II.19 : A-C, N et Q).  

 

 

Figure II.19 : Localisation endométriale de l’ARNm de la MMP-8 au cours du 
cycle menstruel et son contrôle par les stéroïdes o variens en culture 
d'explants. Des champs caractéristiques de la localisation par hybridation in situ 
(HIS) de l’ARNm de la MMP-8 (A-C, M, N et Q) détecté dans des échantillons 
d’endomètre menstruel (A à L) et prolifératif (M) non cultivé ou dans des explants 
d'endomètre prolifératif cultivés pendant 24h en absence (-H, N-P) ou en  présence 
des stéroïdes ovariens (+EP, Q-S) sont présentés. Les types cellulaires du stroma 
ont été caractérisés par immunodétection sur coupes sériées des marqueurs CD10 
(fibroblastes, D à F, O et R), CD45 (leucocytes, G à I, P et S) et CD68 
(macrophages, Mϕ, L). Un contrôle négatif pour l'hybridation in situ a été réalisé à 
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 à 50 µm. 
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Contrairement aux échantillons prélevés durant les phases proliférative 

(Figure II.19 : M) et sécrétoire (non montré) dans lesquels aucun marquage n’a été 

détecté, l’ARNm de la MMP-8 était abondant dans le stroma des échantillons 

menstruels (Figure II.19 : A-C). Un contraste similaire a été observé dans les 

explants dont le stroma présentait un important signal pour l’ARNm de la MMP-8 au 

terme d’une culture en l’absence mais non en présence des stéroïdes ovariens 

(Figure II.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 l’endomètre menstruel et les explants. 

Le profil d’immunodétection du marqueur des cellules fibroblastiques endométriales 

CD10 (Figure II.19 : D-F, O et R) a parfaitement coïncidé avec le profil de localisation 

de l’ARNm de MMP-8, contrairement au marqueur leucocytaire CD45 (Figure II.19 : 

G-I, P et S) ou macrophagique CD68 (Figure II.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 à investiguer l’éventualité d’un contrôle de l’expression stromale de la 

MMP-8 par l’IL-1α, comme pour la MMP-1 (Singer et al. 1997). Pour ce faire, les 

ARNm des MMP-1 et MMP-8 ont été quantifiés dans les préparations d’ARN 

obtenues au terme de cultures de cellules stromales en présence d’IL-1α 

recombinante (Figure II.20) ou de milieu conditionné épithélial (Figure II.21), 

simultanément au retrait hormonal, et préalablement analysées pour y mesurer les 

quantités d’ARNm d’IL-1α (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 II.20). Par contre, la combinaison de ce 

retrait à l’addition d’IL-1α recombinante a induit une augmentation de 3,5 fois (entre 

médianes) des quantités relatives de l’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 l’ARNm de la MMP-1 (2,5 fois) en 

réponse à l’ajout d’IL-1α recombinante a été mesurée lorsque l’œstradiol a été 

maintenu dans le milieu de culture, mais pas si la progestérone est maintenue (seule 

ou en combinaison avec l'œstradiol).  
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Figure II.20 : Effet du retrait hormonal et de l'IL -1αααα recombinante sur 
l'expression stromale des MMP-1 et MMP-8. Les cellules stromales de 7 
endomètres non menstruels ont été adaptées pendant 8 jours à la culture en 
présence des stéroïdes ovariens, puis soumises pendant 24h à leur maintien ou à 
leur retrait total ou partiel, et/ou à l'addition de 100pg/ml d’IL-1α recombinante (rhIL-
1α). La quantité relative des ARNm des MMP-1 (A) et MMP-8 (B) a été mesurée et 
est présentée en pourcentage de la condition où les deux stéroïdes ovariens ont été 
maintenus. Le niveau relatif d'ARNm de MMP-1 et de MMP-8 dans cette condition 
contrôle varie respectivement de 1x10-1 à 2 (médiane=4x10-1) et de 1x10-3 à 2x10-1 
(médiane=2x10-2). Le caractère significatif des variations entre les conditions a été 
déterminé à l'aide du test de Wilcoxon : P<0,05; * par rapport à E+P+, § par rapport à 
rhIL-1α+. 

 

De la même manière, 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 stéroïdes 

ovariens par rapport à leur présence combinée (condition contrôle) (Figure II.21). Le 

maintien de l’œstradiol seul n’a pas empêché une augmentation similaire (8,2 fois), 

contrairement au maintien de la progestérone seule. Comme pour l’augmentation de 

l’expression d’IL-1α stromale, et en confirmation des observations précédentes du 

laboratoire (Singer et al. 1999b), l’induction était causée par l’IL-1α présente dans le 

milieu conditionné puisqu’elle a été totalement inhibée par l’ajout d’un anticorps 

spécifique. La quantité relative d'ARNm 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 II.21 : B). Contrairement à l'ARNm de la MMP-1, 

cette augmentation n'a pas été observée lorsque l'œstradiol seul a été maintenu et, 

surtout, elle n'a pas été inhibée par l'anticorps dirigé contre l'IL-1α. Collectivement, 

ces résultats suggèrent 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 l'IL-1α. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure II.21 : Effet des stéroïdes ovariens et cont ribution de l'IL-1 αααα à la 
stimulation par les cellules épithéliales de l'expr ession stromale des MMP-1 et 
MMP-8. Les cellules stromales de 7 endomètres non menstruels ont été adaptées 
pendant 8 jours à 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'œstradiol et/ou de progestérone, et avec addition, ou non, d'un anticorps 
dirigé contre l'IL-1α. La quantité relative des ARNm des MMP-1 (A) et MMP-8 (B) a 
été mesurée et est exprimée en pourcentage de la condition où les deux stéroïdes 
ovariens ont été maintenus. Le niveau relatif d'ARNm de MMP-1 et de MMP-8 dans 
cette condition contrôle varie, respectivement, de  5x10-2 à 9x10-1 (médiane=3x10-1) 
et de 4x10-5 à 6x10-3 (médiane=6x10-4). Le caractère significatif des variations entre 
les conditions a été déterminé à l’aide du test de Wilcoxon : P<0,05; * par rapport à 
CM+E+P+, # par rapport à CM+.  
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Chapitre III : DISCUSSION  

 

 Notre étude sur une collection importante d'échantillons a permis de 

déterminer que les ligands IL-1α, IL-1β et IL-1Ra sont tous trois présents dans 

l'endomètre humain tant au niveau des ARNm que des protéines, à l'exception de 

l'IL-1β dont la protéine n'est pas détectable dans 40% des échantillons non 

menstruels analysés. D'une manière générale, l'IL-1Ra est 10 fois plus abondant que 

l'IL-1α et l'IL-1β. Il 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 l'IL-1RI 3 à 10 fois supérieure à celle des agonistes, bloque efficacement 

l'activité IL-1 in vitro. Toutefois, il a été démontré dans certaines pathologies qu'un 

excès d'IL-1Ra de 100 à 1000 fois est nécessaire pour contrer la bioactivité des 

agonistes IL-1 (Arend et al. 1990). Bien que l'excès d'environ 10 fois d'IL-1Ra dans 

l'endomètre contribue probablement à inhiber l'IL-1RI, le rôle de cet antagoniste dans 

le contrôle global et surtout local de l'activité des agonistes IL-1 reste à 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 à 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'extrême 

sensibilité du système IL-1/IL-1RI pourrait expliquer cette différence. En effet, il a été 

rapporté que l'occupation de quelques récepteurs (3 à 7) par cellule suffit à 

déclencher une cascade de signalisation (Curtis et al. 1989). Par opposition, la 

dégradation rapide et massive des abondantes chaînes de collagène du stroma 

endométrial nécessite l'action de nombreuses molécules de protéases. Cet argument 

n'est cependant pas valable pour la cytokine LEFTY-A. Si le profil de l'IL-1α se 

démarque de celui de LEFTY-A, ce n'est pas en raison du pic menstruel qu'ils 

présentent tous deux, mais à cause des niveaux très élevés d'expression non 

menstruelle de l'IL-1α par les cellules épithéliales. Cette expression permanente 

permet vraisemblablement de constituer un stock d’IL-1α épithéliale qui, une fois 

libérée en réponse à la chute des concentrations en stéroïdes ovariens, engendre 

une cascade d'évènements favorable à la dégradation tissulaire. L'accumulation 
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intra-épithéliale d'IL-1α 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 l'IL-1α participe à des 

fonctions intracellulaires durant les phases non menstruelles du cycle. En effet, la 

pro-IL-1α possède à son extrémité amino-terminale une séquence de localisation 

nucléaire et peut migrer dans le noyau où 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 rôle d'activateur transcriptionnel 

(Buryskova et al. 2004). En outre, la proIL-1α est également capable de réguler 

l'apoptose (Pollock et al. 2003), probablement grâce à sa capacité de liaison à la 

protéine modulatrice d'apoptose ubiquitaire HAX-1 (Yin et al. 2001). L'activité 

intracellulaire de la pro-IL-1α 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 l'IL-1α intracellulaire, il est fort probable que le rôle 

endométrial de la cytokine ne soit pas restreint à l'induction de la collagénase 1 en 

phase menstruelle.  

 Dans le contexte menstruel, la chute hormonale provoque la libération de l'IL-

1α épithéliale. La libération d’un pool d'IL-1α est rare mais a été précédemment 

décrite dans l’épiderme humain (Didierjean et al. 1989) et de souris (Wood et al. 

1996) et à partir de l'épithélium de la cornée (Narayanan et al. 2005). La voie de 

sécrétion qu'emprunte l'IL-1α est encore mal connue. L'apoptose est l'un des rares 

mécanismes décrits menant à la libération de l'IL-1α (Hogquist et al. 1991; Iglesias et 

al. 1998) et reste le mécanisme le plus probable d'induction de la libération de l'IL-1α 

épithéliale dans l'endomètre. En dehors de la menstruation, le nombre de cellules 

apoptotiques est limité sous l'action des stéroïdes 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 l'endomètre, essentiellement dans le compartiment épithélial 

(Hopwood et Levison 1976). Le retrait des stéroïdes ovariens suffit à induire 

l'apoptose endométriale chez la souris (Rotello et al. 1992) et stimule l'expression de 
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facteurs pro-apoptotiques, tels que Bax, dans l'endomètre humain (Tao et al. 1997). 

Les variations de concentration des stéroïdes ovariens modifient dès lors l'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 l’apoptose, Fas et son ligand (FasL) sont également 

présents dans l’endomètre tout au long du cycle et surexprimés en fin de phase 

sécrétoire. Durant la phase proliférative, ces protéines sont retenues dans l’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 système Fas/FasL active les caspases 3, 8 et 9 dont l’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 à notre hypothèse dans la mesure où les cellules HEC-1A, qui ont 

résisté aux signaux pro-apoptotiques, ont préservé leurs stocks intracellulaires d'IL-

1α.  

 Les lymphocytes affluent dans l'endomètre 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'IL-1α par des cellules hématopoïétiques, ce sont des fibroblastes qui sont 

responsables de la majeure partie de la production d'IL-1α stromale dans 

l'endomètre qui se dégrade. Dans l’endomètre, l’IL-1α 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 stéroïdes ovariens. A ce jour, aucun autre tissu ne présente la particularité d'un 

tel contrôle différentiel de l'expression de l'IL-1α en fonction du compartiment 

cellulaire. Les mécanismes sous-jacents restent à identifier mais combinent 

vraisemblablement des différences de réponse à des signaux stimulateurs aussi bien 

qu'à des signaux inhibiteurs.  

 L'œstradiol et la progestérone modulent classiquement l'expression des gènes 

cibles via leurs récepteurs nucléaires. Deux isoformes du récepteur existent pour 
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chacune des deux hormones stéroïdes ovariennes : ERα et ERβ, 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 stéroïdiens dans 

l'ensemble des échantillons étudiés, des variations modérées de leur expression 

relative n'ont peut-être pas été détectées. Toutefois, ces différences d'expression 

sont insuffisantes pour expliquer les caractéristiques spécifiques d'expression d'IL-1α 

et la contribution de co-récepteurs, tels que les corépresseurs nucléaires NCoR1 et 

NCoR2, doit aussi être considérée (Giangrande et al. 2000). La mise en évidence 

récente de voies non génomiques (Wehling et Losel 2006) via des isoformes 

membranaires des récepteurs stéroïdiens (Fernandes et al. 2005) devrait aussi être 

envisagée dans le contexte du contrôle transcriptionnel de l'IL-1α. En effet des 

récepteurs non nucléaires des œstrogènes 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 

d'influencer à son tour d'autres voies de signalisation, dont la voie NF-κB. 

L'expression cellulaire différentielle de l'IL-1α pourrait ainsi être le résultat de 

différences dans l'activation de ces voies stimulatrices. Alternativement, nos résultats 

n'excluent pas une régulation différentielle de la stabilité de l'IL-1α et/ou de son 

ARNm. L'addition d'acétate de médroxyprogestérone aux cellules musculaires lisses 

myométriales diminue significativement la quantité de protéine IL-1α induite par la 

sérotonine via un déclin rapide des niveaux d'ARNm d'IL-1α (Lan et al. 1999). Un tel 

mécanisme pourrait contribuer à minimiser les quantités stromales d'IL-1α durant les 

phases non menstruelles du cycle. 

 Dans les cellules du stroma, la production et l’activité d’IL-1α 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 l'occurrence l'IL-1α épithéliale. En effet, une fois libérée, 

l’IL-1α provoque la dégradation de la matrice extracellulaire non seulement en 

stimulant l'expression de collagénase 1 mais aussi en amplifiant son expression par 

une boucle paracrine. 

 Les similitudes d'expression, de localisation et de contrôle hormonal des 

MMP-1 et MMP-8 auraient pu suggérer que la MMP-8 ait une régulation identique à 
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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 l'IL-1α. Cette 

réponse différentielle des MMP-1 et MMP-8 à l'IL-1α peut s'expliquer par des 

différences dans leur promoteur respectif, en particulier l'absence de site proximal 

AP-1 dans celui de la MMP-8, région qui médie l'expression de MMP-1 dans les 

chondrocytes (Angel and Karin 1992; Catterall et al. 2001). L'absence de stimulation 

de la MMP-8 par l'IL-1α est toutefois surprenante puisque le promoteur de la MMP-8 

contient une séquence de réponse à la stimulation de la voie NF-κB induite par l'IL-

1α. Les autres éléments de régulation de l'expression de l'ARNm de la MMP-8 jouent 

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

 

 Au cours des dernières années, la vision restreinte du contrôle des MMPs par 

les stéroïdes ovariens dans le cadre des remaniements tissulaires cycliques de 

l'endomètre humain a évolué vers une intégration de mécanismes intermédiaires de 

régulation spatio-temporelle. Parmi ceux-ci, notre laboratoire avait rapidement 

épinglé le rôle prépondérant de l'IL-1α mais de nombreuses questions restaient 

largement ouvertes à propos de sa régulation.  

  

 Mon étude a permis de déterminer que dans l'endomètre humain, l'IL-1α est 

produite par des cellules résidentes et que le contrôle de sa bioactivité par les 

stéroïdes 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 modèle qui met en évidence le triple niveau de contrôle des 

stéroïdes ovariens sur l'expression des MMPs induite par l'IL-1α (Figure IV.1). Tout 

d'abord, les stéroïdes ovariens empêchent la libération d'IL-1α épithéliale produite de 

manière constitutive. Ensuite, la progestérone (seule ou en combinaison avec 

l'œstradiol) inhibe la production d'IL-1α stromale. Enfin, cette même hormone 

prévient l'expression de la MMP-1 inductible par l'IL-1α. 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 modèle et en une libération massive 

d'inducteurs locaux s'auto-amplifiant.  

 Bien qu’elle apporte une contribution importante à la compréhension des 

mécanismes de contrôle et d’action de l’IL-1α dans le déclenchement de la 

menstruation, mon étude ouvre de nouvelles pistes de réflexion et d'investigations. 
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Figure IV.1 : Modèle proposé de régulation de l'IL- 1αααα par les stéroïdes ovariens 

dans la cascade de signalisation menant à l’express ion de MMP-1 et à la lyse 

menstruelle de la matrice extracellulaire endométri ale. L'IL-1α exprimée 

constitutivement par les cellules épithéliales est libérée suite à la chute de la 

concentration plasmatique en stéroïdes ovariens. L'IL-1α épithéliale stimule 

l’expression de MMP-1 mais aussi sa propre expression par les cellules du stroma 

dans un mécanisme d'amplification paracrine. La libération de l'IL-1α épithéliale est 

inhibée par l'œstradiol et/ou par la progestérone, tandis que seule la progestérone 

inhibe la production stromale d'IL-1α et de MMP-1.  
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1) Mécanismes moléculaires responsables du contrôle  différentiel de 

l’expression de l’IL-1 αααα. 

 

 Les fibroblastes du stroma endométrial produisent de l’IL-1α, de la MMP-1 et 

de la MMP-8 uniquement pendant des épisodes de dégradation tissulaire 

physiologique (menstruation) ou pathologique (saignements dysfonctionnels). Par 

contre, les cellules épithéliales produisent en permanence de l’IL-1α mais pas de 

MMP-1 ni de MMP-8. La progestérone est le répresseur majeur de l’expression 

fibroblastique des trois gènes mais n’a pas d’effet sur l’expression épithéliale d’IL-1α 

bien qu’elle atteigne de la même manière les deux types cellulaires. Les promoteurs 

des trois gènes présentent de nombreuses similitudes de régions régulatrices. 

L’analyse comparative des mécanismes de contrôle transcriptionnel des trois gènes 

dans les cellules stromales serait dès lors profitable à leur compréhension. Une 

attention particulière devrait être portée aux séquences de liaison des facteurs AP-1 

et NF-κB, aux interactions possibles entre ces deux voies de signalisation, et au 

mode d’action des récepteurs des stéroïdes 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 gènes 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 contrôle différentiel. L’inhibition de l’expression des récepteurs des 

stéroïdes ovariens par interférence avec l’ARN et/ou leur surexpression distincte 

devrait permettre de préciser leur rôle. 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 être envisagée, notamment 

par des expériences d’EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) ou 

d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP). 
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2) Rôle de l'IL-1 αααα épithéliale.  

 

 La présence d'IL-1α dans les cellules épithéliales tout au long du cycle 

menstruel suggère d'autres fonctions que celles développées dans cette thèse. Il 

conviendrait, dans un premier temps, de déterminer la localisation subcellulaire de la 

protéine afin, surtout, d'identifier son éventuelle présence dans le noyau ou à la 

membrane cytoplasmique. Le recours à l'immunofluorescence permettrait de coupler 

la détection de l'IL-1α à celle de marqueurs spécifiques de compartiments cellulaires. 

Il conviendrait par ailleurs de préciser la nature des formes d'IL-1α (pro-IL-1α 

complète, pro-pièce ou forme mature) présentes dans les différents compartiments. 

Le fractionnement cellulaire, maîtrisé au laboratoire, serait suivi de Western blotting à 

l'aide d'anticorps spécifiques des deux régions amino- et carboxy-terminales. Dans le 

cas d'une présence nucléaire, l'accrochage de l'IL-1α sur des séquences régulatrices 

de gènes cibles pourrait être mise en évidence par la méthode d'immunoprécipitation 

de chromatine suivie d'hybridation de séquences régulatrices potentielles sur 

micropuces (ChIP on chip). 

 

3) Mécanisme de libération de l’IL-1 αααα épithéliale. 

 

 L'immunofluorescence couplée à la microscopie confocale devrait également 

permettre de déterminer une éventuelle exposition extracellulaire de l’IL-1α à la 

membrane cytoplasmique des cellules épithéliales purifiées en réponse au retrait 

hormonal ou à l'addition 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 

l'IL-1α semble dépendre de sa liaison à la membrane plasmique sous forme d’un 

complexe avec la protéine chaperonne S100A13. Celle-ci est présente dans 

l’endomètre et est surexprimée dans les lésions endométriosiques (Hayrabedyan et 

al. 2005). Nous avons observé l’IL-1α sous forme de marquage périmembranaire 

dans les cellules HEC-1A. La proximité de S100A13 devrait être recherchée par co-

immunofluorescence et microscopie confocale. L’association de l’IL-1α avec la 

protéine S100A13 devrait être confirmée par co-immunoprécipitation. 
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4) Libération de l’IL-1 αααα stromale dans un mécanisme amplificateur. 

 

 Dans l’hypothèse où la production d’IL-1α stromale induite par l’IL-1α 

épithéliale aurait pour fonction d’amplifier le signal d’origine épithéliale, notamment 

sur la synthèse de MMP-1, il conviendrait de vérifier la libération effective de cette IL-

1α par les fibroblastes. La stratégie utilisée devrait impérativement permettre la 

distinction entre IL-1α épithéliale et stromale. Une première procédure possible serait 

de cultiver des cellules stromales en présence d’acides aminés radiomarqués, de les 

stimuler par de l’IL-1α non-radioactive et de mesurer la radioactivité contenue dans 

les protéines immunoprécipitées par un anticorps spécifique de l’IL-1α. Compte tenu 

de l’extrême sensibilité du système IL-1α/IL-1RI, une autre procédure consisterait à 

stimuler les fibroblastes avec des concentrations minimales d’IL-1α et de vérifier, 

dans le milieu conditionné, la présence de quantités d’IL-1α supérieures à celles 

engagées. 

 

5) Identification d’autres protéines stromales régu lées par l’IL-1 αααα. 

 

 Bien que sa propre amplification paracrine et l’induction de la MMP-1 

constituent déjà deux rôles majeurs de l’IL-1α endométriale, il est probable que l’IL-

1α libérée à 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 être considérées en priorité et leur réponse à l’IL-1α analysée par des 

expériences de culture cellulaire et de RT-PCR similaires à celles utilisées pour 

déterminer le contrôle d’expression des MMP-1 et MMP-8. De nouvelles cibles 

pourraient être identifiées en comparant sur micropuce les profils d’expression 

génique de cellules cultivées en présence ou non d’IL-1α recombinante et/ou des 

stéroïdes ovariens. 

 

6) Démonstration du rôle de l'IL-1 αααα dans un modèle in vivo .  

 

 Puisque seuls la femme et quelques mammmifères supérieurs présentent des 

mécanismes typiques de menstruation, les souris transgéniques ne sont d'aucune 

utilité pour préciser le rôle in vivo de l'IL-1α dans ce processus. Par contre, notre 
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laboratoire a récemment développé un modèle de xénogreffes sous-cutanées 

d'explants d'endomètre humain dans le flan de souris SCID (Severe Combined 

ImmunoDeficiency). Lorsque ces souris sont soumises à un retrait de pastilles 

délivrant régulièrement de l'œstradiol et de la progestérone, les greffons subissent 

rapidement une dégradation tissulaire s'accompagnant d'une augmentation de 

l'expression des MMPs menstruelles. L'investigation des variations d'expression de 

l'IL-1α et des autres cytokines d'intérêt (LEFTY-A, TGF-βs) dans ce modèle se fera 

très prochainement. Un avantage majeur de ce modèle est qu'il permettra, sans 

ambiguïté, de faire la distinction entre l’IL-1α d'origine humaine produite par les 

cellules résidentes et l'IL-1α 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 à partir de mélange de collagène, de cellules épithéliales et de cellules 

stromales (Masuda et al. 2007) après avoir modifié le profil d'expression génique 

cellulaire par extinction ou surexpression de gènes cibles. L'obtention de cellules 

épithéliales n'exprimant plus d'IL-1α et leur application à ce modèle devrait fournir la 

meilleure opportunité de démonstration in vivo du rôle de l'IL-1α dans la 

(pseudo)menstruation humaine. 

 

7) Pistes thérapeutiques.  

 

 En dehors d'occurrences spontanées, les saignements dysfonctionnels 

constituent un effet secondaire majeur de plusieurs contraceptifs à long terme. Le 

développement de molécules dérivées des stéroïdes ovariens naturels occupe de 

nombreuses firmes pharmaceutiques mais s'avère extraordinairement complexe en 

raison des multiples effets, parfois antagonistes, générés par les stéroïdes ovariens.  

 L’échappement des patientes sous traitement progestatif de longue durée au 

pouvoir inhibiteur de la progestérone et l’apparition 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 dès lors s'avérer une 

alternative attractive. Une molécule dérivée de l'IL-1Ra, l'Anakinra (Kineret®) est déjà 
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utilisée comme traitement contre l'arthrite rhumatoïde (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 thèse s'intègre dans le cadre d’une étude portant sur la régulation de 

l’expression, de l’activation et de l’activité des MMPs dans l’endomètre humain, 

approuvée par le comité d’éthique de la faculté de médecine de l’Université 

catholique de Louvain. Tous les prélèvements proviennent de patientes des cliniques 

universitaires Saint-Luc (UCL, Bruxelles, Belgique) et Sainte-Anne Saint-Rémy 

(Bruxelles, Belgique), en âge 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 

prélèvement. Le tissu endométrial humain a été obtenu à partir de pièces 

d’hystérectomie ou de biopsies prélevées aux différentes phases du cycle menstruel. 

Les endomètres provenant de pièces d’hystérectomie ont été récoltés par un 

anatomopathologiste expérimenté, le professeur Etienne Marbaix, sous hotte à flux 

laminaire, à l’aide d’une lame de bistouri stérile, puis placés directement dans une 

solution saline tamponnée au phosphate (PBS : NaCl 140mM; KCl 2,5mM; Na2HPO4 

8mM; KH2PO4 1,5mM; pH 7,4) maintenue à 4°C sur glace (Figure V .1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure V.1 : Récolte de tissu endométrial à partir d'une pièce d'hystérectomie. 
Le tissu endométrial est délicatement gratté à l'aide d'une lame de bistouri stérile, 
puis placé dans une solution de PBS stérile maintenue à 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 l’analyse 

histologique et la datation précise de la phase du cycle. La datation a été établie sur 

base de critères histologiques prédéfinis (Noyes et al. 1975) et sur la notion clinique 

de la date des dernières règles. Une partie des échantillons a été congelée à -20°C 

pour les analyses protéiques ou à -80°C dans une so lution de lyse (guanidine 

thiocyanate 4M; Tris-HCl 0,001M; β-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 purifiées. 

 

2) Culture d'explants.  

 

La culture d'explants, c'est-à-dire de fragments tissulaires, est un modèle 

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 à 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 être maintenu dans des conditions de viabilité tout-à-fait 

acceptables d'un point de vue morphologique pendant 2 à 3 jours, dans un 

environnement de culture rudimentaire, en l'absence de sérum, de facteurs de 

croissance et d'hormones. Les explants provenant d'endomètre prolifératif résistent 

en général mieux que ceux provenant d'endomètre sécrétoire à 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 à 4°C en fragments 

d’environ 1mm de côté à 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), à raison de 6 ou 24 explants par nacelle de 12mm ou 30mm de 

diamètre, respectivement. Chaque nacelle a été déposée dans un des puits d'une 

boîte 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); InvitrogenTM, Paisley, Royaume-Uni] sans rouge phénol, 

additionné de L-glutamine 1,5mM, d’HEPES 20mM, de D-glucose 4g/l, de pénicilline-

streptomycine 100µg/ml, et de fungizone-amphotéricine B 1µg/ml (Figure V.2). 

 

 

 

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 à 37°C en présence 
de 5% de CO2.   
 

 

Le cas échéant, du 17β-œstradiol (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 stéroïdes sont 

solubles en milieu aqueux grâce à leur association à la 2-hydroxypropyl-β-

cyclodextrine (0,3µM, Sigma-Aldrich) qui leur procure une cavité hydrophobe. Ce 

vecteur a été ajouté en concentration appropriée à chaque condition contrôle. Il a été 

démontré précédemment que ce vecteur de stéroïdes n’affecte en rien l’expression 

des ARNm (Cornet et al. 2005; Marbaix et al. 1996b). Certaines cultures ont été 

effectuées en présence de cycloheximide (CHX) 8µM (Sigma-Aldrich). Les explants 

ont été cultivés pendant 24h dans une étuve à 37°C en présence de 5% de CO2. En 

fin de culture, les milieux conditionnés ont été récoltés et conservés à -20°C tandis 

que 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 l'isopentane refroidi à 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 l'endomètre, la matrice 

extracellulaire du tissu endométrial a d'abord été digérée pendant 1h à 37°C par la 

collagénase bactérienne de type IA (1mg/ml; Sigma-Aldrich). Le produit de digestion 

a été filtré une première fois sur une membrane de nylon de 300µm de porosité 

(Merck Biosciences, Darmstadt, Allemagne) afin d'éliminer les débris tissulaires non 

digérés. Les cellules stromales ont ensuite été purifiées par passage du premier 

filtrat à travers un second filtre de nylon de 30µm de porosité tandis que les cellules 

épithéliales, maintenues sous forme d'amas glandulaires, ont été retenues sur le filtre 

et récoltées par rinçage du filtre inversé. Les deux types cellulaires ont été adaptés à 

la culture dans du milieu DMEM-F12 (InvitrogenTM), contenant 10% de sérum fœtal 

bovin traité au charbon actif, 100U/ml de pénicilline et 100µg/ml de streptomycine 

(Invitrogen™), ainsi que les stéroïdes ovariens aux concentrations utilisées en 

culture d'explants. Les cellules stromales ont ensuite été cultivées 24h en présence 

ou non (i) d'IL-1α 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 l'IL-1α (5µg/ml, clone 

4414,141; R&D Systems), soit un anticorps monoclonal non relevant (5µg/ml clone 

RPC5; Ancell, Bayport, MN). Les cellules épithéliales ont été cultivées dans des puits 

de culture préalablement tapissés de collagène de type IV (Sigma-Aldrich) par 

incubation d'une solution de collagène 25µg/ml pendant 2h à 37°C. Les puits ont 

ensuite été lavés et stérilisés à l'aide d'une solution d'éthanol à 70%. La quantité 

minimale de cellules épithéliales disposées par puits de 24mm de diamètre 

correspond à 40µg 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 dernières 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 à -20°C pour 

les analyses protéiques, tandis que les lysats cellulaires ont été récoltés soit dans 

200µl de tampon PBS contenant 1% de Tween 20 (Merck Biosciences) (PBS-T) pour 
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les analyses protéiques, soit dans 175µl de tampon de lyse pour l'extraction de 

l'ARN.  

 

4) Quantification d'ARNm. 

 

 4.1. Extraction d’ARN. 

 

L'ARN total a été extrait, selon le protocole recommandé, à l'aide du kit « SV 

Total RNA Isolation System » (Promega) en réalisant successivement après la lyse, 

les étapes de séparation des ARN des autres composants cellulaires, de 

précipitation à l'éthanol et de purification sur colonne échangeuse d'anions. Ainsi, les 

lysats tissulaires ou cellulaires conservés à -80°C  dans 175µl de tampon de lyse ont 

été décongelés et homogénéisés à l'aide d'un pilon (KONTES Glass company, 

Vineland, NJ). Le lysat a été dilué dans 350µl d’une solution de dilution fournie 

(composition non mentionnée), chauffé à 70°C pendan t 3 min maximum puis 

centrifugé pendant 10 min à 12500g afin de précipiter les protéines et les débris 

cellulaires. L’ARN, resté en solution dans le surnageant, a été dilué dans 200µl 

d’éthanol 95% et transféré sur colonne de silice par centrifugation à 12500g. La 

membrane a ensuite été lavée dans une solution d'acétate de potassium 60mM, Tris-

HCl 10mM pH 7,5 et éthanol 60%. L’ADN génomique a été éliminé par une 

incubation de 15 min à température ambiante en présence d’une solution composée 

de 40µl de « Yellow core » (Tris-HCl 0,0225M pH 7,5; NaCl 1,125M; yellow dye 

0,0025%), de 5µl de MnCl2 9mM et de 5µl de DNAse I. La réaction a été stoppée par 

l’addition de 200µl de « DNAse Stop » (isothiocyanate de guanidine 2M; Tris-HCl 

4mM pH 7,5; éthanol 57%). La membrane a été lavée à nouveau, puis l’ARN a été 

élué par centrifugation à 12500g dans de l'eau traitée au diéthylpyrocarbonate 

(DEPC; Sigma-Aldrich). La concentration d’ARN a été déterminée en mesurant 

l'absorbance de la solution à 260nm (sachant que 1 unité de densité optique (DO) 

correspond à 40µg/µl d'ARN) à l'aide d'un spectrophotomètre 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 l’ADN complémentaire (ADNc) à partir de l’ARNm extrait. Cette opération utilise la 

propriété des ARNm de posséder, à 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 l'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 digère de manière 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 à 65°C en présence de 1µl d’oligo(dT) 20 50µM. L’ADNc a ensuite été 

synthétisé par 15U de transcriptase inverse Thermoscript pendant 60 min à 50°C en 

présence de tampon de synthèse (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 à 

85°C. L’ADNc a été conservé à 4°C.  

 

4.3. Quantification.  

 

Les quantités d'ADNc cibles ont été mesurées par réaction de polymérisation 

en chaîne (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 à 

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 à ceux d'étalons de concentration connue (standard). Chaque étalon a été 

préparé à partir des amplicons cibles, obtenus par PCR et purifiés à 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). Après 

purification à l'aide du kit « Qiagen Plasmid Purification » (Qiagen), la concentration 

d’ADN plasmidique a été déterminée par mesure de la DO à 260 nm, sachant que 1 

unité de DO correspond à 50µg/µl d'ADN. Le nombre de copies par µl a été calculé 

selon la formule : 6x1023(copies/mol) x concentration(g/µl) / PM(g/mol). 
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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 reflète l'intensité du bruit de 
fond de fluorescence. La ligne seuil correspond au seuil de détection au-delà duquel 
la courbe suit une variation exponentielle et son intersection avec la courbe 
d'amplification indique le cycle seuil, directement lié à la quantité d'ADN de départ.  

 
 

Le vecteur a été linéarisé par digestion du site de restriction unique 5’G↓AATTC-3’ 

par l’enzyme EcoRI (Roche), aliquoté et conservé à –20°C. Après décongélation, 

chaque aliquote n’a fait l’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, l'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 MgCl2 à la concentration optimale de 2mM pour la β-actine, de 3mM pour les 

ligands IL-1 et de 4mM pour les MMP-1 et MMP-8, le tout porté à un volume final de 

20µl avec de l'eau traitée au DEPC. Les réactions d’amplification ont été réalisées à 

l’aide d'un Thermocycler pour PCR en temps réel « MyIQ Single-Color Real-time 

PCR Detection System » (Bio-Rad, Hercules, CA). Après une dénaturation initiale 

pendant 5 min à 95°C, les ADNc ont été soumis à 40 cycles d'amplification 

comportant une étape de dénaturation à 95°C pendant  30 sec et une étape 

d'hybridation-élongation à la température optimale (Table V.1) pendant 30 sec. Les 
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résultats ont été analysés à l'aide du logiciel "MyIQ System Software, 1.0.410" (Bio-

Rad). La spécificité du produit amplifié a été vérifiée après chaque réaction de PCR 

en temps réel par l'homogénéité de la température de dénaturation des amplicons 

double brin produits. Chaque mesure d’ARNm cible a été normalisée par rapport à 

celle de l’ARNm de la β-actine dans le même 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 à une condition de 

référence. Les critères 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 à partir des réactions d'amplification des standards qui doit être 

égale à 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 Héloïse Gaide Chevronnay dans le cadre de son doctorat. D'une 

manière générale, 50 glandes et 50 foyers de cellules stromales ont été récoltés 

séparément par échantillon à l'aide 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 l'ARN complémentaire obtenu ont été 

transcrits en sens inverse comme décrit précédemment à l'aide de l'amorce sens des 

gènes cibles ("#2" pour la β-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 mêmes 

échantillons.  

 

 Le dosage des protéines totales dans les lysats endométriaux a été réalisé à 

l'aide d’acide bicinchoninique (BCA), en mesurant la liaison de ce colorant aux 

protéines et en la comparant à celle obtenue avec des quantités connues d’une 
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protéine de référence, l’albumine de sérum bovin. Les échantillons endométriaux ou 

cellulaires récoltés dans du PBS-T 1% ont été homogénéisés à l'aide d'un pilon 

(KONTES Glass company). Le dosage s’est effectué en triple exemplaire dans une 

plaque de 96 puits en mélangeant 100µl des échantillons à 100µl d’une mixture 

composée de 50% de micro-réactif A (NaHCO3 0,226M; Na2CO3 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 (CuSO4.5H2O 4%). La plaque a été incubée pendant 1h à 

60°C, puis pendant 5 min à température ambiante. La  lecture de la DO à 590 nm a 

été réalisée au moyen d’un spectrophotomètre « SpectraCount™ » (Packard 

Bioscience Company).  

 

Les concentrations en IL-1α, IL-1β 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 microplaque ont été remplis de 

50µl d’une solution de dilution (PBS; BSA 1%; pH 7,2-7,4) et incubés pendant 2h à 

température ambiante en présence d'étalons ou des échantillons à tester dilués dans 

un volume total de 200µl. Les puits ont été rincés 3 fois dans une solution de PBS-T 

0,05%; pH 7,2-7,4. L'anticorps secondaire couplé à la peroxydase de raifort a été 

ajouté et incubé pendant 1h à température ambiante. Les puits ont à nouveau été 

lavés 3 fois, remplis de 200µl d’une mixture composée de 50% de solution A (H2O2) 

et de 50% de substrat de la peroxydase (tétraméthylbenzidine, concentration non 

mentionnée) et incubés pendant 20 min à température ambiante. La réaction a été 

arrêtée par l’addition de 50µl de solution Stop (H2SO4 2N).  

 

La mesure des quantités de la sous-unité 20S du protéasome a été réalisée 

en incubant les échantillons pendant 16h à 4°C dans  une microplaque (NUNC-Immo 

Plate, Life Technologies) tapissée de l'anticorps monoclonal de souris MCP21 

(5µg/ml ; Pr Benoît 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 

aspécifiques ont été inhibées par 1h d'incubation à 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 à température ambiante en présence de 

protéines purifiées à partir de sérum de lapin immunisé contre la sous-unité 20S du 
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protéasome (1mg/ml, Institut Ludwig pour la recherche contre le cancer). Les puits 

ont été rincés et incubés pendant 1h à température ambiante en présence d'un 

anticorps de chèvre (1/1000; Southern Biotechnology Associates) dirigé contre les 

fragments Fc des immunoglobulines de lapin et conjugué à la phosphatase alcaline. 

Un substrat de la phosphatase alcaline, le p-nitrophényl phosphate (Sigma-Aldrich), 

a finalement été ajouté à raison de 50 µl dans chaque puits et incubé pendant 10 min 

à température ambiante (Schultz et al. 2002).  

 

Les concentrations ont été mesurées par colorimétrie (Microplate reader ; 

MDS Analytical Technologies, Berkshire, Royaume-Uni) à 450 nm pour les tests 

Quantikine® et à 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 oligonucléotidique marquées à la fluorescéine ont 

été utilisées. Ces dernières ont été détectées à l'aide d'anticorps spécifiques de la 

fluorescéine. Concrètement, les hybridations in situ ont été réalisées sur des sections 

histologiques de 5µm d'épaisseur d'échantillons enrobés en paraffine. Toutes les 

solutions aqueuses ont été traitées avec du DEPC 0,1% (v/v). Après 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 à la protéinase K 

(1µg/ml, Roche) diluée dans une solution de Tris-HCl (100mM; pH 8,0) et d'EDTA 

50mM pendant 30 min à 37°C, puis acétylées dans un bain d’acétate anhydrique 

0,25% (v/v) et de triéthanolamine 0,1M à pH 8,0 pendant 10 min. Les coupes ont 

ensuite été incubées pendant 1h à 50°C 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 à du NaCl 150mM et citrate de sodium 15mM. Les ARNm 
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cibles ont été hybridés en chambre humide (c'est-à-dire contenant une solution de 

SSC 4x avec 50% de formamide (v/v)) en incubant les coupes pendant une nuit à 

température optimale (Table V.1) en présence de sonde 1,5ng/µl préalablement 

marquée à l'extrémité 3' par de la fluorescéine-déoxyuridine 5'-triphosphate selon les 

modalités du kit "Gene Images 3'-oligolabeling Module" (GE HealthCare, Piscataway, 

NJ). Après l’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 l’H2O2 0,3% a permis de bloquer les peroxydases endogènes. Les 

lames ont été traitées pendant 30 min dans une solution de blocage des épitopes 

aspécifiques composée de Tris-HCl 50mM pH 7,4 contenant 1% de BSA et 10% de 

sérum de chèvre (NGS pour Normal Goat Serum). Les sondes fixées ont été 

visualisées par immunohistochimie classique (voir point 8) à l'aide de l'anticorps anti-

fluorescéine (Table V.2). 

 

8) Immunohistochimie. 

 

Les échantillons enrobés en paraffine ont été coupés en sections de 5µm 

d’épaisseur à 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 endogènes ont été inhibées 

en incubant les coupes dans un bain d’H2O2 à 0,3% (v/v) pendant 30 min à 

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 à 

température ambiante. Les coupes ont ensuite été incubées pendant une nuit à 4°C 

avec l’anticorps primaire approprié (Table V.2). Après 3 lavages de 5 min (le premier 

dans du PBS contenant 1% de BSA et les deux autres dans du PBS), l’anticorps fixé 

de manière spécifique a été détecté en incubant les coupes pendant 1h à 

température ambiante avec un anticorps secondaire (EnVision®, DakoCytomation) 

couplé à la peroxydase de raifort (HRP pour Horseradish peroxidase) et dirigé contre 

le fragment Fc de l'anticorps primaire. Les coupes ont ensuite été rincées (Tris-HCl 

50mM, pH 7,4, 2x5 min) et l’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’H2O2 à 0,03% (v/v). Les coupes ont été 



Chapitre V : Matériel et méthodes 
___________________________________________________________________________ 

 102 

lavées pendant 10 min dans l’eau courante, déshydratées et montées. Pour les 

doubles immunomarquages, la première cible a d’abord été détectée comme décrit 

ci-dessus. Après la première révélation, les coupes ont été lavées et incubées dans 

de l'HCl 0,1M pendant 1h à température ambiante puis lavées à l'eau courante. Les 

étapes d’inhibition des interactions non spécifiques et de détection ont été répétées 

mais avec l’emploi d’un anticorps secondaire (PA EnVision®, DakoCytomation) 

couplé à la phosphatase alcaline dont l’activité a été révélée par une incubation de 

30 min en présence du substrat chromogène (Fast Red 1mg/ml; Naphtol AS-MX 

0,4mg/ml; Levamisole 0,15mg/ml) dissous dans un tampon Tris-HCl 0,1M, pH 7,4 

(Sigma-Aldrich). Les microphotographies ont été prises en microscopie optique 

(Jenalumar) à l’aide d’un appareil photographique digital (Nikon Coolpix 4500). 

 

 Pour l'immunomarquage fluorescent de l'IL-1α, les cellules ont été cultivées 

sur un couvre-objet dans une boite de culture multipuits. Après 20 min de fixation au 

paraformaldéhyde 4% à 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 à température 

ambiante en présence d'anticorps primaire dilué dans une solution de Q-PBS. Après 

6 lavages de 5 min chacun dans du PBS, les cellules ont été incubées pendant 1h à 

température ambiante en chambre noire en présence d'anticorps secondaire de 

chèvre anti-IgG de souris couplé à un fluorochrome (Alexa-568 ou Alexa 488, 

Invitrogen™). Après montage, le marquage a été observé par microscopie confocale 

(microscope inversé Axiovert Zeiss, couplé à un système 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 prête à l'emploi d'Annexin-V-Fluos et examinées par microscopie à 

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

 

 La coloration histologique à l'argent permet de mettre en évidence un réseau 

de fibres riches en collagènes principalement de type III. 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'H2SO4 pendant 3 min, d'acide oxalique 1% pendant 1 min, d'alun de fer 2% 

pendant 15 min, de solution argentique (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 à l'eau distillée.  
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Table V.1: Liste des oligonucléotides 

 
Amorces pour PCR en temps réel  
 
IL-1α sens            5’-TTCGAGCCAATGATCAGTACC-3'    
IL-1α antisens      5’-AGCACCCATGTCAAATTTCA-3'    60°C 
 
IL-1β sens            5’-ACCTGTCCTGCGTGTTGAAAG-3'    
IL-1β 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'    
MMP-1 antisens      5'-TCTCAATGGCATGGTCCAC-3' 
MMP-1  sonde          5'-FAM-CACGCCAGATTTGCCAAGA-TAMRA-3'  60°C 
  
MMP-8  sens         5'-GGTTTTATGTTAACCCCAG-3'     
MMP-8  antisens      5'-GCTGTGGGGTATAGTTTC-3' 
MMP-8  sonde          5'-FAM-CCCAAGTGGGAACGCACT-TAMRA-3'  65°C 
 
β-actine  sens            5'-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3’     
β-actine antisens      5’-TCACGCCCTGGTGCCTG-3’ 
β-actine sonde          5’-FAM-CCGCCGCCCGTCCACACCCGCC-TAMRA-3’ 67°C 
 
Amorces pour PCR en temps réel d'échantillons microdisséqués 
 
β-actine#2 sens            5’-GCTTGACTCAGGATTTAAAAACTGG-3'   
β-actine#2 antisens      5’-GGGACTTCCTGTAACAATGCATCTC-3'  60°C 
 
Sondes antisens pour l'hybridation in situ des ARNm 
 
IL-1α           5'-GAACATTATATGTTAGTGTTGGTTCAACTCTT  
          ACAAAGAGTG-3'      40°C 
 
MMP-8                    5'-AGGTAGAATGGATACAGTGATGGGAAA-3' et  
                     5'-CCTTACTTCTAACCAAAATCTAGTTC-3  50°C 
 
Les sondes contrôles sens sont composées des séquences antiparallèles. 
Les températures indiquées à droite correspondent à celles utilisées lors de l’étape 
d’hybridation-élongation en PCR en temps réel ou d’hybridation dans le protocole 
d’hybridation in situ.  
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Table V.2: Liste des anticorps primaires 
 
Cible  Origine Clones   Concentration Fournisseur 
 
CD10  souris   56C6   2,0µg/ml  Biocare Medical 
CD45  souris   PD7/26, 2B11  1,0µg/ml   Dakocytomation 
CD56  souris  1B6   0,9µg/ml   Novocastra 
CD68  souris   PG-M1  5,0µg/ml   Dakocytomation 
Cytokératine souris   AE1/AE3  1,5µg/ml  Dakocytomation 
ERα  lapin  IgG   1/300   ThermoScientific 
Fluorescéine lapin  IgG   1/300   Dakocytomation 
IL-1α   souris   4414.141       3,3µg/ml     R&D Systems  
PRA et B souris  1A6   0,9µg/ml  Novocastra  
PRB  souris  SAN27  0,1µg/ml  Novocastra 
          
 
Contrôle souris  E13, RPC5     Argene Biosoft 
Contrôle  lapin  Ig (anti-h. pylori)    Dakocytomation 
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Annexes  
 
 
 

Séquences des ADNc des gènes étudiés : 
 
 

- β-actine 
- IL-1α 
- IL-1β 
- Il-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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ββββ-actine 
 
   1 cccagcaccc caaggcggcc aacgccaaaa ctctccctcc tcctcttcct caatnctcgc 
  61 tctcgctctt tttttttttc gcaaaaggag gggagagggg gtaaaaaaat gctgcactgt 
 121 cggcgaagcc ggtgagtgac cggcgcgggg ccaatcgcgt gcgccgttcc gaaagttgcc 
 181 ttttatggct cgagcggccg cggcggcgcc ctataaaacc caccggcgcg acgcgccacc 
 241 accgccgaga ccgcgtccgc cccgcgagca cagagcctcg cctttgccga tccgccgccc 
 301 gtccacaccc gccgccaggt aagcccggcc agccgaccgg ggcatgcggc cgcggcccct 
 361 tcgcccgtgc agagccgccg tctgggccgc agcggggggc gcatgggggg ggaaccggac 
 421 cgccgtgggg ggcgcgggag aagcccctgg gcctccggag atgggggaca ccccacgcca 
 481 gttcggaggc gcgaggccgc gctcggcagg cgcgctccgg gggtgccgct ctcggggcgg 
 541 gggcaaccgg cggggtcttt gtctgagccg ggctcttgcc aatggggatc gcagggtggg 
 601 cgcggcgtag cccccgccag gcccggtggg ggctggggcg ccatgcgcgt gcgcgctggt 
 661 cctttgggcg ctaactgcgt gcgcgccggg aattggcgct aattgcggct gcggcccggg 
 721 actcaaggcg ctaattgcgg ctgcgttctg gggcccgggg tgccgcggcc cgggccgggg 
 781 cgaaggcggg ctcggtcgga aggggtgggg tcgccgcggc tcccgggcgc ttgcgcactt 
 841 cctgcccgag ccgccggccg cccgagggtg tggccgctgc gtgcgcgcgc gcgaccggcg 
 901 ctgtttgaac cgggcggagg cggggctggc gcccggttgg gagggggttg gggcctggct 
 961 tcctgccgcg cgccgcgggg acgcctccga ccagtgtttg ccttttatgg taataacgcg 
1021 ccggcccggc ttcctttatc cccaatcgtg cgcgcgccgg cgccccctag cggcctaagg 
1081 actcggcgcg ccggaagtgg ccagggcggg ggcgacttcg gctcacagcg cgcccggcta 
1141 ttctcgcagc tcaccatgga tgatgatatc gccgcgctcg tcgtcgacaa cggctccggc 
1201 atgtgcaagg ccggcttcgc gggcgacgat gccccccggg ccgtcttccc ctccatcgtg 
1261 gggcgcccca ggcaccaggg cgtgatggtg ggcatgggtc agaaggattc ctatgtgggc 
1321 gacgaggccc acagcaagag aggcatcctc accctgaagt accccatcga gcacggcatc 
1381 gtcaccaact gggacgacat ggacaaaatc tggcaccaca ccttctacaa tgagctgctg 
1441 gtggctcccg aggagcaccc cgtgctgctg accgaggccc ccctgaaccc caaggccaac 
1501 cgcgagaaga tgacccaggt gagtggcctc atgtttgaga ccttcaacac cccagccatg 
1561 tacgttgcta tccaggctgt gctatccctg tacgcctctg gccgtaccac tggcatcgtg 
1621 atggactccg gtgacggggt cacccacact gtgcccatct acgaggggta tgccctcccc 
1681 catgccatcc tgcgtctgga cctggctggc ccggacctga ctgactacct catgaagatc 
1741 ctcaccgagc gcggctacag cttcaccacc acggccgagc gggaaatcgt gcgtgacatt 
1801 aacgagaagc tgtgctacgt cgccctggac ttcgagcaag agatggccac ggctgcttcc 
1861 agctcctccc tggagaagag ctacgagctg cctgacggcc aggtcatcac cattggcaat 
1921 gagcggttcc gctgccctga ggcactcttc cagccatgga gtcctgtggc atccacgaaa 
1981 ctaccttcaa ctccatcatg aagtgtgacg tggacatccg caaagacctg tacgccaaca 
2041 cagtgctgtc tggcggcacc accatgtacc ctggcattgc cgacaggatg cagaacgaga 
2101 tcactgccct ggcacccagc acaatgaaga tcaaggtcat tgctcctcct gagcgcaagt 
2161 actccgtgtg gatcggcggc tccatcctgg cctcgctgtc caccttccag cagatgtgga 
2221 tcagcaagca ggactatgac gagtccggcc cctccatcgt ccaccgcaaa tgcttctag 
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IL-1αααα 
 
   1 accaggcaac accattgaag gctcatatgt aaaaatccat gccttccttt ctcccaatct  
  61 ccattcccaa acttagccac tggcttctgg ctgaggcctt acgcatacct cccggggctt 
 121 gcacacacct tcttctacag aagacacacc ttgggcatat cctacagaag accaggcttc 
 181 tctctggtcc ttggtagagg gctactttac tgtaacaggg ccagggtgga gagttctctc 
 241 ctgaagctcc atcccctcta taggaaatgt gttgacaata ttcagaagag taagaggatc 
 301 aagacttctt tgtgctcaaa taccactgtt ctcttctcta ccctgcccta accaggagct 
 361 tgtcacccca aactctgagg tgatttatgc cttaatcaag caaacttccc tcttcagaaa 
 421 agatggctca ttttccctca aaagttgcca ggagctgcca agtattctgc caattcaccc 
 481 tggagcacaa tcaacaaatt cagccagaac acaactacag ctactattag aactattatt 
 541 attaataaat tcctctccaa atctagcccc ttgacttcgg atttcacgat ttctcccttc 
 601 ctcctagaaa cttgataagt ttcccgcgct tccctttttc taagactaca tgtttgtcat 
 661 cttataaagc aaaggggtga ataaatgaac caaatcaata acttctggaa tatctgcaaa 
 721 caacaataat atcagctatg ccatctttca ctattttagc cagtatcgag ttgaatgaac 
 781 atagaaaaat acaaaactga attcttccct gtaaattccc cgttttgacg acgcacttgt 
 841 agccacgtag ccacgcctac ttaagacaat tacaaaaggc gaagaagact gactcaggct 
 901 taagctgcca gccagagagg gagtcatttc attggcgttt gagtcagcaa agaagtcaag 
 961 atggccaaag ttccagacat gtttgaagac ctgaagaact gttacagtga aaatgaagaa 
1021 gacagttcct ccattgatca tctgtctctg aatcagaaat ccttctatca tgtaagctat 
1081 ggcccactcc atgaaggctg catggatcaa tctgtgtctc tgagtatctc tgaaacctct 
1141 aaaacatcca agcttacctt caaggagagc atggtggtag tagcaaccaa cgggaaggtt 
1201 ctgaagaaga gacggttgag tttaagccaa tccatcactg atgatgacct ggaggccatc 
1261 gccaatgact cagaggaaga aatcatcaag cctaggtcag caccttttag cttcctgagc 
1321 aatgtgaaat acaactttat gaggatcatc aaatacgaat tcatcctgaa tgacgccctc 
1381 aatcaaagta taattcgagc caatgatcag tacctcacgg ctgctgcatt acataatctg 
1441 gatgaagcag tgaaatttga catgggtgct tataagtcat caaaggatga tgctaaaatt 
1501 accgtgattc taagaatctc aaaaactcaa ttgtatgtga ctgcccaaga tgaagaccaa 
1561 ccagtgctgc tgaaggagat gcctgagata cccaaaacca tcacaggtag tgagaccaac 
1621 ctcctcttct tctgggaaac tcacggcact aagaactatt tcacatcagt tgcccatcca 
1681 aacttgttta ttgccacaaa gcaagactac tgggtgtgct tggcaggggg gccaccctct 
1741 atcactgact ttcagatact ggaaaaccag gcgtaggtct ggagtctcac ttgtctcact 
1801 tgtgcagtgt tgacagttca tatgtaccat gtacatgaag aagctaaatc ctttactgtt 
1861 agtcatttgc tgagcatgta ctgagccttg taattctaaa tgaatgttta cactctttgt 
1921 aagagtggaa ccaacactaa catataatgt tgttatttaa agaacaccct atattttgca 
1981 tagtaccaat cattttaatt attattcttc ataacaattt taggaggacc agagctactg 
2041 actatggcta ccaaaaagac tctacccata ttacagatgg gcaaattaag gcataagaaa 
2101 actaagaaat atgcacaata gcagttgaaa caagaagcca cagacctagg atttcatgat 
2161 ttcatttcaa ctgtttgcct tctactttta agttgctgat gaactcttaa tcaaatagca 
2221 taagtttctg ggacctcagt tttatcattt tcaaaatgga gggaataata cctaagcctt 
2281 cctgccgcaa cagtttttta tgctaatcag ggaggtcatt ttggtaaaat acttcttgaa 
2341 gccgagcctc aagatgaagg caaagcacga aatgttattt tttaattatt atttatatat 
2401 gtatttataa atatatttaa gataattata atatactata tttatgggaa ccccttcatc 
2461 ctctgagtgt gaccaggcat cctccacaat agcagacagt gttttctggg ataagtaagt 
2521 ttgatttcat taatacaggg cattttggtc caagttgtgc ttatcccata gccaggaaac 
2581 tctgcattct agtacttggg agacctgtaa tcatataata aatgtacatt aattaccttg 
2641 agccagtaat tggtccgatc tttgactctt ttgccattaa acttacctgg gcattcttgt 
2701 ttcaattcca cctgcaatca agtcctacaa gctaaaatta gatgaactca actttgacaa 
2761 ccatgagacc actgttatca aaactttctt ttctggaatg taatcaatgt ttcttctagg 
2821 ttctaaaaat tgtgatcaga ccataatgtt acattattat caacaatagt gattgataga 
2881 gtgttatcag tcataactaa ataaagcttg caacaaaatt ctctgacaaa aaaaaaaaaa 
2941 aaa 
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IL-1ββββ 
 
   1 accaaacctc ttcgaggcac aaggcacaac aggctgctct gggattctct tcagccaatc 
  61 ttcattgctc aagtgtctga agcagccatg gcagaagtac ctgagctcgc cagtgaaatg 
 121 atggcttatt acagtggcaa tgaggatgac ttgttctttg aagctgatgg ccctaaacag 
 181 atgaagtgct ccttccagga cctggacctc tgccctctgg atggcggcat ccagctacga 
 241 atctccgacc accactacag caagggcttc aggcaggccg cgtcagttgt tgtggccatg 
 301 gacaagctga ggaagatgct ggttccctgc ccacagacct tccaggagaa tgacctgagc 
 361 accttctttc ccttcatctt tgaagaagaa cctatcttct tcgacacatg ggataacgag 
 421 gcttatgtgc acgatgcacc tgtacgatca ctgaactgca cgctccggga ctcacagcaa 
 481 aaaagcttgg tgatgtctgg tccatatgaa ctgaaagctc tccacctcca gggacaggat 
 541 atggagcaac aagtggtgtt ctccatgtcc tttgtacaag gagaagaaag taatgacaaa 
 601 atacctgtgg ccttgggcct caaggaaaag aatctgtacc tgtcctgcgt gttgaaagat 
 661 gataagccca ctctacagct ggagagtgta gatcccaaaa attacccaaa gaagaagatg 
 721 gaaaagcgat ttgtcttcaa caagatagaa atcaataaca agctggaatt tgagtctgcc 
 781 cagttcccca actggtacat cagcacctct caagcagaaa acatgcccgt cttcctggga 
 841 gggaccaaag gcggccagga tataactgac ttcaccatgc aatttgtgtc ttcctaaaga 
 901 gagctgtacc cagagagtcc tgtgctgaat gtggactcaa tccctagggc tggcagaaag 
 961 ggaacagaaa ggtttttgag tacggctata gcctggactt tcctgttgtc tacaccaatg 
1021 cccaactgcc tgccttaggg tagtgctaag aggatctcct gtccatcagc caggacagtc 
1081 agctctctcc tttcagggcc aatccccagc ccttttgttg agccaggcct ctctcacctc 
1141 tcctactcac ttaaagcccg cctgacagaa accacggcca catttggttc taagaaaccc 
1201 tctgtcattc gctcccacat tctgatgagc aaccgcttcc ctatttattt atttatttgt 
1261 ttgtttgttt tattcattgg tctaatttat tcaaaggggg caagaagtag cagtgtctgt 
1321 aaaagagcct agtttttaat agctatggaa tcaattcaat ttggactggt gtgctctctt 
1381 taaatcaagt cctttaatta agactgaaaa tatataagct cagattattt aaatgggaat 
1441 atttataaat gagcaaatat catactgttc aatggttctg aaataaactt cactgaag 
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IL-1Ra 
 
   1 atttctttat aaaccacaac tctgggcccg caatggcagt ccactgcctt gctgcagtca 
  61 cagaatggaa atctgcagag gcctccgcag tcacctaatc actctcctcc tcttcctgtt 
 121 ccattcagag acgatctgcc gaccctctgg gagaaaatcc agcaagatgc aagccttcag 
 181 aatctgggat gttaaccaga agaccttcta tctgaggaac aaccaactag ttgctggata 
 241 cttgcaagga ccaaatgtca atttagaaga aaagatagat gtggtaccca ttgagcctca 
 301 tgctctgttc ttgggaatcc atggagggaa gatgtgcctg tcctgtgtca agtctggtga 
 361 tgagaccaga ctccagctgg aggcagttaa catcactgac ctgagcgaga acagaaagca 
 421 ggacaagcgc ttcgccttca tccgctcaga cagcggcccc accaccagtt ttgagtctgc 
 481 cgcctgcccc ggttggttcc tctgcacagc gatggaagct gaccagcccg tcagcctcac 
 541 caatatgcct gacgaaggcg tcatggtcac caaattctac ttccaggagg acgagtagta 
 601 ctgcccaggc ctgcctgttc ccattcttgc atggcaagga ctgcagggac tgccagtccc 
 661 cctgccccag ggctcccggc tatgggggca ctgaggacca gccattgagg ggtggaccct 
 721 cagaaggcgt cacaagaacc tggtcacagg actctgcctc ctcttcaact gaccagcctc 
 781 catgctgcct ccagaatggt ctttctaatg tgtgaatcag agcacagcag cccctgcaca 
 841 aagcccttcc atgtcgcctc tgcattcagg atcaaacccc gaccacctgc ccaacctgct 
 901 ctcctcttgc cactgcctct tcctccctca ttccaccttc ccatgccctg gatccatcag 
 961 gccacttgat gacccccaac caagtggctc ccacaccctg ttttacaaaa aagaaaagac 
1021 cagtccatga gggaggtttt taagggtttg tggaaaatga aaattaggat ttcatgattt 
1081 ttttttttca gtccccgtga aggagagccc ttcatttgga gattatgttc tttcggggag 
1141 aggctgagga cttaaaatat tcctgcattt gtgaaatgat ggtgaaagta agtggtagct 
1201 tttcccttct ttttcttctt tttttgtgat gtcccaactt gtaaaaatta aaagttatgg 
1261 tactatgtta gccccataat tttttttttc cttttaaaac acttccataa tctggactcc 
1321 tctgtccagg cactgctgcc cagcctccaa gctccatctc cactccagat tttttacagc 
1381 tgcctgcagt actttacctc ctatcagaag tttctcagct cccaaggctc tgagcaaatg 
1441 tggctcctgg gggttctttc ttcctctgct gaaggaataa attgctcctt gacattgtag 
1501 agcttctggc acttggagac ttgtatgaaa gatggctgtg cctctgcctg tctcccccac 
1561 cgggctggga gctctgcaga gcaggaaaca tgactcgtat atgtctcagg tccctgcagg 
1621 gccaagcacc tagcctcgct cttggcaggt actcagcgaa tgaatgctgt atatgttggg 
1681 tgcaaagttc cctacttcct gtgacttcag ctctgtttta caataaaatc ttgaaaatgc 
1741 ctaaaaaaaa aaaaaaaaaa 
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MMP-1 
 
   1 gggatattgg agtagcaaga ggctgggaag ccatcactta ccttgcactg agaaagaaga 
  61 caaaggccag tatgcacagc tttcctccac tgctgctgct gctgttctgg ggtgtggtgt 
 121 ctcacagctt cccagcgact ctagaaacac aagagcaaga tgtggactta gtccagaaat 
 181 acctggaaaa atactacaac ctgaagaatg atgggaggca agttgaaaag cggagaaata 
 241 gtggcccagt ggttgaaaaa ttgaagcaaa tgcaggaatt ctttgggctg aaagtgactg 
 301 ggaaaccaga tgctgaaacc ctgaaggtga tgaagcagcc cagatgtgga gtgcctgatg 
 361 tggctcagtt tgtcctcact gaggggaacc ctcgctggga gcaaacacat ctgacctaca 
 421 ggattgaaaa ttacacgcca gatttgccaa gagcagatgt ggaccatgcc attgagaaag 
 481 ccttccaact ctggagtaat gtcacacctc tgacattcac caaggtctct gagggtcaag 
 541 cagacatcat gatatctttt gtcaggggag atcatcggga caactctcct tttgatggac 
 601 ctggaggaaa tcttgctcat gcttttcaac caggcccagg tattggaggg gatgctcatt 
 661 ttgatgaaga tgaaaggtgg accaacaatt tcagagagta caacttacat cgtgttgcgg 
 721 ctcatgaact cggccattct cttggactct cccattctac tgatatcggg gctttgatgt 
 781 accctagcta caccttcagt ggtgatgttc agctagctca ggatgacatt gatggcatcc 
 841 aagccatata tggacgttcc caaaatcctg tccagcccat cggcccacaa accccaaaag 
 901 cgtgtgacag taagctaacc tttgatgcta taactacgat tcggggagaa gtgatgttct 
 961 ttaaagacag attctacatg cgcacaaatc ccttctaccc ggaagttgag ctcaatttca 
1021 tttctgtttt ctggccacaa ctgccaaatg ggcttgaagc tgcttacgaa tttgccgaca 
1081 gagatgaagt ccggtttttc aaagggaata agtactgggc tgttcaggga cagaatgtgc 
1141 tacacggata ccccaaggac atctacagct cctttggctt ccctagaact gtgaagcata 
1201 tcgatgctgc tctttctgag gaaaacactg gaaaaaccta cttctttgtt gctaacaaat 
1261 actggaggta tgatgaatat aaacgatcta tggatccagg ttatcccaaa atgatagcac 
1321 atgactttcc tggaattggc cacaaagttg atgcagtttt catgaaagat ggatttttct 
1381 atttctttca tggaacaaga caatacaaat ttgatcctaa aacgaagaga attttgactc 
1441 tccagaaagc taatagctgg ttcaactgca ggaaaaattg aacattacta atttgaatgg 
1501 aaaacacatg gtgtgagtcc aaagaaggtg ttttcctgaa gaactgtcta ttttctcagt 
1561 catttttaac ctctagagtc actgatacac agaatataat cttatttata cctcagtttg 
1621 catatttttt tactatttag aatgtagccc tttttgtact gatataattt agttccacaa 
1681 atggtgggta caaaaagtca agtttgtggc ttatggattc atataggcca gagttgcaaa 
1741 gatcttttcc agagtatgca actctgacgt tgatcccaga gagcagcttc agtgacaaac 
1801 atatcctttc aagacagaaa gagacaggag acatgagtct ttgccggagg aaaagcagct 
1861 caagaacaca tgtgcagtca ctggtgtcac cctggatagg caagggataa ctcttctaac 
1921 acaaaataag tgttttatgt ttggaataaa gtcaaccttg tttctactgt ttt 
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MMP-8 
 
   1 gacacatgat gctgtgaacg tcagggtgct cgccagggaa gggccctacc cagagggaca 
  61 gaaagaaagc caggaggggt agagtttgaa gagaagatca tgttctccct gaagacgctt 
 121 ccatttctgc tcttactcca tgtgcagatt tccaaggcct ttcctgtatc ttctaaagag 
 181 aaaaatacaa aaactgttca ggactacctg gaaaagttct accaattacc aagcaaccag 
 241 tatcagtcta caaggaagaa tggcactaat gtgatcgttg aaaagcttaa agaaatgcag 
 301 cgattttttg ggttgaatgt gacggggaag ccaaatgagg aaactctgga catgatgaaa 
 361 aagcctcgct gtggagtgcc tgacagtggt ggttttatgt taaccccagg aaaccccaag 
 421 tgggaacgca ctaacttgac ctacaggatt cgaaactata ccccacagct gtcagaggct 
 481 gaggtagaaa gagctatcaa ggatgccttt gaactctgga gtgttgcatc acctctcatc 
 541 ttcaccagga tctcacaggg agaggcagat atcaacattg ctttttacca aagagatcac 
 601 ggtgacaatt ctccatttga tggacccaat ggaatccttg ctcatgcctt tcagccaggc 
 661 caaggtattg gaggagatgc tcattttgat gccgaagaaa catggaccaa cacctccgca 
 721 aattacaact tgtttcttgt tgctgctcat gaatttggcc attctttggg gctcgctcac 
 781 tcctctgacc ctggtgcctt gatgtatccc aactatgctt tcagggaaac cagcaactac 
 841 tcactccctc aagatgacat cgatggcatt caggccatct atggactttc aagcaaccct 
 901 atccaaccta ctggaccaag cacacccaaa ccctgtgacc ccagtttgac atttgatgct 
 961 atcaccacac tccgtggaga aatacttttc tttaaagaca ggtacttctg gagaaggcat 
1021 cctcagctac aaagagtcga aatgaatttt atttctctat tctggccatc ccttccaact 
1081 ggtatacagg ctgcttatga agattttgac agagacctca ttttcctatt taaaggcaac 
1141 caatactggg ctctgagtgg ctatgatatt ctgcaaggtt atcccaagga tatatcaaac 
1201 tatggcttcc ccagcagcgt ccaagcaatt gacgcagctg ttttctacag aagtaaaaca 
1261 tacttctttg taaatgacca attctggaga tatgataacc aaagacaatt catggagcca 
1321 ggttatccca aaagcatatc aggtgccttt ccaggaatag agagtaaagt tgatgcagtt 
1381 ttccagcaag aacatttctt ccatgtcttc agtggaccaa gatattacgc atttgatctt 
1441 attgctcaga gagttaccag agttgcaaga ggcaataaat ggcttaactg tagatatggc 
1501 tgaagcaaaa tcaaatgtgg ctgtatccac tttcagaatg ttgaagggaa gttcagcaag 
1561 cattttcgtt acattgtgtc ctgcttatac ttttctcaat attaagtcat tgtttcccat 
1621 cactgtatcc attctacctg tcctccgtga aaatatgttt ggaatattcc actatttgca 
1681 gaggcttatt cagttcttac acattccatc ttacattagt gattccatca aagagaagga 
1741 aagtaagcct ttttgtcacc tcaatattta ctatttcaat acttacatat ctgacttcta 
1801 ggatttattg ttatattact tgcctatctg acttcataca tccctcagtt tcttaaaatg 
1861 tcctatgtat atcttctaca tgcaatttag aactagattt tggttagaag taaggattat 
1921 aaacaaccta gacagtaccc ttggccttta cagaaaatat ggtgctgttt tctacccttg 
1981 gaaagaaatg tagatgatat gtttcgtggg ttgaattgtg tcccccataa aagatatgtt 
2041 gaagttctaa ccccaggtac ccatgaatgt gagcttacca gggtctttgc agatgtaatt 
2101 agttaagtta aggtgagatc acactgaatt agggtgggct ctaaatccat tatgactgtt 
2161 gttcttataa gaagaagaga ggcatagtca cctaggggag gaggccgtat gaagacagag 
2221 gcagagattg gagtgacgca tctccaagcc aaggaattcc aaggactgta agccaccagt 
2281 agaagctttg aagaggcaag gaaggattcc ctccaatagc cttcaagtgt gaccctgctg 
2341 acacctgcag aattcggact tctatcctcc aaaaccgtga gggaataaat ttcctttgtt 
2401 ttaagccacc aactttgcaa tactttgtta cagcaaccct agacatgagg tactagacac 
2461 agtacatcta cacatatgaa aatgaatcaa cacagaatgc agaagtagaa cccttgctaa 
2521 ggactactgg gcatcttccc aggacagcag ccaaaagaga accaccactt cctctcctgc 
2581 ctcctccttg ctctctccta gagtccaaac ccaaatgggc cagttggatc tgatgttcgt 
2641 cagttcttta cttctatttc ctggggtact caggagggca cacactatag ataacttggg 
2701 ttagctgcat aaaattcaat gtctcattaa gttgcattaa actgagctta gatgtgtaag 
2761 tttgctaacg gatgggtttt tttgttaaga actataggat ttatgggacc aagtctagcg 
2821 agtccagata tcaaaatcat tataatgtta tatttgctgt tattagaata taatatagct 
2881 tattatacaa taaatatgta gactgtaaaa tatatttctc actagtacct cctattttct 
2941 ttctctgttg aagtttttaa atcccacaga taattaaatt ggcaccttta tgcttgttca 
3001 aaaattaaaa taatctatta aataagttca aattaaagat ttttacttca aatgac 
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