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CHAPITRE 1

REVUE DE LA LITTERATURE



1. INTRODUCTION

Il est maintenant bien établi que la transformation de cellules humaines
normales en cellules cancéreuses met en jeu plusieurs altérations géniques
successives. Les modifications de I’expression de ces génes ou de I’activité de leur
produit peuvent résulter de modifications génétiques. Ces altérations géniques
aboutissent a la sélection progressive de cellules qui acquiérent des capacités de
prolifération, d’adaptation a I’environnement et de survie caractéristiques du
phénotype tumoral. L’accumulation de ces lésions géniques dans une cellule
s’explique par [instabilité génétique des cellules cancéreuses qui permet la
génération et la survie de cellules mutantes anormales présentant des avantages

sélectifs de prolifération et de survie, puis d’angiogenése, d’invasion et de métastase.

1.1 Le cancer de ’endométre

1.1.1 Anatomie de ’utérus

L utérus est un petit organe en forme de poire (figure 1A), situé dans le petit
bassin, dans lequel se développe le feetus, lors d’une grossesse normale. |l comprend
trois parties : le corps, I’isthme et le col. Bien que [’utérus soit composé de muscles
(figure 1B) au niveau externe, sa paroi interne est recouverte d’une muqueuse,
composée de tissus glandulaires, appelée endométre. Au cours du cycle menstruel,
les variations du taux et de la combinaison d’hormones sécrétées par les ovaires
provoquent des modifications de I’endométre. L’endométre s’épaissit chaque mois
en préparation d’une grossesse €éventuelle et sa couche superficielle est par la suite
évacuée au cours des menstruations en absence de signaux embryonnaires. Elle se
reconstitue ensuite pendant la premiere moiti€ du cycle suivant. Les cellules
épithéliales de I’endométre humain sont hautement vulnérables aux transformations
néoplasiques puisque celles-ci sont constamment en état de renouvellement et de
multiplication pendant le cycle menstruel. Ainsi, le risque de mutations génétiques
est grandement augmenté. Dans la plupart des cas, les tissus glandulaires sont le
point d’origine du cancer de I’utérus, que l’on désigne alors sous le terme

d’adénocarcinome.



' trompes de Fallope
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Figure 1A : Anatomie de I’appareil génital féminin (Site Web Société
canadienne du cancer, www.cancer.ca, 2003)

Figure 1B : Coupe histologique de I’utérus (Marieb, E.N. (1993) «Anatomie et
physiologie humaines », Editions du Renouveau Pédagogique inc.
Canada, p.951).




Presque tous les cancers de |I’endometre sont des adénocarcinomes mais
pouvant étre séparés en plusieurs types. Les adénocarcinomes endométrioides sont
les plus répandus puisqu’ils représentent environ 80% des adénocarcinomes qui se
développent dans D’épithélium formant la muqueuse de l'utérus. Les cancers
endométroides concernent les cellules glandulaires de ['utérus ainsi les cellules
sqameuses.  Les adénocarcinomes avec différention malpighienne (longtemps
appelés carcinomes adénosquameux (7% des adénocarcinomes)) sont caractérisés par
des images de kératinisation ou de ponts cellulaires. Finalement, les derniers types
d’adénocarcinomes de I’endomeétre sont les adénocarcinomes séreux papillaires
(environ 10% des cancers de I’endométre) (Hendrickson, 1982) et les
adénocarcinomes a cellules claires (moins de 5%) (Kurman, 1994). Ce sont les

adénocarcinomes les moins répandus mais qui se développent et se propagent

souvent rapidement.

Outre les adénocarcinomes, il existe d’autres formes de cancer de ['utérus,
moins fréquentes, qu’on appelle également des sarcomes utérins, qui peuvent toucher
I’endométre : les sarcomes stromaux se développant aux dépens du tissu conjonctif
de I’endométre, les tumeurs mixtes mésodermiques malignes (carcinosarcomes) se
développant a la fois aux dépends de I’épithélium ou du tissu glandulaire et du tissu
conjonctif de I’endomeétre, et finalement, les |éiomyosarcomes prenant naissance

dans le muscle de la paroi utérine.

1.1.2 Description de la maladie

On parle de cancer de I’endometre lorsqu’il y a prolifération et propagation
incontrolées de cellules anormales de la muqueuse tapissant la face interne de
I’endomeétre. Les symptdmes du cancer de I’endométre se manifestent généralement

au début de la maladie.



Le symptome classique du cancer de ’endometre est une perte de sang chez la
femme ménopausée ou par des régles abondantes ou des saignements irréguliers
entre les régles chez la femme non ménopausée. 11 peut également se manifester par
des douleurs pelviennes, mais il s’agit d’un symptdme peu fréquent. La plupart des
néoplasies endométriales sont diagnostiquées lorsqu’elles sont circonscrites a
I’utérus. Cependant, les carcinomes de I’endométre peuvent s’étendre le long de la
cavité utérine jusqu’au col, pénétrer la paroi utérine ou s’étendre a travers les
trompes de Fallope. Une fois dissiminés, ces carcinomes peuvent étre aussi |étaux

que le cancer ovarien (Gurpide, 1991).

1.1.3 Incidence

Au Canada et aux FEtats-Unis, le cancer endométrial est le cancer
gynécologique le plus fréquent (Canadian Cancer society and NIH USA statistics
2003). 1l est aussi le quatriéme en importance parmi tous les cancers chez la femme
(apres les cancers du sein, du colon et du poumon). On diagnostique un cancer de
I’endométre chez environ 3500 femmes canadiennes tous les ans. L’incidence du
cancer endométrial a augmenté sans arrét durant les 50 derniéres années et est
attribuable a |’augmentation de I’espérance de vie et aux méthodes de détection

améliorés (Gordon, 1994 ; Mant, 1994).

1.1.4 Causes

Le cancer endométrial survient le plus souvent aprés la ménopause, I’age
moyen au diagnostic étant de 60 ans. Le développement d’hyperplasies et de
carcinomes endométriaux peut €tre lier a une exposition aux cestrogeénes sans les
effets de la progestérone (Kurman, 1997). En effet, une association entre une
utilisation prolongée d’hormones ou des médicaments contenant des cestrogenes
(sans progestérone) et le développement du cancer de I’utérus a été¢ démontré (Grady,

1994). Ainsi, toute situation qui augmente ’exposition aux cestrogénes augmente



donc le risque de ce cancer comme un début précoce des régles ou une survenue
tardive de la ménopause. Aussi, des études confirment que les femmes prenant du
tamoxiféne pour prévenir ou soigner un cancer du sein seraient deux a trois fois plus
a risques (Mourits, 2001), ce qui peut étre lié¢ a Peffet du tamoxiféne sur I’utérus, un
effet qui ressemble a celui des oestrogeénes tandis qu’il se manifeste par un effet anti-
oestrogéne au niveau du sein. En effet, le tamoxiféne est un anticestrogéne
synthétique (antagoniste cestrogénique) utilis€ dans le traitement du cancer du sein
mais présente également des effets cestrogéniques (agonistes) sur |’endométre,
augmentant les risques de cancer de I’endomeétre (Fisher, 1994). Il a ét¢ démontré
qu’aprés I’implantation de cellules cancéreuses du sein et de I’endométre dans des
souris athymiques, les deux types de tumeurs se développaient trés bien. Lorsqu’on
utilisait ensuite le tamoxiféne comme traitement, les tumeurs provenant des cellules
cancéreuses du sein étaient inhibées tandis que celles provenant de I’endomeétre

croissaient (Gottardis, 1998).

Parmi les autres facteurs de risques du cancer endométrial, citons le diabete,
I’affection de la vésicule biliaire ou de la thyroide, la nulliparité/infertilité,
I"hypertension et I’obésité (Shoff, 1998). Par contre, la contraception orale semble
avoir un effet protecteur contre le cancer de I’endométre. En effet, jusque dans les
années 1980, les cestrogénes étaient le composant dominant des pilules
cestroprogestatives, et donc entrainaient un risque accru de cancer de I’endometre.
Cependant, depuis 1976, la progestérone est le composant dominant et la pilule
cestroprogestative confere au contraire une production qui persiste au moins 10 ans
apres I’arrét de cette contraception (The Centers for Disease Control Cancer and

Steroid Hormone Study, 1983).

1.1.5 Diagnostic et stades de la maladie

Un prélévement d’un fragment de tissu endométrial et son examen au
microscope doit étre effectué pour savoir si [on a affaire a un cancer ou si les

saignements anormaux sont dus a d’autres causes bénignes. Ce prélévement peut



s’effectuer par biopsie ou par curetage de [’utérus, apres dilatation du col. En ce qui
concerne I’examen du tissu endométrial, un pathologiste doit observer le tissu
prélevé pour voir s’il contient des cellules cancéreuses. S’il y a cancer, on en

détermine le type histologique et le stade clinique.

La détermination du stade du cancer indique son degré d’extension. Pour le
cancer endométrial, le syst¢tme mis au point par la Fondation Internationale de
Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) est utilis€. On parle de stade [ lorsque le
cancer est limité au corps de I'utérus ; de stade II lorsque que la tumeur envahie le
col ; de stade III lorsque le cancer s’est propagé a I’extérieur de I’utérus et finalement
de stade IV lorsqu’il s’agit d’une tumeur avec métastases a distance (vessie, rectum,

foie, poumons ou 0s).

1.1.6 Traitements

II existe quatre types de traitements de base : le traitement chirurgical, la
radiothérapie, 1’hormonothérapie et la chimiothérapie. Il arrive qu’on en combine

plusieurs.

1.1.6.1 La chirurgie

On a généralement recourt au traitement chirurgical dans les cas de cancer de
I’endometre. L’intervention la plus fréquente consiste a enlever 1’utérus ainsi que les
deux ovaires et les trompes de Fallope. Cette chirurgie se nomme hystérectomie
totale avec salpingo-ovariectomie bilatérale et se pratique généralement par voie
abdominale. Plus récemment, on a commencé a utiliser le laparoscope pour procéder
au détachement des trompes et des ovaires afin de compléter I’hystérectomie par voie
vaginale. Pour les cancers de stade I, la chirurgie est parfois la seule intervention

nécesssaire. On peut aussi procéder a I’exérése de quelques ganglions situés a



proximité pour s’assurer qu’ils sont sains: une analyse en laboratoire sur ces

ganglions révélera si le cancer s’est propagé.

1.1.6.2 La radiothérapie

La radiothérapie consiste en la destruction des cellules cancéreuses par des
rayons X de haute énergie. Elle peut affecter les tissus sains entourant la tumeur
mais ses effets secondaires peuvent généralement étre maitrisés. La radiothérapie
peut s’administrer par I’introduction d’une source radioactive (curiethérapie) dans
Putérus ou dans le vagin. En radiothérapie externe, les rayons sont dirigés
directement sur la tumeur de fagon a épargner les tissus sains avoisinants. Chez la
plupart des femmes dont le cancer a atteint les stades Il, Il ou 1V, la chirurgie doit
étre accompagnée de radiothérapie afin de détruire les cellules cancéreuses qui ont
essaimé. Il arrive plus rarement que la radiothérapie soit administrée avant la

chirurgie afin de réduire la taille de la tumeur pour faciliter son excision.

1.1.6.3 L’hormonothérapie

L’hormonothérapie consiste généralement & administrer des comprimés ou
des injections d’hormones (généralement de la progestérone) pour freiner la
prolifération des cellules cancéreuses et permettre de réduire la taille d’une tumeur.
Si les tests révelent que le cancer est de type hormonodépendant, on peut choisir
Poption  d’administer des  progestatifs (acétate de  mégestrol  ou
médroxyprogestérone) qui empéchera les récepteurs d’eestrogénes de
s’apprivisionner en cestrogénes (Moore, 1991). On y recourt pour traiter les cancers

utérins récidivants ou ayant atteint un stade avance.



1.1.6.4 La chimiothérapie

Elle consiste en [’administration de médicaments empéchant le
développement et la propagation des cellules cancéreuses. Les molécules les plus
actives en monothérapie sont les paclitaxel (36 %), les sels de platine (20-30%) et les
anthracyclines (30%) (Ball, 1995). La chimiothérapie anticancéreuse associe souvent
plusieurs médicaments et les taux de réponse sont meilleurs en association. Les plus
actives sont les associations anthracycline-sel de platine et paclitaxel-sel de platine.
Généralement, on utilise la doxorubicine seule ou associée au cisplatine. Par contre,
la chimiothérapie peut affecter des cellules saines et provoquer des effets
secondaires : nausées, vomissements, perte d’appétit, fatigue, perte des cheveux et
risques accrus d’infection. Il arrive qu’on y recoure lorsque le cancer s’est propagé
au-deld du bassin. Les médicaments sont administrés en injections intraveineuses

pour permettre une diffusion dans tout I’organisme.

1.1.7 La recherche

Des essais cliniques sont en cours pour évaluer I’effet de nouveaux
médicaments dans le traitement de cancers récidivants. Des recherches sur la
structure moléculaire du cancer endométrial pourraient déboucher sur de nouveaux
moyens de dépistage, de traitement et de prévention. La grande majorité des cas de
cancer de I’endometre n’ont rien a voir avec I’hérédité¢ mais sont le plus souvent
causés par des mutations de génes qui régulent la réparation de I’ADN ou la
multiplication des cellules. Ainsi, I’activation de certains oncogenes et la perte de la
fonction de suppresseur de tumeur (voir sections 1.4.1 et 1.4.2) que possede
différents génes (par exemple, p53 et PTEN) sont des événements qui peuvent causer

des tumeurs (Esteller, 1999) .



1.2 L’apoptose

Le développement et la survie de tout organisme multicellulaire résultent d’un
contrdle génétique précis du nombre de cellules grace a un équilibre entre les
phénomenes de prolifération et de mort cellulaire. Toutes les cellules ont la capacité
de se détruire en activant un programme intrinséque dont I’exécution conduit a une
forme de mort cellulaire, ’apoptose (Kerr, 1972). Les cellules ont la capacité de
répondre & des signaux trés différents en activant un ensemble d’événements
conduisant & leur mort par apoptose. L’apoptose, qui a été initialement décrit par
Kerr en 1972, est un processus génétiquement contr6lé jouant un réle fondamental
dans le développement et [’homéostasie cellulaire (Evan, 1998). L’apoptose
s’effectue selon un processus stéréotypé et conservé suggérant I’existence d’un

mécanisme général de destruction.

Plusieurs étapes interviennent depuis le signal susceptible de déclencher le
programme apoptotique jusqu’a la mort cellulaire.  De nombreux signaux
physiologiques ou pathologiques et intra ou extracellulaires ont été identifiés comme
pouvant déclencher I’apoptose. Une carence en facteurs de croissance, I’activation
de certains récepteurs membranaires (Fas, TNF) ou nucléaires (glucocorticoides)
lorsqu’ils sont liés & leur ligands ou des dommages cellulaires (radiations ionisantes,
agents cytotoxiques, chocs osmotiques, hyperthermie) sont tous des facteurs qui
peuvent induire I’apoptose (Itoh, 1991 ; Nagata, 1995). Ces signaux sont intégrés par
la cellule qui, en fonction de son génotype et de son état physiologique, orientera sa

réponse soit vers I’apotose, soit vers la différentiation ou la survie.

Ce programme met en ceuvre |’interruption planifiée des processus biologiques
et la destruction des macrostructures de maniere a faciliter I’élimination de celles-ci.
L’apoptose est un processus qui a €t¢ initialement décrit par ses caractéristiques
morphologiques (figure 2) soit le rétrécissement cellulaire, les boursouflements de la
membrane plasmique, la condensation de la chromatine dans le noyau, la

fragmentation cellulaire et la formation de corps apoptotiques (Kerr, 1972).
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De plus, lorsque la membrane cellulaire commence a bourgeonner, celle-ci
exprime des signaux permettant la phagocytose ultérieure de la cellule. La
fragmentation cellulaire est la conséquence d’une ou de plusieurs endonucléases. Les
effecteurs contribuant a la destruction de la cellule sont les protéases a cystéine,
appelées caspases (voir section 1.2.1). Au point de vue biochimique, les cellules
apoptotiques sont caractérisées par une externalisation des phophatidylsérines
membranaires, une dégradation spécifique de I’ADN et une dégradation sélective de

certaines protéines cellulaires (Hengartner, 2000).

Le déreglement de la mort cellulaire par apoptose est impliqué dans la
physiopathologie de nombreuses maladies. L’importance des processus d’apoptose
en physiologie fait que toute dérégulation de ces processus peut étre délétére pour
organisme. En effet, un contréle de [’apoptose inapproprié peut contribuer a
certaines pathologies, telles que la maladie d’Alzheimer ou des maladies auto-
immunes, alors qu’un défaut d’apoptose peut contribuer au développement d’un
cancer. L’apoptose est la contrepartie de la prolifération et I’interruption de
I’apoptose représente donc un élement-clé dans la tumorigenése. L’expression de
certains oncogenes ou anti-oncogenes (voir section 1.4) est corrélée a la sensibilité
cellulaire a P’apoptose (Askew, 1991; Wang, 1993). De nombreuses observations
montrent que la plupart des agents anticancéreux exercent leur action en induisant
I’apoptose (Hickman, 1992). De plus, il semble que I’efficacité d’une thérapie soit
corrélée a la capacité de la cellule tumorale cible de répondre & ’apoptose. Ainsi, la
résistance cellulaire a certains traitements refléte une certaine incapacité a activer la
cascade des événements de ['apoptose. Il est cependant crucial a la survie de
I’organisme que cette mort cellulaire soit étroitement régulée. La régulation entre la
balance entre les sentiers de survie cellulaire et de mort programmée est donc

déterminante dans le destin cellulaire.



1.2.1 Les caspases

Jusqu’a présent, les seuls effecteurs identifiés contribuant a la destruction de la
cellule sont les protéases & cystéine, appelées caspases (pour cysteine aspartate
protease) (Alnemri, 1996) de la famille de ICE (interleukine-1b converting enzyme),
et les nucléases. Les cibles des caspases sont des protéines dont la dégradation
aboutit soit a la perte de leur fonction, soit a I’acquisition de nouvelles activités
(Nicholson, 1999). L’activation de ces molécules effectrices est irréversible. Les
caspases sont produites sous forme de précurseurs qui subissent une maturation par
clivage au niveau de résidus aspartate présents sur la caspase elle-méme. Cette

maturation en deux sous-unités produit I’enzyme active.

Les caspases ont été divisées en deux sous-groupes basés sur leur position
dans la cascade induisant I’apoptose. En amont, on retrouve les caspases initiatrices
(caspase-2, -8, -9 et -10) qui sont généralement responsables de I’activation de la
cascade des caspases durant I’apoptose. Le second groupe, en aval, se nomme les
caspases effectrices (caspase-3, -6 et -7). Celles-ci sont responsables de la
destruction de la cellule lors de I'apoptose ( Muzio, 1996; Boldin, 1996 ; Srinivasula,

1996).

1.3 Le sentier de signalisation et de survie cellulaire phosphatidylinositol 3-

kinase (PI 3-K)/Akt

Les phosphatidylinositol 3-kinases (PI-3K) générent des lipides inositol
spécifiques qui sont impliqués dans plusieurs processus cellulaires importants
comme |’adhésion, la mobilité, la croissance, la prolifération, la survie et la
différentiation cellulaire. PI 3-K est une molécule de signalisation importante (figure
3) pour divers facteurs de croissance (comme [’insuline) dans une variété de types

cellulaires (Panayotou et al., 1993).



Le second messager lipidique formé par PI 3-K, le phosphatidylinositol 3-
phosphate, joue un rble important dans [|’activation de Akt. Le sentier de
signalisation Pl 3-K est ainsi impliqué dans [’activation du facteur de transcription
nucléaire pro-inflammatoire kB (NF-xB) et permet ainsi une régulation positive des
génes anti-apoptotiques et la survie cellulaire. PI 3-K a été¢ impliqué pour la
premicre fois dans la suppression de ’apoptose dans une étude réalisée par Yao et
Cooper (1995). Celle-ci démontrait que I’inhibition de ’activité de PI 3-K diminuait
I’habilité du nerve growth factor (NGF) a promouvoir la survie cellulaire. Certains
inhibiteurs du phosphatidylinositol 3-kinase comme le LY 294002 et Wortmannin
sont souvent utilisés en recherche pour vérifier I’importance de cette voie de
signalisation. Il a été¢ démontré que PI 3-kinase est activé dans diverses tumeurs

humaines (Shayestch, 1999).

1.4 Les oncogénes et les génes suppresseur de tumeur (ou anti-oncogénes)

Des altérations génétiques survenant sur des geénes critiques peuvent étre a la
base de la formation et de la progression de tumeurs cancéreuses. Certains de ces
génes sont impliqués dans d’importants processus comme la modulation
transcriptionnelle et la régulation du cycle cellulaire. Les oncogenes stimulent la
croissance chez les cellules normales tandis que les genes suppresseurs de tumeur
sont responsables de I’inhibition de la prolifération ou de I’induction de I’apoptose.
Les mutations dans ces types de génes amenent une augmentation de [’activité de
croissance dans le premier type et une inactivation de I’inhibition dans le second,
facilitant ainsi la transformation de la cellule normale en cellule cancéreuse. Les
oncogeénes peuvent étre activés par des mutations ou par [’amplification et la
surexpression de divers genes alors que les génes suppresseur de tumeurs peuvent
étre inactivés par la délétion de certains genes, par des mutations, par des délétions
partielles qui inhibe le produit du géne ou par un manque de transcription c’est-a-dire

par hyperméthylation du promoteur (Esteller, 1999).



Figure 3 : Représentation schématique du sentier de signalisation et de survie
PI 3-K/Akt.
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1.4.1 La protéine P53

Le géne p53 est un des geénes les plus étudiés dans le cancer endométrial. La
fonction principale de p53 est de réguler la transcription de nombreux génes
impliqués dans des mécanismes d’arrét de la prolifération cellulaire et de mort
cellulaire. En effet, p53 est une protéine nucléaire essentielle au controle de la
progression dans le cycle cellulaire (arrét du cycle en phase G1), de la réparation de
[’ADN et de l’apoptose induite par divers stress cellulaires (Ko, 1996; Hansen,
1997).

Le géne suppresseur de tumeur p53 est muté dans la moitié des tumeurs
humaines, ce qui souligne son importance dans de nombreux tissus. Effectivement,
p53 est une des protéines clés qui protegent les tissus de la transformation tumorale
(Levine, 1997). Le rétablissement de la fonction de p53 de type sauvage dans les
cellules tumorales pourrait étre utile pour potentialiser les effets des traitements
conventionnels contre le cancer, et différents protocoles ont déja été mis au point ol
la thérapie génique avec p53 est accompagnée par I’administration d’agents induisant

I’apoptose (Yang, 1996).

1.4.2 La protéine PTEN

Récemment, un nouveau géne suppresseur de tumeur appelé PTEN/MMACI
(phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten/mutated in multiple
advanced cancers) a été localisé sur le chromosome 10q23.3 (Li, 1997). PTEN est
I’un des génes suppresseur de tumeurs les plus mutés dans les différents cancers
humains (Steck, 1997). Le géne PTEN humain encode un polypeptide de 403 acides
aminés possédant une activité lipide phosphatase. PTEN est un régulateur négatif de
PI 3-K et de Akt. L’inactivation du géne suppresseur de tumeur PTEN/MMACT a
été¢ démontré dans plusieurs types de cancers comme ceux du cerveau, du sein, de

’endomeétre, du foie, et de la prostate (Li J, 1997 ; Steck, 1997 ; Li DM, 1997). Dans
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la plupart des tumeurs associées a la mutation de PTEN, la protéine perd I’intégrité

de son domaine phosphatase (Marsh, 1998 ; Rasheed, 1997).

La protéine PTEN déphosphoryle le phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
(PIPs) & la position D3 et génere la molécule PIP, (Maehama, 1998). La molécule
PIP; est un produit direct de ’activité de PI 3-K et régule positivement PDKI
(phosphoinositide dependent kinase-1), une kinase connue pour phosphoryler et
activer Akt. Ainsi, dans une situation ol PTEN est présente sous forme sauvage
et/ou surexprimée, le sentier de survie Pl 3-K/Akt est bloqué et les processus
apoptotiques peuvent étre enclenchés. 1l a été démontré dans un type de cellules
cancéreuses endométriales connues pour avoir un géne PTEN muté, que la sur-
expression de la protéine sauvage pouvait bloquer la prolifération cellulaire et induire
I’apoptose (Sakurada, 1999). En plus, de réguler négativement Akt, cette protéine

possede I’habilité de bloquer le cycle cellulaire en phase G1 (Ramaswamy, 1999).

1.43 Akt

La protéine kinase Akt ou protéine kinase B (PKB) est ['une des cibles des
produits lipidiques du PI 3-K les plus caractérisées. En 1991, deux lignes de
recherches indépendantes convergent sur la découverte d’'un ADNc qui encode une
nouvelle sérine/thréonine kinase. ~ Un groupe avait cloné I’homologue cellulaire

normal de I’oncogene viral v-akt et son produit fiit appellé c-Akt (Staal, 1987).

1.4.3.1 Isoformes de Akt

Trois isoformes de Akt ont ét¢ identifiés chez les mammifere mais leur niveau
d’expression varie selon les tissus. Aktl est la forme prédominante dans la plupart

des tissus (Bellacosa, 1993). La plus grande expression de Akt2 est observée dans



les tissus répondant a |’insuline : muscle squelettique, cceur, foie et rein (Altomare,
1995). A I’instar des deux autres isoformes, Akt3 est exprimé de fagon restreinte. De
hauts niveaux d’expression de Akt3 ont été détecté dans les testicules et dans le
cerveau et des niveaux faibles, dans le pancréas, le cceur et le rein (Nakatami, 1999).
Cependant, la patron d’expression des trois isoformes ne refléte pas nécessairement
leur activité. En effet, différents niveaux d’activités de ces trois isoformes ont été
observés dans certains tissus mais ne sont pas nécessairement correlés a leurs niveaux

d’expression (Walker, 1998).

1.4.3.2 Activation de Akt

Akt est une sérine/thréonine kinase de 59 kDa qui est initialement une protéine
cytosolique inactive recrutée a la membrane plasmique et qui est, par la suite, activée
a la suite d’une phosphorylation en réponse a des facteurs de croissance ou des
cytokines par I’intermédiare d’un mécanisme impliquant la phosphoinositide 3-kinase
(PI 3-K) (Stephens, 1998). Akt fournit un signal de survie qui protége les cellules
contre I’apoptose induite par divers stress (Alessi, 1996 ; Ahmed, 1997 ; Kennedy,
1997; Kulik, 1993). La molécule responsable de I’activation et du recrutement de Akt
a la membrane cellulaire est la lipide kinase Pl 3-K. Akt est activée par un
recrutement a la membrane plasmiques par les produits lipidiques de PI 3-K et par une
phosphorylation au niveau de la thréonine 308 et de la sérine 473 par le 3’-
phosphoinositide-dependant kinase-1 (PDK-1). Akt a son tour phosphoryle et bloque
I’action de Bad, une protéine pro-apoptotique appartenant 4 la famille de Bcl-2 (Datta,
1997), au niveau de la mitochondrie. De plus, Akt peut aussi altérer I’activité de
plusieurs autres médiateurs pro-apoptotiques.  Comme Akt peut induire la
phosphorylation de pro-caspase-9, il est suggéré que I’activation/blocage des caspases
et de [’apoptose peut-étre régulé directement par la phosphorylation des protéines
(Cardone, 1998). La sur-expression de Akt a des effets anti-apoptotiques dans
plusieurs types cellulaires en retardant la mort cellulaire.  De plus, cette
sérine/thréonine kinase stimulerait ’activité du facteur de transcription NF-xB

(Madrid, 2000).
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1.4.3.3 Akt et le cancer

La premiere évidence que Akt pouvait €tre un proto-oncogéne fut son
identification comme étant une protéine de fusion d’un rétrovirus oncogénique.
Des expériences ultérieures ont montré qu’une expression ectopique de Akt activé
permettait une transformation cellulaire in vitro (Aoki, 1998). La découverte d’une
sous-unité catalytique activé de Pl 3-K dans un virus du sarcome aviaire (Chang,
1997) et les observations démontrant que le géne suppresseur de tumeur PTEN soit
fréquemment muté ou délété dans de nombreux cancers ont mis Akt dans une
position critique en ce qui concerne la tumorigénese. La fréquence avec laquelle la
voie de signalisation PTEN/PI 3-kinase/Akt est altérée suggere fortement que
I’activation de celle-ci dans les tumeurs cancéreuses serait aussi commune que

I’inactivation de p53.

Il a été¢ démontré que dans plusieurs types de cancer humain (cancer de
I’estomac, du pancréas, de ’ovaire, du sein et de la prostate), les protéines de la
famille Akt sont souvent amplifiées ou leur activit¢ kinase sont
constitutionnellement plus élevées (Bellacosa, 1995 ; Cheng, 1992, 1995 ; Haas-
Kogan, 1998; Li, 1997, Staal, 1987). Des amplifications de Akt] ont été décelées
dans des adénocarcinomes gastriques (Staal, 1987) tandis que Akt2 s’est trouvé
amplifié et surexprimé dans les cancers du pancréas, de I’ovaire et du sein
(Bellacosa, 1995 : Cheng, 1996). En fait, la surexpression de Akt2 coincide avec
de mauvais pronostics et des durées de vie plus réduites chez les patientes atteintes
de cancer de I’ovaire. Akt3 est surexprimé dans les cancers du sein et de la prostate
(Nakatani, 1999). Toutes les lignées cellulaires cancéreuses dans lesquelles PTEN
est inactivé démontrent une augmentation de |’activité de Akt. Ainsi, I’activation

de ce proto-oncogene contribue a la genése du cancer.
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1.5 Le facteur de transcription nucléaire kappa-B (NF-xB)
1.5.1 Activation de NF-xB

NF-xB est un hétérodimere de deux sous-unités (pSO et p65) connu pour
activer la transcription de plus de 150 genes. Ce facteur de transcription est retenu
dans le cytoplasme sous une forme latente et inactive avec son inhibiteur IxB. Sous
I’influence de multiples facteurs, IkB est phosphorylé, ubiquitiné et dégradé par des
protéasomes (Palombella, 1994). La dégradation de IxB est régulé par la
phosphorylation des résidus sérine 32 et 36 par le complexe de deux kinases IKKs
(IkB kinase-o et IkB kinase-f3). La phosphorylation de ces résidus provoquent la
dissociation de NF-kB avec son inhibiteur IkB lequel devient une cible pour
[’ubiquitination et la dégradation. NF-xB est alors transloqué au niveau du noyau et

il est alors capable d’activer la transcription de nombreux genes (Baeuerle, 1988).

Notons que le géne suppresseur de tumeur PTEN supprime ’activation NF-«xB
puisqu’il a été démontré que le chemin de survie PI 3-kinase/Akt est impliqué dans
I’activation de NF-xB (Kane, 1999). Akt stimulerait [’activit¢ du facteur de
transcription NF-xB (Madrid, 2000). Il a été établi que Akt augmente la dégradation
de 1kB et coopére avec d’autres facteurs pour induire I’activation de NF-xB (Kane,
1999).  L’habilité de Akt a réguler I’activité de NF-xB peut étre aussi due a son
interaction directe avec les 1IKKs (IxkB kinases). De plus, Akt peut phosphoryler et
activer 1IKKo sur un site régulateur, la thréonine 23 (Ozes, 1999). Ainsi, ces données

révélent I’implication de Akt dans le chemin de signalisation le liant ainsi a NF-«xB.

1.5.2 NF-xB et son implication dans le cancer

Subissant une régulation complexe, |’activation de NF-«kB est fréquemment

observée dans les cellules tumorales. La présence d’une activité constitutive de NF-
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kB dans de nombreuses cellules tumorales confere & celles-ci un potentiel de survie
en s’opposant a I’apoptose. Par exemple, une localisation permanente de NF-xB
dans le noyau a été détectée dans les cas de cancer du sein (Rayet ,1999 ), de I’ovaire
(Dejardin, 1999), de la thyroide (Visconti, 1997) et de la prostate (Herrmann, 1997).
Dans les cellules du cancer du sein et de la prostate, I’activité constitutive de NF-kB
est associ€e a des niveaux réduits de IxB dus & une hausse de la dégradation de cette
protéine dans ces cellules (Gasparian, 2002). Une inhibition de NF-kB qui serait
associée a des traitements chimiothérapeutiques pourrait fortement améliorer le

potentiel apoptotique de la chimiothérapie.

Les génes induits par NF-kB pour promouvoir la survie cellulaire ne sont pas tous
encore identifiés, mais incluent Bfl-1/A1 (un membre de la famille Bcl-2) et des
inhibiteurs d’apoptose, c¢-IAPI et ¢c-IAP-2 (Chu, 1997 ; You, 1997 : Zong, 1999). En
outre, des études indiquent que NF-xB contrdle la transcription du géne de COX-2
(Schmedtje, 1997 ). Récemment, il a été établi que ’activité de COX-2 pouvait aussi
affecter NF-kB. [l pourrait s’agir d’un mécanisme de contrdle positif ou négatif
dépendamment si COX-2 a un effet positif ou négatif sur I’activité de NF-«xB (Jobin,
1998).

1.6 Les prostaglandines et les cyclo-oxygénases

1.6.1 Les prostaglandines

Les prostaglandines ont été identifiées pour la premiére fois en 1936 par Ulf
Von Euler dans le plasma séminal humain (Von Euler, 1936). Elles font parties de la
classe des éicosanoides qui inclue les thromboxanes et les leukotrienes. La
phospholipase A, est I’enzyme qui libére le précurseur de 1’acide arachidonique
(figure 4) emmagasiné a I’intérieur des membranes phospholipidiques cellulaires.
Ensuite, la cyclo-oxygénase transforme I’acide arachidonique en PGH; qui sera, par
la suite, converti en prostaglandines par diverses enzymes dont I’isomérase

endopéroxyde E en ce qui concerne la prostaglandine E, (PGE»).



Figure 4 : Schéma de la biosyntheése des prostaglandines.
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Les prostaglandines en particulier la PGE,, sont de puissants médiateurs
lipidiques impliqués dans une multitude de situations physiologiques telles que
I’inflammation a différents niveaux. Au niveau de la reproduction, elles sont
impliquées a tous les niveaux tels que [’augmentation de la perméabilité vasculaire et
la décidualisation de I’endomeétre au début de I'implantation embryonnaire, de la
différentiation et prolifération endométriale, au niveau de [’ovulation, de la
parturition et des menstruations (Kennedy, 1985 ; Tawfik, 1997). La production et la
régulation des PGs se doit donc d’étre contrdlée parfaitement dépendamment de la

situation physiologique précise.

1.6.2 Les protéines COX-1 et COX-2

Les cyclo-oxygénases (COXs) sont des enzyme de 72 kDa qui catalysent les
étapes limitantes dans la conversion de [’acide arachidonique en prostanoides
biologiquement actifs. La cyclo-oxygénase 1 (COX-1) est une enzyme constitutive
s’exprimant dans |’ensemble da |'organisme & I’état physiologique tandis que la
cyclo-oxygénase 2 (COX-2) est exprimée dans la plupart des tissus et des cellules a
un niveau trés faible et est induite par des substances mitogénes ou par des stimuli
hormonaux (Smith, 1991 ; Xie, 1991 ; Kujubu, 1991; O’Bannion, 1991). Apres
stimulation, les cellules exprimant la COX-2 synthétise et relache des niveaux plus
élevés de prostanoides, le plus souvent des prostaglandines E, (PGE;), dans le milieu

extracellulaire.

La COX-1 et la COX-2 sont trés similaires au point de vue de leur structure et
partagent tous les acides aminés requis pour la synthése de la prostaglandine H; a
partir de ’acide arachidonique emmagasiné dans la membrane cellulaire. Dans leur
formes purifiées, ces isoformes démontrent des propriétés catalytiques presque
identiques envers le métabolisme de [’acide arachidonique (Barnett, 1994).
Cependant, des générations de souris COX-1 et COX-2 déficientes démontrent que
ces enzymes ont des réles séparés et distincts et que ces souris mutantes different au

point de vue de leur phénotype (Lagenbach, 1995 ; Morham, 1995). En effet, dans
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les souris COX-2 déficientes (mais pas COX-1 déficientes), de multiple problémes
dans les processus reproducteurs sont observés au cours de [’ovulation, de la
fécondation de I’implantation embryonnaire et de la décidualisation (Lim, 1997)

indiquant que les PGs jouent un réle indispensable dans tous ces processus.

1.6.3 Les récepteurs de la prostaglandine E,

La PGE, engendre ses effets sur les cellules cibles par I’intermédiaire
d’interaction avec différentes isoformes de récepteurs transmembranaires couplés a la
protéine G. Quatre principaux récepteurs ont été identifiés (EP1, EP2, EP3 et EP4) et
ceux-ci induisent parfois des signaux intracellulaires opposés. (Coleman, 1994). Ces
récepteurs ayant une action opposée permet un contréle homéostasique sur ’action de
PGE; qui est relaché en grandes concentrations pres du site leur synthése (Ashby,
1998). Les récepteurs EP1 et EP3 sont couplés a une mobilisation du calcium et & une
inhibition de I’adénylate cyclase, respectivement, tandis que EP2 et EP4 sont couplés
a une stimulation de ’adénylate cyclase (Negishi, 1995). Actuellement, le rdle des
différents récepteurs de la PGE, avec leurs effets intracellulaires divergents et leurs

génes cibles respectifs ne sont pas totalement ¢lucidés.

1.6.4 La relation entre COX-2 et Akt

Récemment, il a été démontré que la protéine Akt pouvait directement réguler
la transcription du geéne de COX-2 (Shao, 2000) suggérant ainsi que le sentier de
survie PI 3-K/Akt pourrait directement agir sur la régulation moléculaire des
prostaglandines. En effet, la COX-2 est un géne cible de la voie de Akt et il
représente un médiateur en aval de cette voie de signalisation oncogénique.
Egalement, il a été démontré que la PGE, puisse exercer un effet autocrine/paracrine
sur les adénocarcinomes endométriaux par I’intermédiaire des récepteurs EP2/EP4 et

par I’activation de Akt (Munir, 2000).
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1.6.5 Les anti-inflammatoires non-stéroidiens

Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (NSAIDs) tels que [’aspirine et
I’indométacine bloquent directement les COXs et sont utilisés abondamment pour
’étude de la régulation des PGs. De nouvelles molécules sont maintenant
disponibles pour inhiber spécifiquement COX-2 (NS398 et SC-58125) (Asselin,
1997). Un déréglement dans la régulation des PGs peut ainsi entrainer le mauvais
fonctionnement cellulaire et mener & une croissance incontrolée. De récentes études
ont démontré que COX-2 était augmenté dans plusieurs types de cancers humains,
tels que le cancer du colon, de la prostate, du pancréas, de I’estomac/cesophage, de la
peau, des poumons, du col de I'utérus, et du sein (Howe, 2000). Des études
épidémiologiques ont aussi démontré que I’utilisation de I’aspirine et autres NSAIDs
réduirait I’incidence du cancer du colon de 40-50 % (Thun, 1991 ; Thun 1993 ;
Giovannucci, 1995) et une réduction de 40 % des risques pour la cancer du sein

(Schreinemachers, 1994 ; Harris, 1996).

1.6.6 COX-2, PGE2 et le cancer

Des études in vitro supportent I'idée que la COX-2 et la PGE, soient
impliquées dans la transformation cellulaire et la carcinogénése. La surexpression de
la COX-2 et la subséquente augmentation de la synthése de PGE, sur des cellules
épithéliales de I’intestin de rat ont augmentées leur niveau de prolifération, leur
résistance a ’apoptose et leur capacité d’invasion par la suppression de la
transcription de genes cibles qui sont impliqués dans la croissance/transformation
cellulaire et dans I’adhésion (Tsujji, 1995). Des études ont démontré que la synthése
et la sécrétion de PGE, sont élevées significativement dans des carcinomes utérins
comparativement a un utérus normal (Willman, 1976). La COX-2 possede un rdle
central en tant que molécule régulatrice de I’angiogénése tumorale, de la propension
métastasique et de I’adhésion cellulaire (Tsujji, 1995, 1998 ; Boolbol, 1996). En
effet, il a été proposé que la COX-2 et la PGE, accroissent, le développement d’une

tumeur et son pouvoir d’invasion en induisant la transcription de facteurs
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angiogéniques qui permettent la migration cellulaire. De plus, la surexpression de
COX-2 et la synthése de PGE; induisent I’inhibition de I’apoptose et la prolifération
cellulaire (Tsujji, 1996). Ainsi, I’augmentation de la COX-2 et la synthese de PGE;
peuvent induire des changements néoplasiques sur des cellules par I’intermédiaire de
plusieurs voies biologiques.  Finalement, des inhibiteurs de la COX-2 (et des
oligodeoxynucléotides de COX-2 antisens) ont permis de démontrer qu’ils pouvaient
agir contre la tumorigénése et ’angiogénése dans des modeles expérimentaux
(Dempke, 2001). Ainsi, la COX-2 et ses produits métaboliques sont des cibles de
choix pour I’élaboration de stratégies thérapeutiques et chimiopréventives chez les

patientes atteintes de cancer.

1.7 Le but du travail

Nous avons récemment développé un modele original pour nous permettre
’étude de la régulation de PTEN et du chemin de survie Pl 3-K/Akt : deux lignées
cellulaires cancéreuses endométriales reconnues pour avoir le géene de PTEN muté
(RL 95-2 et Ishikawa) et une autre lignée exprimant la protéine PTEN sauvage (HEC
1-A). Ces trois lignées cancéreuses sont comparées entre elles pour la premiére fois
du point de vue de la régulation de PTEN et du chemin de survie PI 3-K/Akt. Dans
cette étude, les quatre lignées cellulaires ont été utilisées et comparées pour
déterminer I’implication de Akt dans la régulation des COXs et dans le contrdle de la
synthése des PGE, dans les cellules cancéreuses endométriales humaines. Ensuite,
nous devions établir I’implication du facteur de transcription nucléaire NF-xB et de
son inhibiteur [xB dans la régulation des COXs et de déterminer plus précisement les

cibles de Akt impliquées dans ce processus.
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RESUME

Dans le cancer endométrial humain, le quatrieme en importance chez la femme, le
gene suppresseur de tumeur PTEN est fréquemment muté. Lorsque PTEN est muté,
le niveau de phosphorylation de Akt est augmenté activant ainsi le chemin de survie
PI 3-K/Akt. De nombreuses études ont démontré que COX-2 est induite de fagon
inappropriée dans un grand nombre de cancers. COX-2 joue un rdle important dans
la tumorigenése en prenant part & I’angiogenése, particuliérement via la production
de prostaglandines E, (PGE;). Cette étude a été entreprise pour déterminer
I’implication de PI 3-K/Akt dans la régulation des COXs et dans la synthese de
PGE,. Pour cette étude, trois lignées cancéreuses de I’endométre humain ayant
PTEN sauvage (HEC 1-A) ou ayant la protéine PTEN mutée inactive (RL 95-2) et
Ishikawa) ont été utilisées. Les résultats démontrent que la phosphorylation de Akt
est plus élevée dans le cellules ayant PTEN muté. Les études par RT-PCR ont révelé
que Aktl et Akt2 étaient des formes régulées tandis que ’ARN messager de Akt3
était presque indétectable. L’expression de ’ARN messager et les niveaux de
protéines de COX-2 sont plus élevés dans les cellules PTEN muté que dans les
cellules PTEN sauvages comme le démontrent les analyses par RT-PCR et par
Western. La production de PGE; est plus importante dans les cellules PTEN mutées
qui expriment phospho-Akt et COX-2 comparativement aux cellules PTEN
sauvages. L’inhibition de PI 3-K par la Wortmannin et le LY294002 bloque la
phosphorylation de Akt et inhibe I’expression de COX-2 dans les cellules ayant
PTEN muté. L’inhibition de la phosphorylation de Akt avec des inhibiteurs de Pl
3-K spécifiques et la régulation a la baisse de COX-2 augmentent [’apoptose dans
les cellules cancéreuses de I’endometre humain. De plus, les transfections des
cellules PTEN mutées avec un vecteur dominant négatif de Akt permettent une
régulation a la baisse de COX-2 et activent |’apoptose comme le démontre la
coloration nucléaire au Hoechst. A I’opposée, |’activation de Akt en utilisant un
vecteur d’expression actif consititutif de Akt permet d’augmenter |’expression de la
protéine de COX-2. Une inhibition spécifique de COX-2 par le NS-398 induit
I’apoptose dans les cellules exprimant COX-2. Les résultats démontrent que le
chemin de signalisation cellulaire PI 3-K/Akt est directement impliqué dans la
régulation de COX-2 et dans la synthese de PGE; dans les cellules cancéreuses

endométriales.
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ABSTRACT

In human endometrial cancer, the fourth most common cancer in women, tumor
suppressor phosphatase tensin homologue (PTEN) is frequently mutated. In the
presence of a mutated PTEN protein, Akt phosphorylation levels are increased
leading to the activation of this survival pathway. Numerous studies indicated that
COX-2 is inappropriately induced and up-regulated in a number of malignant cancer
cells. COX-2 plays an important role in tumor cell biology, taking part actively in
angiogenesis particularly via the production of prostaglandin E; (PGE,). The present
study was undertaken to determine the involvement of PI 3-K/Akt pathway in the
regulation of COXs expression and PGE,; synthesis. Three different human
endometrial cancer cell lines known to have wild type PTEN (HEC 1-A) or a
mutated inactive PTEN protein (RL 95-2 and Ishikawa) were used for these studies.
Results showed that Akt phosphorylation was high in mutated PTEN cells. RT-PCR
studies revealed that Aktl and Akt2 were the regulated forms whereas Akt3 mRNA
was nearly undetectable. COX-2 mRNA expression and protein levels were high in
these cells compared to wild-type PTEN cells as demonstrated by RT-PCR and
Western analysis respectively. PGE; production was higher in mutated-PTEN
expressing phospho-Akt and COX-2 compared to wild type PTEN cells. Inhibition of
PI 3-K with Wortmannin and LY294002 blocked Akt phosphorylation and inhibited
expression of COX-2 in mutated-PTEN cells. Inhibition of Akt phosphorylation
with specific PI 3-K inhibitors and down-regulation of COX-2 increased apoptosis in
human endometrial cancer cells. Likewise, transfection of mutated-PTEN cells with
a dominant negative Akt vector, resulted in COX-2 down-regulation and activation
of apoptosis, as demonstrated by Hoechst nuclear staining. On the opposite,
activation of Akt using a constitutively active expression vector, resulted in the up-
regulation of COX-2 protein expression. Specific inhibition of COX-2 with NS-398
induced apoptosis in COX-2 expressing human endometrial cancer cells. It is
concluded that the PI 3-K/Akt survival pathway is involved in the regulation of

COX-2 and PGE, synthesis in human endometrial cancer cells.
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INTRODUCTION

Cyclooxygenase (COX) is the rate-limiting enzyme involved in the biosynthesis of
prostaglandins (PG) and exists in two isoforms: COX-1 (constitutively expressed) and
COX-2 (the regulated isoform). Cyclooxygenase-2 (COX-2) up-regulation has been
found in several type of cancers such as colon carcinomas (1), cervix (2), head and neck
(3), bladder (4), pancreas (5), stomach (6), prostate (7) and breast (8). It is believed that
COX-2 and PGs, particularly PGE,, may be key elements in the evolution of tumor
transformation and malignancy. Epidemiological studies showed that nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) can be used for cancer prevention (9). There is a 40-
50% reduction in the relative risk of colorectal cancer and colorectal cancer-
associated mortality in individuals taking NSAIDs (10-12). Inhibition of COX-2
activity is thought to represent one of the mechanisms by which NSAIDs exert their
anti-neoplastic effects (13). Additionally, it has been shown that COX-2 expression
in colorectal carcinoma cells provides a growth and survival advantage and increases
tumor cell invasiveness (see (8) for a review). In the endometrium, prostaglandins,
particularly PGE,, are secreted locally in response to various stimuli and are responsible
for decidualization processes occurring at the time of embryo implantation (14). During
this physiologic situation, PGE; plays a key role by inducing vasodilatation, increasing
vascular permeability and may be involved in immunosuppression processes (15).
Recently, Uotila et al. have shown that the expression of the inducible COX-2 but not
of COX-1 is stimulated in the glandular epithelium of proliferative endometrium and
in cancer cells of human endometrial adenocarcinoma, in particular in cells
surrounding carcinomas and spreading into lymphatic vessels (16). Additionally,
more evidences suggest that COX-2 is highly express in a broad series of primary
endometrial tumors and its expression may be associated closely with parameters of

tumor aggressiveness (17).

Akt is a serine/threonine protein kinase originally discovered as the cellular counterpart
of the v-Akt transforming protein of a retrovirus (AKT8) causing T cell lymphomas in
mice (18) and is also known as protein kinase B or Rac (19-21). Akt is an inactive
cytosolic protein recruited to the plasma membrane, and activated by phosphorylation at
threonine 308 and serine 473 in response to growth factors or cytokines (22-24) via the

product of phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-K), phosphatidylinositol 3,4,5-
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triphosphate (PIP;). Upon phosphorylation, Akt 1) phosphorylates and blocks the
action of several pro-apoptotic proteins such as Bad (23), and 2) blocks cytochrome C
release from the mitochondria through the regulation of Bcl-2 (25). In a number of
different cancers, the tumor suppressor phosphatase tensin homologue (PTEN, a lipid
phosphatase) is frequently mutated. PTEN mutations have been found in several
types of endometrial cancer (26-29). PTEN dephosphorylates PIP5 into inactive PIP,

which blocks Akt activation.

We have used an original model to study the regulation of PTEN and the PI 3-K/Akt
survival pathway: two endometrial cancer cell lines known to have a mutated-PTEN
gene (RL-95-2 (30) and Ishikawa (31)) and one cell line expressing a wild type PTEN
protein (HEC 1-A(32)). In the present study, the three cell lines were used and
compared to determine involvement of Akt in the regulation of COXs and PGE,
synthesis in human endometrial cancer cells. Our results demonstrate that expression

of COX-2 is up-regulated in human endometrial cancer cells expressing phospho-
Akt.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. Wortmannin, LY294002, MTT (3-(4, S5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) and Hoechst 33258 were obtained from Sigma (St.
Louis, MO). NS-398 was obtained from Cedarlane Laboratories (Hornby, ON).
DMEM-F12, Mc Coy’s, FBS serum and PCR primers were purchased from Invitrogen
(Burlington, ON). Anti-human PhosphoPlus Akt (Ser473), Akt, PhosphoPlus Bad, Bad
and cleaved caspase-3 antibodies were obtained from New England Biolabs
(Mississauga, ON) and anti-human COX-1 and COX-2 were obtained from Cedarlane
Laboratories (Hornby, ON). Secondary horse radish peroxidase (HRP)-conjugated anti-
rabbit antibody was purchased from BioRad (Mississauga,ON). Dominant negative
(DN) and constitutively active (CA) Akt vectors were generously provided by Dr

Zhenguo Wu, Hong Kong University of Science and Technology.

Cell culture. Human endometrial cancer cells (HEC 1-A and RL 95-2) were obtained
from ATCC. Ishikawa cells were generously provided by Dr Sylvie Mader, Université
de Montréal, Canada and HeLa cells generously provided by Dr Michel Vincent,
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Université Laval (QC, Canada). Cells were cultured in 75 cm? bottles at 37°C in an
atmosphere of 5% CO,. Ishikawa and Hel.a cells were maintained in DMEM-F12
supplemented with 2.438 g/L. of NaHCO;, FBS (10%) and gentamycin (50 pg/ml).
HEC 1-A cells were grown in Mc Coy’s supplemented with 2.2 g/L. of NaHCO;, FBS
(10%) and gentamycin (50 pg/ml). RL 95-2 were cultured in DMEM-FI12
supplemented with 1.75 g/L. of NaHCOs, HEPES (5 pM), insulin (2.5 pg/ml), FBS
(10%) and gentamycin (50 pg/ml). 1x10° cells were plated in log growth phase onto 6
wells plates for 24 hrs in the above culture medium prior to initiation of treatment.
Wortmannin and LY294002 doses (50 ug/ml) and 24 hours time were chosen following

dose-responses and time-course preliminary studies.

Transfections. Cells were plated at a density of 4 X 10° cells/well in six-well plates 24
hours before transfection as shown previously (33). RL 95-2 cells were efficiently
transfected with DN-Akt. However, RL 92-2 cells were difficult to transfect using CA-
Akt vector and Hela cells (a well known and characterized type of uterine cervical
cancer cell line) were used. Transient transfection of the cells was carried out with 1 pg
of DNA/well using Effectene (Qiagen, Mississauga, ON), according to the protocol
suggested by the manufacturer. Empty vector was used as the transfection control.
Transfection efficiencies were determined by Western analysis using an anti-Akt

antibody.

MTT proliferation assay. Cells were plated at a density of 2 X 10* cells/well in 96-
wells plates 24 hours before the assay. Cells were cultured for 72 hrs in the presence of
different concentrations of NS-398 (0; 1.5625; 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50 and 100 pM in
DMSO). At the end of the culture period, 10 ul of MTT (5 mg/ml) was added to each
well. After 4 hours of incubation with MTT, 100 pul of solubilization solution was added
(10% SDS in 0.01M HCI) and the microplate was incubated overnight (37°C, 5% CO,).
The OD was read with Microplate Manager (ELISA) between 550 and 600 nm.

Hoechst staining. Following treatment, both floating and attached cells were
resuspended in PBS containing Hoechst 33258 for 24 hours at 4°C. Hoechst nuclear
staining was viewed and photographed using a Olympus BX60 fluorescence

microscope and a Coolsnap-Pro CF digital Camera (Carsen Group, ON). Cells with
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typical apoptotic nuclear morphology (nuclear shrinkage, condensation and
fragmentation) were identified and counted, using randomly selected fields on
numbered photographic slides, of which the “counter” was not aware of the treatment,
so as to avoid experimental bias. A minimum of 200 cells per treatment group were
counted in each experiment and results are presented as a percentage of apoptotic

cells/non-apoptotic cells.

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

Cells (floating and attached) were pooled, placed on a positively charged microscope
slide, dried and rinsed with PBS. Slides were incubated with proteinase K (20 pg/ml)
for 30 min at room temperature. Slides were washed twice with PBS and endogenous
peroxidase was inactivated with 0.3 % hydrogen peroxide in methanol for 30 min.
Slides were rinsed with buffer and incubated with 10 mM citrate solution for two
minutes on ice. Then, tissue sections were rinsed with PBS and incubated with TdT
labelling reaction (In Situ Cell Death Detection, POD, Roche) for 30 min at 37 °C in
humidified environment. Slides were washed three times in PBS and tissue sections
were blocked with BSA 3% for 20 min at room temperature. Converter-POD
solution was added and incubated 30 min at 37 °C in humidified environment. Slides
were washed 5 min in PBS and color development was achieved by incubation using
DAB substrate. Cells were finally counterstained with hematoxylin. Negative control
was performed using the same protocol without TdT enzyme. TUNEL positive cells

were counted as described with the Hoechst nuclear staining assay.

Protein extraction and Western analysis. Cells (both floating and attached) were
trypsinized, lysed in lysis buffer (PBS 1X pH 7.4; 1% Nonidet P-40; 0.5% Sodium
deoxycholate; 0.1% SDS; Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)), frozen
and thawed three times, and centrifuged (13000 X g, 20 min at 4°C) to remove
insoluble material. Supernatant was recovered and stored at -20°C pending analysis.
Protein content was determined with the Bio-Rad DC Protein Assay. Protein extracts
(50 pg) were heated (95°C, 3 min), resolved by 10% SDS-Polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) and electro-transferred to nitrocellulose membranes (15 V, 30
min) using a semi-dry transfer (Bio-Rad, Mississauga, ON). Membranes were then

blocked (2 hrs, RT) with PBS containing 5% milk powder, then incubated with anti-
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COX-1 (1:1000), anti-COX-2 (1:1000), anti-Akt (1:1000), anti-Phospho-PKB/Akt
(1:250), anti-Bad (1:500), or anti-Phospho-Bad (1:500) antibody (overnight, 4°C), and
subsequently with Horse radish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit secondary
antibody (1:3000; RT, 45 min) or with HRP-conjugated anti-Mouse secondary antibody
for the anti-COX-1 antibody. Peroxidase activity was visualized with the ECL kit

(Amersham, Arlington Heights, [L), according to the manufacturer’s instructions.

Semi-quantitative RT-PCR analyses. In order to measure abundance of COX-1 and
COX-2 mRNA, primers were chosen as described below and tested with different
primer concentrations and different cycles to avoid mRNA amplification near plateau
and saturation. Total RNA (0.2 pg/ul) was used for preparation of first strand cDNA by
reverse transcriptase (RT). The RNA samples were incubated (65°C, 10 min) with 2 |
oligo dT (deoxythymidine) primers in a final volume of 10 :l. Samples were then
incubated (37°C, 60 min) in 20:l of a reaction buffer (1X) containing dithiothreitol
(DTT; 100 mM), deoxynucleotide triphosphates (dANTPs; 5 mM) and Muloney murine
leukemia virus reverse transcriptase (MMLV-RT; 200 U). The reaction volumes were
brought up to 60:1 with autoclaved water. A negative control was also included, using
the same reaction mixture but without MMLV-RT to show any contaminating genomic

DNA in the RNA template.

Human COX-1 mRNA  was amplified wusing sense primer 5’-

TACTCACAGTGCGCTCCAAC-3 and antisense primer
5’GCAGGAAATAGCCACTCAGC -3’. For COX-2 mRNA, primers sequences were
S'-TCCAGATCACATTTGATTGACA-3’ (sense) and 5’-

TCTTTGACTGTGGGATACA-3’ (antisense). Each reaction mixture (final volume, 50
1) contained 1X Buffer, RT template or negative control (5:1), MgCl, (50 mM), dNTPs
(5 mM), primers (pM; 2,5 :I each) and Taq polymerase (5 U/ul). The PCR cycling
conditions (30 cycles) chosen were 1 min at 94°C, 1 min at 65°C (COX-1) and 63°C
(COX-2), and | min at 72°C, followed by a 5 min extension at 72°C. Reaction products
were analysed on 1.0% agarose gels. Bands were visualized by ethidium bromide
staining. PCR fragments were cloned and sequenced to confirm the corresponding

sequence.
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PGE; enzyme immunoassay. The procedures for PGE, EIA kit (Cayman) described
by the manufacturer was followed. Briefly, a 50-ul aliquot from culture medium
obtained during experimentation is used for PGE, determination in a 96-well plate
coated with goat anti-rabbit secondary antibody. A volume of 50 ul of PGE; tracer and
50 ul of the PGE; antibody were added to each sample and the plates were incubated
overnight at 4°C. Then, wells were washed with 10 mM phosphate buffer (pH 7.4)
containing Tween 20 (0,05%) at pH 7.4 ; 200 ul of Ellman’s reagent (69 mM
acetylthiocholine and 54 mM 5,5’-dithio-bis[2-nitrobenzoic acid] in 10 mM phosphate
buffer, pH 7.4) was added to each well, and samples were incubated in the dark at room
temperature. This allows the bound enzyme tracer to react with Ellman’s reagent to
yield a yellow solution that can be measured photometrically with a microplate reader at
410 nm. A standard curve was developed simultaneously with standards ranging from
50 to 1000 pg/ml PGE,. The presence of PGE; was undetectable in the culture media in

the absence of cells.

Statistical analysis. All experiments were repeated at least six times. Data were
subjected to one-way ANOVA or student t test (PRISM software version 4.0;
GraphPad, San Diego, CA). Differences between experimental groups were determined

by the Tukey’s test.

RESULTS

Akt is constitutively phosphorylated in mutated-PTEN human endometrial
cancer cells. Western blot analysis revealed and confirmed that PTEN was expressed
predominantly in wild-type HEC 1-A cells (Fig.1). As hypothesized, Akt
phosphorylation signal was strong in mutated-PTEN human endometrial cancer cells
(33). Akt phosphorylation was absent in HEC 1-A cells. Further analysis revealed that
Akt3 was not expressed in these cell lines whereas Aktl and Akt2 were the regulated
isoforms as demonstrated by RT-PCR studies (Fig.1B). In order to demonstrate and
confirm the activity of Akt in mutated-PTEN cells, Bad protein, a well known Akt
target following its activation, was analyzed by Western analysis using a phospho-

specific antibody. Total Bad protein was present in the three cell lines studied (Fig.1C).
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As hypothesized, Bad phosphorylation was observed only in mutated-PTEN cells
expressing phospho-Akt.

COX-2 gene and protein expression is elevated in phospho-Akt expressing cells.
COX-2 mRNA expression and protein levels were high in mutated-PTEN human
endometrial cancer cells compared to wild-type PTEN HEC 1-A cancer cell line
(Fig.2). Interestingly, COX-1 protein level was opposite to levels of COX-2 where
HEC 1-A showed a strong expression of COX-1 and low levels of COX-2. PGE,
production was higher in cells expressing phospho-Akt and COX-2 when compared to

wild-type PTEN human endometrial cancer cells (Fig.2C).

Inhibition of Akt in mutated-PTEN human endometrial cancer cells causes a
down-regulation of COX-2 gene and protein expression. Inhibition of Pl 3-K
activity with Wortmannin and LY294002 completely blocked Akt phosphorylation and
decreased COX-2 mRNA and protein expression in mutated-PTEN cells (RL 95-2 and
[shikawa; Fig. 3 and Fig. 4 respectively).  Furthermore, inhibition of Akt
phosphorylation with specific Pl 3-K inhibitors and the consequential down-regulation
of COX-2 mRNA resulted in stimulation of apoptosis in human endometrial cancer
cells as demonstrated by Hoechst nuclear staining and the presence of caspase-3
cleaved fragments (Fig. 3E and Fig. 4E). Interestingly, Akt protein was down-regulated
in RL 95-2 cells only in the presence of PI 3-K inhibitors indicating that Akt may be a
possible candidate for caspase cleavage as demonstrated previously in other cancer cell
lines (34). To confirm that Akt phosphorylation is decreased before the initiation of
apoptosis induction, the presence of cleaved caspase-3 fragments were measured by
western analysis 6 hours after initiation of treatment with PI 3-K inhibitors (Fig.5).
After 6 hours PI 3-K inhibitors treatment, cleaved caspase-3 fragments were almost not

detectable when compared to the 24 hours treatment (Fig. 3 and Fig. 4).

Dominant negative Akt transfection results in down-regulation of COX-2 gene
expression and stimulation of apoptosis in mutated-PTEN human endometrial
cancer cells. To further characterize the relationship between Akt and COX-2
gene/protein expression, dominant negative (DN) Akt expression vector was transfected
in RL95-2 cell line expressing phospho-Akt (Fig. 6). Transfection of DN-Akt increased
total Akt protein and decreased Akt phosphorylation. Decrease of Akt activity resulted
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in the down-regulation of both COX-2 mRNA and protein. Furthermore, DN-Akt

transfection induced apoptosis in RL95-2.

Constitutively active Akt transfection up-regulates COX-2 expression. To further
confirm the relationship between Akt and COX-2 expression, a “gain-of-function”
experiment was conducted using a constitutively active (CA) Akt expression vector
which was transfected in the well known and characterized HelLa cell line (Fig. 7). CA-
Akt transfection induced Akt phosphorylation and activity (which was confirmed by the
increased Bad protein phosphorylation using a phospho-specific antibody and Western

analysis). As hypothesized, CA-Akt transfection induced COX-2 expression.

Specific inhibition of COX-2 induces apoptosis in human endometrial cancer cells
expressing phospho-Akt. To test if COX-2 is directly involved in the regulation of
endometrial cell survival, phospho-Akt expressing human endometrial cancer cells (RL
95-2 and Ishikawa) and phospho-Akt negative cells (HEC 1-A) were cultured in the
presence of different concentrations of specific COX-2 inhibitor (NS-398) for 72 hrs
(Fig. 8). NS-398 significantly reduced cell proliferation in a concentration-dependent
manner in the three cell lines studied. However, apoptosis was induced only in COX-2
expressing RL 95-2 and Ishikawa cells as demonstrated by Hoechst nuclear staining
and TUNEL analysis. Western blot analysis of Akt phosphorylation confirmed that NS-
398 reduced phospho-Akt in both mutated PTEN cell lines (Fig. 8D).
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DISCUSSION

Survival is one mechanism by which cancer cells exert their pleothropic properties.
Activation of the PI 3-K/Akt pathway is one example of cell survival mechanism.
Activation of Akt through PI 3-K leads to the activation of several proliferation and
survival pathways such as eNOS (35,36), NF-kB (37), and/or the inhibition of different
apoptotic mediators such as Bad (38), forkhead (39,40), GSK-3[3 (41,42), and caspase-9
(43). PTEN is a crucial phosphatase involved in the regulation of Akt phosphorylation:
the presence of an active PTEN protein blocks Akt phosphorylation by the
dephosphorylation of PI 3-K product, PIP3 (44). In the presence of a mutated-PTEN
protein, activation of Akt generally occurs constitutively. We have demonstrated that
Akt is constitutively phosphorylated/activated in two mutated-PTEN human
endometrial cancer cell lines that have been used in the present study (RL 95-2 and
Ishikawa). Whereas, phosphorylation of Akt was absent in one wild-type PTEN cell
line (HEC 1-A).

The results of the present study clearly support our hypothesis in regard to Akt activity
and COX-2 mRNA gene and protein expression and support the relation between Akt
and COX-2 shown in recent studies using different cell types (45,46). Indeed, our
results demonstrate that COX-2 mRNA and protein expression are elevated in mutated-
PTEN human endometrial cancer cells and that levels of PGE, production are high in
these two cell lines. On the opposite in wild-type PTEN HEC 1-A cells, Akt
phosphorylation was absent and results showed that COX-2 expression and PGE,
synthesis were low compared to mutated-PTEN cells. Interestingly, COX-1 mRNA and
protein showed an opposite pattern of expression to the one observed with COX-2.
Although COX-1 mRNA expression was observed in cell lines expressing phospho-Akt
(RL 95-2 and Ishikawa), COX-1 protein was weakly detectable indicating that a
possible regulation at the translational level may be involved. However, as opposed to
COX-2 mRNA and protein, COX-1 was highly expressed in phospho-Akt negative and
wild type-PTEN HEC 1-A cell line. These observations suggest that presence of
active/phosphorylated Akt may directly or indirectly via other molecules or
transcription factors regulate COX-2 gene expression, whereas phospho-Akt may exert
inhibitory effects on COX-1 mRNA translation. The precise importance of Akt versus

COX-1 regulation is currently under investigation.
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To further demonstrate involvement of PI 3-K/Akt survival pathway in the regulation
of COX-2 mRNA and protein expression, Pl 3-K specific inhibition studies were
carried out using cells expressing phospho-Akt (RL 95-2 and Ishikawa). As
hypothesized, Akt phosphorylation decreased in RL 95-2 and Ishikawa in response to
PI 3-K inhibitors, down-regulation of both COX-2 mRNA and protein expression.
Furthermore, the presence of Pl 3-K inhibitors in RL 95-2 and Ishikawa cells
induced apoptosis. However, Pl 3-K inhibitors had no effect in HEC 1-A cells
suggesting that PI 3-K activity is directly responsible for Akt phosphorylation and
regulation of COX-2 and PGE; production in RL 95-2 and Ishikawa cells. Although
results demonstrate that PGE, accumulation after 72 hours of culture is higher in
phospho-Akt expressing cells compared to HEC 1-A cells, levels remained relatively
low. It was surprising to find such low levels in endometrial cancer cells and this
may be due to a higher 15-prostaglandin dehydrogenase catabolism activity in these

cells.

Recently, it has been shown that in contrast to Aktl and Akt2, which bind to all
members of the proto-oncogene TCLI family, Akt3 specifically interacts with TCL1
but not with MTCP1 or TCL1b (47) indicating that Akt3 phosphorylation may be
regulated in a different fashion compared to Aktl and Akt2. Because Akt3 was not
expressed in these three cell lines, it is unlikely that Akt3 may be involved in COX-2
and prostaglandin biosynthesis. Because Aktl and Akt2 are expressed in these cell
lines, it is possible that members of the proto-oncogenes TCL1 family may be
involved in this process and further analysis will be necessary to answer this specific

question.

In order to determine a direct relationship between Akt and COX-2 gene expression,
and to further confirm the importance of Akt in this process, transfection studies were
carried out using dominant negative (DN) Akt and constitutively active (CA)
expression vectors. As demonstrated with PI 3-K inhibition studies, DN-Akt
transfections resulted in the down-regulation of COX-2 expression and stimulation of
apoptosis in mutated-PTEN RL 95-2 cells indicating that Akt is responsible for the
regulation of COX-2 gene expression. Unfortunately, Ishikawa cells were difficult to

transfect using several transfection reagents and were not used for these studies. On
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the opposite, because HEC 1-A cells were also difficult to transfect, the well known,
characterized and easy to transfect HeLa cell were used to conduct the “gain-of-
function” study using CA-Akt transfection vector. As hypothesized, CA-Akt
transfection induced COX-2 expression and confirmed the results obtained with DN-
Akt inhibition and PI 3-K inhibition studies. Overall, these studies demonstrate that
high levels of phospho-Akt and COX-2 found in mutated-PTEN cell lines is not
coincidental. These results further suggest that Akt may be a good target for gene

therapy in endometrial cancers.

We have recently demonstrated that X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP)
over-expression induced Akt phosphorylation in human ovarian surface epithelial
cancer cells (34) and rat granulosa cells (48) and a similar mechanism may be
involved to bypass PI 3-K in the regulation of Akt phosphorylation. We have also
showed that Akt is a direct target for caspase-3 degradation (34). Caspase-3
activation is a result of apoptosis triggering. A similar situation may be responsible
in mutated-PTEN cells (Fig. 3 and 4) for the decrease of total Akt protein in the
presence of PI 3-K inhibitors and induction of apoptosis. Whether unknown
molecules or specific inhibitor of apoptosis proteins such as XIAP are involved in

this process remain to be elucidated.

COX-2 gene has been shown to be regulated at the promoter level by NF-kB (49).
Since Akt phosphorylation leads to activation of NF-xB (37), a similar situation may
be responsible in phospho-Akt expressing RL 95-2 and Ishikawa human endometrial
cancer cell lines used in the present study. Recent evidences also suggest that
CCAAT/enhancer-binding protein beta (C/EBPp), a transcription factor, is involved
downstream Akt activation pathway (50-52). Studies have demonstrated that
C/EBPBis an essential transcription factor for COX-2 gene regulation (53,54)
indicating that activation of C/EBPJ3 by Akt may be in part responsible for COX-2
gene expression. Another study showed that inactivation of GSK-3f3 through
activation of Akt plays an important role in the UVB induction of COX-2
transcription (55). Thereby, C/EBPB, NF-kB and GSK-33 may be three different
targets following Akt phosphorylation to activate cell survival through COX-2 gene

expression and PGE; secretion.
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Specific COX-2 inhibition with NS-398 significantly decreased proliferation of RL 95-
2, Ishikawa and surprisingly, HEC 1-A cells. However, apoptosis was induced only in
COX-2 and phospho-Akt expressing cells. It is possible that NS-398 concentration
may have been sufficient to inhibit low levels of COX-2 in HEC I-A cell line
without inducing apoptosis. Celecoxib, a specific COX-2 inhibitor, has been shown
also to induce apoptosis in a P13-K/Akt dependent manner in colon (56) and prostate
(57) cancers. The present study show that NS-398 also induce apoptosis in a PI 3-
K/Akt dependent manner. In several animal models, treatments with selective COX-
2 inhibitors result in a decrease in tumor growth (58-61). These observations suggest
that COX-2 expression is a key element in tumor progression and proliferation.
Furthermore, available results indicate that COX-2 may be an important target for
prevention and/or therapy for endometrial cancers. COX-2 has been shown to
contribute to tumorigenesis and the malignant phenotype of tumor cells by different
mechanisms, including: (1) inhibition of apoptosis; (2) increased angiogenesis; (3)
increased invasiveness; (4) modulation of inflammation/immuno-suppression; and
(5) conversion of procarcinogens to carcinogens (see (13) for a review). A clear
positive correlation between COX-2 expression and inhibition of apoptosis has been
established, associated with increased PGE; levels resulting in modulation of pro-
and anti-apoptotic factors such as Bcl-2 (62). Furthermore, PGE, treatment has been
shown to induce Akt phosphorylation and COX-2 gene expression in a human
endometrial cancer cell line HEC 1-B (63), indicating a possible double regulation at

the PGE; receptor level and through the activation of PI 3-K/Akt survival pathway.

In summary, the present study demonstrates a crucial role for Akt in the regulation of
COX-2 gene and protein expression in human endometrial cancer cells. Importance of
COX-2 and PGE; in cancer cell transformation and tumor progression has been clearly
demonstrated in several types of cancers and this study is the first to link Akt survival
pathway to COX-2 expression in endometrial cancers. The present results further
suggest that Akt and COX-2 may be excellent candidate for gene therapy in
endometrial cancers. Further studies on NF-xB, GSK-33 and C/EBPjB
activation/phosphorylation will provide more insight into the complex mechanisms by

which Akt regulates COX-2 gene expression in human endometrial cancer cells.
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FIGURE LEGENDS

Akt, Phospho-Akt PTEN protein and mRNA abundance in wild-type
PTEN cells (HEC 1-A) and mutated-PTEN cells (RL 95-2, Ishikawa)
as determined by Western analysis and RT-PCR respectively (panels
A and B). B-actin was used as control to correct for loading. Blots are
representative of 6 different experiments. C) Bad and Phospho-Bad
activity. Results represent mean = SEM of 6 different experiments.

Columns with different superscript are significantly different (p<0.05).

Expression of COXs mRNA and protein in human endometrial cancer
cells. A) RT-PCR analysis for COX-1 and COX-2 mRNAs in HEC [-
A, RL 95-2 and Ishikawa cells. B) Western analysis of COX-1 and
COX-2 proteins. B-actin was used as control to correct for loading in
each lane. Graphics represents RT-PCR and Western blots
densitometrical analysis (mean + SEM of 6 different experiments).
Densitometric analysis were performed using BIO RAD gel doc
system and are presented as a ratio (value/B-actin). C) Level of PGE2
as measured by enzyme immuno assay (E[A). Results represent mean
+ SEM of 8 different experiments. Columns with different superscript

are significantly different (p<0.05).

Effect of PI 3-K inhibitors in RL 95-2 cells. Effect of LY294002
and Wortmannin on Akt (A), Phospho-Akt (B) and COX-2 (C)
protein abundance as determined by Western analysis. D) Effect of
LY 294002 and Wortmannin on COX-2 mRNA expression as
determined by RT-PCR. (A-D) B-actin was used as control to
correct for loading. Densitometric analyses were performed using
BIO RAD gel doc system and are presented as a ratio (value/[-
actin). E) Effect of P1 3-K inhibitors in RL 95-2 cells apoptosis
induction. 2 X 10° cells were plated for 24 h and cultured in the
presence of medium and LY294402 or Wortmannin. Cells were

trypsinized, pooled with floating cells and collected for Hoechst
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nuclear staining to count apoptotic cells. Data represent the mean +
SEM of 4 independent experiments. Cleaved caspase-3 Western
analysis appears on right. F) Representative micrographs showing
Hoechst nuclear staining in response to treatments.

* p<0.05 compared to control.

Effect of PI 3-K inhibitors in Ishikawa cells. Effect of LY294002
and Wortmannin on Akt (A), Phospho-Akt (B) and COX-2 (C)
protein abundance as determined by Western analysis. D) Effect of
LY 294002 and Wortmannin on COX-2 mRNA expression as
determined by RT-PCR. (A-D) B-actin was used as control to
correct for loading. Densitometric analyses were performed using
BIO RAD gel doc system and are presented as a ratio (value/B-
actin). E) Effect of PI 3-K inhibitors in Ishikawa cells apoptosis
induction. 2 X 10° cells were plated for 24 h and cultured in the
presence of medium and LY294402 or Wortmannin. Cells were
trypsinized, pooled with floating cells and collected for Hoechst
nuclear staining to count apoptotic cells. Data represent the mean £
SEM of 4 independent experiments. Cleaved caspase-3 Western
analysis appears on right. F) Representative micrographs showing
Hoechst nuclear staining in response to treatments.

* p<0.05 compared to control.

Effect of PI 3-K inhibitors in RL 95-2 (A) and Ishikawa (B) cells on
COX-2 protein expression. 3-actin was used as control to correct for
loading. Densitometric analyses were performed using BIO RAD
gel doc system and are presented as a ratio (value/B-actin). 2 X 10°
cells were plated for 6 h and cultured in the presence of medium
(“C” for control) and LY294402 (LY) or Wortmannin (W). Data
represent the mean £ SEM of 4 independent experiments. Cleaved
caspase-3 Western analysis appears on right.

* p<0.05 compared to control.
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Effect of dominant negative Akt on COX-2 mRNA and protein
expression. Mutated-PTEN RL 95-2 cells were transfected with Akt
dominant negative (DN) vector or control vector and Akt protein (A),
phospho-Akt (B), COX-2 protein (C) and mRNA (D) levels were
measured by Western analysis and RT-PCR respectively. E) Cells
were trypsinized, pooled with floating cells and collected for
Hoechst nuclear staining to count apoptotic cells. F) Representative
micrographs showing Hoechst nuclear staining in response to
transfection. Data represent the mean + SEM of 4 independent
experiments.

* p<0.05 compared to control.

Effect of constitutively active Akt on COX-2 mRNA and protein
expression. HelLa cells were transfected with Akt constitutively active
(CA) vector or control vector and Akt protein (A), phospho-Akt (B),
phospho-Bad (C) and COX-2 (D) protein levels were measured by
Western analysis. Data represent the mean + SEM of 4 independent
experiments.

* p<0.05 compared to control.

Effect of NS-398 on human endometrial cancer cell proliferation.
2 X 10* cells were plated for 24 h and cultured for 72 h in culture
medium containing increasing doses of NS-398. A) MTT
proliferation assay was performed and optical density were obtained
using a microplate reader. B) Cells were trypsinized, pooled with
floating cells and collected for Hoechst nuclear staining to count
apoptotic cells. C) Cells were trypsinized, pooled with floating cells
and collected for TUNEL assay to count apoptotic cells. Data
represent the mean £ SEM of 3 independent experiments. D) Western
analysis representing Akt phosphorylation status in the presence of

NS-398. 3-actin was used as control to correct for loading.
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REGULATION OF COX-2 GENE EXPRESSION AND APOPTOSIS IN
ENDOMETRIAL CANCER CELLS IS MEDIATED THROUGH NF-xB/IxB
PATHWAY
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RESUME

II'a ét¢ démontré que la cyclooxygénase-2 (COX-2) est surexprimée dans plusieurs
types de tumeurs endométriales et que son expression peut étre liée avec les
parametres d’agressivité tumorale.  Dans le cancer endométrial humain, le
suppresseur de tumeur PTEN est fréquemment muté. Lorsque la protéine PTEN est
mutée, les niveaux de phosphorylation de Akt augmentent activant ainsi le chemin de
survie cellulaire. Le facteur de transcription nucléaire kB (NF-xB) est un régulateur
de génes qui encode des cytokines, des récepteurs de cytokines et des molécules
d’adhésion cellulaire qui induisent des réponses immunes et inflammatoires.
Récemment, |’activation de NF-kB a ét¢ liée a plusieurs aspects de |’oncogenese
comme le contréle de I’apoptose, du cycle cellulaire, de la différentation et de la
migration cellulaire. On sait que Akt prend part & ’activation de NF-kB et que le
géne de COX-2 est régulé au niveau du promoteur par NF-xB. 1[I a été¢ démontré
que Akt régulait le gene COX-2 et que I’expression de sa protéine était augmentée
dans les cellules cancéreuses endométriales exprimant phospho-Akt. La présente
étude a été entreprise pour déterminer I’implication de NF-xB et de son inhibiteur
IkB dans la régulation de I’expression de COX-2 et pour déterminer plus
précisement les cibles de Akt impliquées dans ce processus. Trois lignées
cellulaires différentes connues pour avoir PTEN sauvage (HEC-1A) ou la protéine
PTEN mutée active (RL 95-2 et Ishikawa) ont €ét€ utilisées pour ces études.
L’expression de NF-xB, IkB et Phospho- kB a été évaluée grace a des analyses par
Western. La présence de phoshorylation de 1xB a été trouvée dans toutes les lignées
cellulaires étudiées. Aucune différence n’a é€té trouvée entre les lignées cancéreuses
en ce qui concerne les niveaux de NF-xB. L’inhibition par la Wortmannin et le
LY294002 bloque la phosphorylation de IkB, réduit ’activité nucléaire de NF-«B,
réduit [’expression de COX-2 et induit I’apoptose. Les transfection effectuées avec
un vecteur domninant négatif bloquent la phosphorylation de IkB et réduisent
I’expression de COX-2. Cependant, les transfections effectuées avec le vecteur actif
constitutif de Akt induisent la phosphorylation de [xB et augmentent I’expression de
COX-2. Finalement, nos résultats démontrent que Akt, par I’intermédiaire de NF-

kB/ IkB, induit I’expression du gene et de la protéine de COX-2.
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ABSTRACT

Cyclooxygenase-2 (COX-2) has been shown to be highly expressed in a broad series
of primary endometrial tumors and its expression may be closely associated with
parameters of tumor aggressiveness. In human endometrial cancer, tumor suppressor
phosphatase tensin homologue (PTEN) is frequently mutated. In the presence of a
mutated PTEN protein, Akt phosphorylation levels increase leading to the activation
of this survival pathway. The nuclear transcription factor kB (NF-kB) is a well
establish regulator of genes encoding cytokines, cytokine receptors, and cell
adhesion molecules that drive immune and inflammatory responses. More recently,
NF-kB activation has been connected with multiple aspects of oncogenesis,
including the control of apoptosis, cell cycle, differentiation, and cell migration. It is
known that Akt may act through NF-kB pathway and that COX-2 gene has been
shown to be regulated at the promoter level by NF-kB. Recently, we showed that Akt
regulates COX-2 gene and protein expressions in phospho-Akt expressing
endometrial cancer cells. The present study was undertaken to determine the
involvement of NF-kB pathway and [kB (an inhibitor of NF-xB) in the regulation of
COX-2 expression and to determine more precisely the downstream targets of Akt
involved in this process. Three different human endometrial cancer cell lines known
to have wild type PTEN (HEC-1A) or a mutated inactive PTEN protein (RL-95-2
and Ishikawa) were used for these studies. Expression of NF-kB, [kB and Phospho-
IkB were evaluated by Western analysis. The presence of kB phosphorylation was
found in all cell lines studied. There was no difference between cell lines in term of
NF-kB abundance. Inhibition of PI 3-K with Wortmannin and LY294002 blocked
IkB phosphorylation, reduced NF-xB nuclear activity, reduced COX-2 expression
and induced apoptosis. Transfection studies with a dominant negative Akt vector
blocked IkB phosphorylation and reduced COX-2 expression. On the opposite,
constitutively active Akt transfections resulted in the induction of IkB
phosphorylation and up-regulation of COX-2. The results demonstrate that Akt

signals through NF-xB/IxB pathway to induce COX-2 expression.
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INTRODUCTION

The phosphoinositide 3-kinase (Pl 3-kinase) pathway has been implicated in the
activation of the proinflammatory transcription factor nuclear factor kB (NF-xB). The
NF-kB transcription factor is a pleiotropic activator that participates in the induction
of a wide variety of cellular genes. In addition to its role in inflammation and
immune response, NF-kB has also been implicated in the suppression of apoptosis
[1], cellular survival, transformation, and oncogenesis [2]. Predominantly a
heterodimeric complex of two polypeptides (p65/RelA and p50), NF-xB lies dormant
in the cytoplasm through the binding IxB inhibitory proteins. When phosphorylated
on serine 32 and serine 36, IxBa is targeted and degraded by ubiquitin/26 S
proteasome pathway liberating the NF-kB heterodimer so that it may translocate to
the nucleus and bind DNA. NF-kB binds to cis-acting kB in the promoters and
enhancers of key cellular genes. Active, DNA-binding forms of NF-xB are dimeric
complexes, composed of various combinations of members of the Rel/NF-xB family
of polypeptides (p50, p52, c-Rel, v-Rel, RelA (p65), and RelB). Recently, a large-
molecular weight complex was identified that is responsible for phosphorylating
IkBa and IkBB. Two key catalytic sub-units of the [xB kinase (IKK) complex were
identified as [KKo and 1KK[ [3]. Constitutive NF-kB activation appears to have an
important role in tumorigenesis. For example, persistent nuclear NF-kB localization
and NF-kB-dependent transcription is detected in breast [4], ovarian [5], colon [6],
thyroid [7] and prostate [8] tumors. [n breast and prostate tumor cells, constitutive
NF-xB activity is associated with reduced levels of IxBa that appears related to

increased degradation of IxB proteins in these cells [9].

Previous reports indicate that the transcription factor NF-kB can function upstream of
cyclooxygenase-2 (COX-2) to control transcription of this gene [L0].
Cyclooxygenase (COX) is the rate-limiting enzyme involved in the biosynthesis of
prostaglandins (PG) and exists in two isoforms: COX-1 (constitutively expressed) and
COX-2 (the regulated isoform). Cyclooxygenase-2 (COX-2) up-regulation has been
found in several type of cancers such as colon carcinomas [10], cervix [11], head and
neck [12], bladder [13], pancreas [14], stomach [15], prostate [16] and breast [17]. It is
believed that COX-2 and PGs, particularly PGE,, may be key elements in the evolution
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of tumor transformation and malignancy. Epidemiological studies showed that
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) can be used for cancer prevention [18].
It has been shown that COX-2 expression in colorectal carcinoma cells provides a
growth and survival advantage and increases tumor cell invasiveness (see [17] for a
review). Additionally, more evidences suggest that COX-2 is highly express in a
broad series of primary endometrial tumors and its expression may be associated

closely with parameters of tumor aggressiveness [19].

Akt is a serine/threonine protein kinase also known as protein kinase B or Rac [20-22].
Akt is an inactive cytosolic protein recruited to the plasma membrane, and activated by
phosphorylation at threonine 308 and serine 473 in response to growth factors or
cytokines [23-25] via the product of phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-K),
phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP;). Upon phosphorylation, Akt has been
shown to phosphorylate and to block the action of several pro-apoptotic proteins such
as Bad [24]. Akt also blocks cytochrome C release from the mitochondria through the
regulation of Bel-2 [26] and regulates expression of clAP-1 [27]. In a number of
different cancers, the tumor suppressor phosphatase tensin homologue (PTEN, a lipid
phosphatase) is frequently mutated. PTEN mutations have been found in several
types of endometrial cancer [28-31]. PTEN dephosphorylates PIPs into inactive PIP;
which blocks Akt activation. Moreover, we have previously shown that Akt regulates

COX-2 gene and protein expressions.

We have demonstrated recently that Akt directly regulates COX-2 gene and protein
expression in endometrial cancer cells [32]. The present study was undertaken to
determine the involvement of NF-kB pathway and IkB in the regulation of COX-2
expression and to determine more precisely the downstream targets of Akt involved
in this process. We hypothesized that PTEN mutation increase Akt activity which
may, in turn, be involved in the activation of NF-kB. Our results demonstrate that
activity of NF-xB is up-regulated in human endometrial cancer cells expressing

phospho-Akt and is responsible for the increase of COX-2 gene expression.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents. Wortmannin, LY294002, MTT (3-(4, S5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) and Hoechst 33258 were obtained from Sigma (St.
Louis, MO). DMEM-F12, Mc Coy’s, FBS serum and PCR primers were purchased
from Invitrogen (Burlington, ON). Anti-human PhosphoPlus Akt (Serd73), Akt
antibodies were obtained from New England Biolabs (Mississauga, ON), NF-«xB, IxkBo
and Phospho-IkBa were obtained from Cell Signaling Technology and anti-human
COX-2 were obtained from Cedarlane Laboratories (Hornby, ON). Secondary horse
radish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit antibody was purchased from BioRad
(Mississauga,ON). Dominant negative (DN) and constitutively active (CA) Akt vectors
were generously provided by Dr Zhenguo Wu, Hong Kong University of Science and

Technology.

Cell culture. Human endometrial cancer cells (HEC 1-A and RL 95-2) were obtained
from ATCC. Ishikawa cells were generously provided by Dr Sylvie Mader, Université
de Montréal, Canada. Cells were cultured in 75 cm? bottles at 37°C in an atmosphere of
5% CO,. Ishikawa cells were maintained in DMEM-F12 supplemented with 2.438 g/LL
of NaHCO;, FBS (10%) and gentamycin (50 pg/ml). HEC 1-A cells were grown in Mc
Coy’s supplemented with 2.2 g/I. of NaHCOs, FBS (10%) and gentamycin (50 pg/ml).
RL 95-2 were cultured in DMEM-F12 supplemented with 1.75 g/ of NaHCOs,
HEPES (5 uM), insulin (2.5 pg/ml), FBS (10%) and gentamycin (50 pg/ml). 1x10°
cells were plated in log growth phase onto 6 wells plates for 24 hrs in the above culture
medium prior to initiation of treatment. Wortmannin dose (50 pg/ml) and 24 hours time

were chosen following dose-responses and time-course preliminary studies.

Transfections. Cells were plated at a density of 4 X 10° cells/well in six-well plates 24
hours before transfection. RL. 95-2 cells were transfected with DN-Akt and CA-Akt
vectors. Transient transfection of the cells was carried out with 1 pg of DNA/well using
Effectene (Qiagen, Mississauga, ON), according to the protocol suggested by the
manufacturer. Empty vector was used as the transfection control. Transfection

efficiencies were determined by Western analysis using an anti-Akt antibody.
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NF-xB cheluminescent assay. The BIOXYTECH NF-kB Chemiluminescent Assay
employs an oligonucleotide containing the DNA binding NF-kB consensus sequence
bound to a 96-well plate. NF-kB present in the sample binds specifically to the
oligonucleotide coated on the plate. The DNA bound NF-kB is selectively recognized
by the primary antibody (pS0 and pl0S5 specific). A secondary antibody-alkaline
phosphatase conjugate binds to the primary antibody. Then, we can measure the
Relative Light Units (RLU) by a chemiluminescence detector after addition of alkaline

phosphatase substrate.

Hoechst staining. Following treatment, both floating and attached cells were
resuspended in PBS containing Hoechst 33258 for 24 hours at 4°C. Hoechst nuclear
staining was viewed and photographed using a Olympus BX60 fluorescence
microscope and a Coolsnap-Pro CF digital Camera (Carsen Group, ON). Cells with
typical apoptotic nuclear morphology (nuclear shrinkage, condensation and
fragmentation) were identified and counted, using randomly selected fields on
numbered photographic slides, of which the “counter” was not aware of the treatment,
so as to avoid experimental bias. A minimum of 200 cells per treatment group were
counted in each experiment and results are presented as a percentage of apoptotic

cells/non-apoptotic cells.

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end-labeling (TUNEL)
Cells (floating and attached) were pooled, placed on a positively charged microscope

slide, dried and rinsed with PBS. Slides were incubated with proteinase K (20 pg/ml)
for 30 min at room temperature. Slides were washed twice with PBS and endogenous
peroxidase was inactivated with 0.3 % hydrogen peroxide in methanol for 30 min.
Slides were rinsed with buffer and incubated with 10 mM citrate solution for two
minutes on ice. Then, tissue sections were rinsed with PBS and incubated with TdT
labelling reaction (In Situ Cell Death Detection, POD, Roche) for 30 min at 37 °C in
humidified environment. Slides were washed three times in PBS and tissue sections
were blocked with BSA 3% for 20 min at room temperature. Converter-POD
solution was added and incubated 30 min at 37 °C in humidified environment. Slides
were washed 5 min in PBS and color development was achieved by incubation using

DAB substrate. Cells were finally counterstained with hematoxylin. Negative control
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was performed using the same protocol without TdT enzyme. TUNEL positive cells

were counted as described with the Hoechst nuclear staining assay.

Protein extraction and Western analysis. Cells (both floating and attached) were
trypsinized, lysed in lysis buffer (PBS 1X pH 7.4; 1% Nonidet P-40; 0.5% Sodium
deoxycholate; 0.1% SDS; Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)), frozen and
thawed three times, and centrifuged (13000 X g, 20 min at 4°C) to remove insoluble
material. Supernatant was recovered and stored at -20°C pending analysis. Protein
content was determined with the Bio-Rad DC Protein Assay. Protein extracts (50 pug)
were heated (95°C, 3 min), resolved by 10% SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) and electro-transferred to nitrocellulose membranes (15 V, 30 min) using a
semi-dry transfer (Bio-Rad, Mississauga, ON). Membranes were then blocked (2 hrs,
RT) with PBS containing 5% milk powder, then incubated with anti-COX-2 (1:1000),
anti-Akt (1:1000), anti-Phospho-PKB/Akt (1:250), anti-NF-kB (1:1000), anti-IkBa
(1:1000), anti-Phospho-IkBa (1:500) (overnight, 4°C), and subsequently with Horse
radish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit secondary antibody (1:3000; RT, 45
min). Peroxidase activity was visualized with the ECL kit (Amersham, Arlington

Heights, IL), according to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis. All experiments were repeated at least three times. Data were
subjected to one-way ANOVA or student t test (PRISM software version 4.0,
GraphPad, San Diego, CA). Differences between experimental groups were determined
by the Tukey’s test.

RESULTS

Expression of IxkB and NF-kB proteins. To first determine the basal levels of NF-
kB and IkB proteins, Western blot analysis were performed on cell lysate of untreated
cells and revealed that the presence of IxB protein and its phosphorylated state was
found in all cell lines (Fig. 1). There was no significant difference between cell lines
in term of IkB and phospho-1kB abundance. As observed with 1kB, p50 subunit of
NF-kB was found in all cell lines but its p65 subunit was found only in RL 95-2 and

in Ishikawa cells.
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Inhibition of PI 3-K blocked IkB phosphorylation, reduced COX-2 expression
and induced apoptosis. We have showed previously that Akt inhibition in mutated
PTEN endometrial cancer cells results in inhibition of Akt phosphorylation,
downregulation of COX-2 gene and protein expression and stimulation of apoptosis
[32]. The present results confirm that PI 3-K inhibition with Wortmannin and
LY294002 induce apoptosis (Fig. 2). Furthermore, these results demonstrate that
apoptosis is induced in a time-dependent manner in mutated PTEN cells (RL 95-2 and
Ishikawa) as demonstrated by Hoechst and TUNEL analyses (Fig. 2). However, PI 3-K
inhibitors had no effect in HEC 1-A cells suggesting that PI 3-K activity is important

in the control and inhibition of apoptosis.

Inhibition of the PI 3-kinase/Akt signaling pathway reduces phosphorylation of
IkB and activates NF-kB translocation into the nucleus. As we showed
previously, mutated PTEN endometrial cancer cell lines (RL 95-2 and Ishikawa)
expressed high levels of Akt phosphorylation which was concomitant with the
presence of high levels of COX-2 mRNA and protein [32]. I[n the latter study, there
was no Akt phosphorylation found and nearly undetectable COX-2 protein in the
wild-type cell line (HEC 1-A). Pl 3-K inhibition in RL 95-2 and Ishikawa cells
directly blocked Akt phosphorylation and caused a reduction of COX-2 mRNA and
protein [32]. We wanted to further investigate the involvement NF-kB/IkB pathway
in the regulation of COX-2 by Akt. As hypothesized, the results demonstrate that PI
3-K inhibition results in the reduction IkB phosphorylation in mutated PTEN RL 95-
2 and Ishikawa cells (Fig. 3). There was no effect of Pl 3-K inhibitors in IkB
phosphorylation in HEC 1-A wild-type cells. To further confirm that inhibition of
IkB phosphorylation leads to the activation and translocation of NF-kB to the
nucleus, a NF-kB Chemiluminescent Assay was used to measure NF-kB activity in
the nucleus (Fig. 4). The activity of NF-kB was high in mutated-PTEN human
endometrial cancer cells compared to wild-type PTEN HEC 1-A cancer cell line. PI
3-K/Akt inhibition with Wortmannin significantly decreased NF-kB activity in both
RL 95-2 and Ishikawa and inhibition had no effect in NEC 1-A cells.

Constitutively active Akt transfections resulted in the induction of IkB
phosphorylation and up-regulation of COX-2 expression. To prove further the

relationship between Akt, IxB and COX-2 expression, a “gain-of-function” experiment
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was conducted using a constitutively active (CA) Akt expression vector which was
transfected in the RL 95-2 cell line (Fig. 5). CA-Akt transfection induced Akt and kB
phosphorylation and activity, and decreased total kB protein. As shown previously

[32], CA-Akt transfection induced COX-2 expression.

Dominant negative Akt vector blocked IkB phosphorylation which lead to the
activation of apoptosis. Finally, to confirm that Akt regulates COX-2 gene expression
through the NF-kB/IkB pathway, a dominant negative (DN) Akt expression vector was
used and transfected in the mutated-PTEN RL95-2 cell line expressing phospho-Akt
(Fig. 6). As demonstrated previously, transfection of RL95-2 cells with the DN-Akt
decreased Akt phosphorylation and caused a reduction of COX-2 expression [32]. The
current study further confirm thes observationas and demonstrate that transfection with
DN-Akt increased total IkB protein and decreased [kB phosphorylation (Fig. 6). In
addition, DN-AKkt transfection caused an induction of apoptosis in RL 95-2 as observed

with the PI 3-K inhibition experiments.
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DISCUSSION

The ability of NF-xB to promote cell proliferation, to suppress apoptosis, to promote
cell migration, and to suppress differentiation apparently have been co-opted by cellular
and viral oncoproteins to promote oncogenesis. It is known that Akt may act through
NF-kB pathway [33] and that COX-2 gene has been shown to be regulated at the
promoter level by NF-kB [34]. The activity of NF-kB is tightly controlled by
inhibitory IxB proteins that bind to NF-xB complexes and thus sequester NF-kB in
the cytoplasm. Stimuli such as cytokines promote the serine phosphorylation of IkB
and its polyubiquitination and proteosome-mediated degradation and thereby induce
NF-kB translocation to the nucleus. Since Akt phosphorylation leads to activation of
NF-xB, a similar situation may be responsible in phospho-Akt expressing RL 95-2
and Ishikawa human endometrial cancer cell lines used in the present study. PTEN is
a crucial phosphatase involved in the regulation of Akt phosphorylation: the presence of
an active PTEN protein blocks Akt phosphorylation by the dephosphorylation of PI 3-K
product, PIP3 [35]. In the presence of a mutated-PTEN protein, activation of Akt
generally occurs constitutively. We have demonstrated previously that Akt is
constitutively phosphorylated/activated in two mutated-PTEN human endometrial
cancer cell lines that have been used in the present study (RL 95-2 and Ishikawa)
[27,32]. Whereas, phosphorylation of Akt was absent in one wild-type PTEN cell line
(HEC 1-A).

Indeed, our results demonstrate that the presence of IkB phosphorylation was found in
all cell lines studied. There was no difference between cell lines in term of NF-xB
abundance indicating that NF-kB expression is not involved in the regulation of
COX-2 gene expression. However, NF-kB was shown to be activated and present in
the nucleus of the two mutated-PTEN endometrial cancer cells (RL 95-2 and
[shikawa) expressing phospho-Akt. Thus, the presence of a wild-type PTEN protein
results in the reduction of Akt activity/phosphorylation leading to the inhibition of
IkB phosphorylation and the sequestration of NF-kB. On the opposite, the presence
of a mutated PTEN protein enable Akt phosphorylation which in turn may
phosphorylated IkB allowing NF-kB to be translocated to the nucleus to induce

transcription of gene involved in cell survival. These results demonstrate that the
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ability of PTEN to negatively regulate the Pl 3-K/Akt/NF-kB pathway may be

important to its role of tumor suppressor protein.

In the present study, we have investigated the role of PI 3-kinase in NF-xB
activation. Various Pl 3-kinase inhibitors such as Wortmannin, LY294002 and
dominant-negative of Akt were used to fully prove the involvement of PI 3-K/Akt
pathway in the regulation of NF-kB activity. [nhibition of Pl 3-K with Wortmannin
and LY294002 blocked Akt and IxB phosphorylation and reduced COX-2
expression in RL 95-2 and Ishikawa cells. However, PI 3-K inhibitors had no effect
in HEC [I-A cells (a cell line with non detected Akt phosphorylation and no
detectable level of COX-2) confirming that COX-2 is a targeted gene downstream of
Akt. Transfection studies with a dominant negative Akt vector mutated-PTEN RL 95-
2 cells blocked 1kB phosphorylation, increased 1kB expression and leaded to the
activation of apoptosis. These P1 3-K/Akt inhibition studies demonstrate that PI 3-K

and Akt are required for NF-xB activation.

To further confirm the involvement of Akt and NF-«xB /IkB pathway in the control of
COX-2 expression, transfections with a constitutively active (CA) Akt expression
vector were carried out using RL 95-2 cells. As hypothesized, CA-Akt transfection
induced COX-2 expression and confirmed the results obtained with DN-Akt
inhibition and Pl 3-K inhibition studies. Moreover, these transfections resulted in the
induction of IkB phosphorylation. The subsequent degradation of IkB allows the
release and translocation of the NF-kB to the nucleus. Recent evidences also suggest
that CCAAT/enhancer-binding protein beta (C/EBPB), a transcription factor, is
involved downstream Akt activation pathway [36-38]. Studies have demonstrated
that C/EBP is an essential transcription factor for COX-2 gene regulation [39,40]
indicating that activation of C/EBP3 by Akt may be in part responsible for COX-2
gene expression. Another study showed that inactivation of GSK-3p through
activation of Akt plays an important role in the UVB induction of COX-2
transcription [41]. Thereby, C/EBPB and GSK-33 may be other different targets
following Akt phosphorylation to activate cell survival through COX-2 gene

expression and PGE; secretion.
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COX-2 has been shown to contribute to tumorigenesis and the malignant phenotype
of tumor cells by different mechanisms, including: (1) inhibition of apoptosis; (2)
increased angiogenesis; (3) increased invasiveness; (4) modulation of
inflammation/immuno-suppression; and (5) conversion of procarcinogens to
carcinogens (see [42] for a review). An evident correlation between COX-2
expression and inhibition of apoptosis has been established, associated with
increased PGE; levels resulting in modulation of pro- and anti-apoptotic factors such
as Bcl-2 [43]. We have showed previously that COX-2 inhibition with NS-398 in RL
95-2 and Ishikawa cells results in the inhibition of Akt phosphorylation and
induction of apoptosis suggesting that the Akt/NF-kB/COX-2 pathway is an

important point of control of cell survival.

In summary, the present study demonstrates a crucial role for Akt in the regulation of
NF-kB expression through the phosphorylation of 1kB in human endometrial cancer
cells. The results demonstrate that Akt signals through NF-kB/IkB pathway to induce
COX-2 gene and protein expression. There is compelling evidence that NF-xB is
dysregulated in many forms of cancer and its inhibition is a logical therapy for
certain cancers and for adjuvant approaches to cancer therapy. Indeed, this study
shows that NF-kB/IkB pathway could be a good target for gene therapy in
endometrial cancers. Further studies on other signaling factors/transcription factors
such as GSK-33 and C/EBPJ activation/phosphorylation will provide more insight
into the complex mechanisms by which Akt regulates COX-2 gene expression in

human endometrial cancer cells.
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FIGURE LEGENDS

[xB, Phospho-IkB and NF-xB (p65 and p50) protein abundance in
wild-type PTEN (HEC 1-A) and mutated-PTEN (RL 95-2 and
Ishikawa) endometrial cancer cells as determined by Western analysis.
B-actin was used as control to correct for loading. Blots are
representative of 4 different experiments. Results represent mean +

SEM of 4 different experiments.

Effect of PI 3-K inhibitors on apoptosis in HEC 1-A, RL 95-2 and
I[shikawa cells. Control (W), LY294002 (O) and Wortmannin (A).
2 X 10° cells were plated for 0, 6, 12, 24 h and cultured in the
presence of medium and LY294402 or Wortmannin. Cells were
trypsinized, pooled with floating cells and collected for Hoechst
nuclear staining (right panel) or TUNEL analysis (left panel) to
count apoptotic cells. Data represent the mean £+ SEM of 4

independent experiments.

Effect of PI 3-K inhibitors on IkB expression and phosphorylation
in HEC-1-A, RL-95-2 and Ishikawa cells. Western analysis were
performed on cell protein lysate from pooled attached and floating
cells. B-actin was used as control to correct for loading.
Densitometric analyses were performed using BIO RAD gel doc
system and are presented as a ratio (value/B-actin). 2 X 10° cells
were plated for 24 h and cultured in medium in the presence or
absence of LY294402 or Wortmannin. Data represent the mean +
SEM of 4 independent experiments.

* p<0.05 compared to control.

NF-xB activity in response to Wortmannin. HEC 1-A, RL 95-2 and
Ishikawa cells were treated with Wortmannin for 24 hours and cell
were recovered and lysed. Nuclear cell lysate were recovered and NF-
kB activity was measured using the Chemiluminescent NF-kB Assay.

Data represent the mean = SEM of 4 independent experiments.
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* p<0.05 compared to control.

Constitutively active Akt action on [kB activity and COX-2 protein
expression. RL 95-2 cells were transfected with constitutively active
(CA) Akt expression vector or control vector and (A) Akt protein, (B)
phospho-Akt, (C) COX-2, (D) Phospho-IkB et (E) IkB protein levels
were measured by Western analysis. B-actin was used as control to
correct for loading. Densitometric analyses were performed using
BIO-RAD gel doc system and are presented as a ratio (value/[3-
actin). Data represent the mean + SEM of 4 independent experiments.

* p<0.05 compared to control.

Dominant negative Akt action on IkB activity. RL 95-2 expressing
phospho-Akt cells were transfected with Akt dominant negative (DN)
vector or control vector and (A) phospho-1kB and (B) IkB protein
levels were measured by Western analysis. -actin was used as
control to correct for Joading. Densitometric analyses were
performed using BIO-RAD gel doc system and are presented as a
ratio (value/B-actin). (C) Cells were trypsinized, pooled with
floating cells and collected for Hoechst nuclear staining to count
apoptotic cells. Data represent the mean + SEM of 4 independent
experiments.

e p<0.05 compared to control
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La survie cellulaire est un mécanisme par lequel les cellules cancéreuses
exercent leurs propriétés pléothropiques. L’activation du chemin de survie PI 3-
K/Akt est un exemple de mécanisme de survie cellulaire. L’activation de Akt par PI
3-K/Akt amene I’activation de quelques voies de survie et de prolifération comme
NF-kB (Kane, 1999) et I’inhibition de différents médiateurs apoptotiques comme
caspase-9 (Zhou, 2000). D’autre part, PTEN est une phosphatase de lipide
importante et impliquée dans la régulation de la phosphorylation de Akt : la présence
de la protéine inactive PTEN de type sauvage bloque la phosphorylation de Akt par
la déphosphorylation d’un produit de PI 3-K, PIP; (Maehama, 1998). En présence de
la protéine PTEN mutée, [’activation/phosphorylation se produit de fagon
constitutive. ~ Dans un premier temps, nous avons démontré que Akt est
constitutivement phosphorylée/activée dans les deux lignées cancéreuses ayant
PTEN muté (RL 95-2 et Ishikawa). Cependant, la phosphorylation de Akt était

absente dans une des deux lignées exprimant PTEN sauvage (HEC 1-A).

Les résultats de cette étude supportent clairement notre hypothése liant
Iactivité de Akt avec I’expression de COX-2. Ainsi, nos résultats démontrent que
I’expression de I’ARN messager et de la protéine de COX-2 est plus élevée dans les
cellules exprimant PTEN muté et que les niveaux de PGE, synthétisé est supérieur
dans ces deux lignées. A 1’opposé, dans les cellules HEC 1-A qui expriment PTEN
sauvage, la phosphorylation de Akt est absente et les résultats démontrent que
’expression de COX-2 et la synthése des PGE; sont faibles comparées a celles

observées dans les lignées cancéreuses ayant PTEN muté.

Cependant, I’ARN messager et la protéine de COX-1 montrent une expression
opposée a celle observée avec COX-2. Bien que I’expression de I’ARN messager de
COX-1 a été observée dans les lignées cellulaires exprimant phospho-Akt (RL 95-2
et Ishikawa), la protéine de COX-1 n’a été que faiblement détectée. Ainsi, une

régulation possible & un niveau transcriptionnel pourrait étre impliquée. Toutefois,
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contrairement au géne et a la protéine de COX-2, COX- | est exprimé fortement
dans les cellules phospho-Akt négatives, HEC 1-A. Ces observations suggerent que
la présence de Akt actif/phosphorylé peut réguler de fagon directe ou indirecte via
d’autres molécules ou facteurs de transcription I’expression du géne de COX-2 tandis
que phospho-Akt exerce ses effets inhibiteurs sur la transcription de I’ARN messager
de COX-1. L’importance de Akt dans la régulation de COX-1 est présentement sous

investigation.

Dans le but de démontrer I’implication du chemin de survie Pl 3-K/Akt dans la
régulation de COX-2, les cellules exprimant phospho-Akt (RL 95-2 et Ishikawa) ont
été traitées avec des inhibiteurs spécifiques de PI 3-K (LY 294002 et Wortmannin).
En réponse a ces inhibiteurs, la phosphorylation de Akt diminue dans les cellules RL
95-2 et Ishikawa et il en résulte une réduction de I’expression de I’ARN messager et
de la protéine de COX-2. De plus, la présence des inhibiteurs de Pl 3-K dans les
cellules RL 95-2 et Ishikawa a provoqué la stimulation de I’apoptose. Cependant, ces
inhibiteurs n’ont pas d’effet sur les cellules HEC 1-A suggérant que ’activité de Pl
3-K est directement responsable de la phosphorylation de Akt, de la régulation de
COX-2 et de la production de PGE; dans les cellules RL 95-2 et Ishikawa. Méme si
les résultats démontrent que I’accumulation de PGE; aprés 72 heures de culture est
plus importante dans les cellules exprimant phospho-Akt que dans les cellules HEC
I-A, les niveaux demeurent relativement faibles. 1[I est surprenant de trouver de si
faibles niveaux de PGE; dans des cellules cancéreuses endométriales mais ceci peut
étre di a une plus grande activité catabolique de 1’enzyme 15-prostaglandin
dehydrogenase, enzyme qui catabolise les prostaglandines, dans ces cellules. 1l est
aussi possible que ces cellules doivent se retrouver dans une situation in vivo
(tumeur) pour récupérer ce caractére. Des études in vivo plus approfondies seront

donc nécessaires pour vérifier ces hypotheses.

Récemment, il a été démontré que contrairement & Aktl et Akt2, qui lient tous
les membres de la famille de proto-oncogenes TCL1, Akt3 interagit spécifiquement
avec TCL1 et non avec MTCPIl ou TCLI1b (Laine, 2002) suggérant que la
phosphorylation de Akt3 s’effectue d’une fagon différente de Aktl et Akt2. Puisque
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Akt3 n’est pas exprimé dans les trois lignées de cellules étudi€es, il est peu probable
que cet isoforme soit impliqué dans la régulation de COX-2 et dans la biosyntheése
des prostaglandines. Comme Aktl et Akt2 sont exprimés dans ces lignées
cellulaires, il est possible que les membres de la famille des proto-oncogenes TCLI1
puissent aussi étre impliqués dans ces processus. Des analyses plus spécifiques

devront étre réalisées pour répondre a cette question.

Pour déterminer la relation directe entre Akt et I’expression du géne de COX-2,
et pour plus tard confirmer I’importance de Akt dans ce processus, des transfections
ont ét¢ effectuées en utilisant des vecteurs d’expression possédant des ADNc de Akt
dominant négatif (DN) ou de Akt actif constitutif (CA). Comme démontré avec les
inhibiteurs de PI 3-kinase, les transfections réalisées avec Akt-DN ont permis une
diminution de la phosphorylation de Akt, une diminution de I’expression de COX-2
et une induction de I’apoptose dans les cellules PTEN muté RL 95-2. Ces résultats
confirment donc que Akt est directement responsable de la régulation de I’expression
de COX-2. Il est a noter que les cellules Ishikawa n’ont pas été utilisées dans cette
études puisqu’elles €taient difficiles a transfecter méme en utilisant différents agents
de transfections. A I’opposé, puisque les cellules HEC 1-A étaient aussi difficiles a
transfecter, les cellules Hel.a, (cellules provenant du cancer d'une malade américaine,
Henrietta Lacks — morte en 1951 — qui leur a donné leur nom (a partir des deux
premiéres lettres de ses prénom et nom)) qui sont bien connues, caractérisées et
faciles a transfecter, ont été utilisées pour les transfections avec le vecteur Akt-CA.
Ainsi, nous avons pu démontrer que les transfections avec le vecteur Akt-CA
induisent I’expression de COX-2 et confirment les résultats obtenus par I’inhibition
avec le vecteur Akt-DN et les inhibiteurs de PI 3-K. De fagon globale, ces études ont
permises de démontrer que les hauts niveaux de phospho-Akt et de COX-2 retrouvés
dans les lignées cellulaires PTEN muté ne sont pas des coincidences. Ces résultats
suggérent aussi que Akt pourrait étre une cible pour la thérapie génique dans le
traitement du cancer endométrial. La thérapie génique consiste en I’introduction
dans une cellule d’une séquence d’information génétique permettant au sein de cette
cellule, soit la synthése d’une protéine, soit une modification spécifique de

’expression du programme génétique de cette cellule.
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Il a été récemment démontré que la surexpression de XIAP (X-linked inhibitor
of apoptosis protein) induit la phosphorylation de Akt dans les cellules épithéliales
cancéreuses de I’ovaire humain (Asselin, 2001) ainsi que dans les cellules granuolosa
chez le rat (Asselin, 2001). Un mécanisme similaire pourrait se produire dans le cas
de la régulation de la phosphorylation de Akt dans les cellules cancéreuses
endométriales. Il a aussi été montré que Akt est une cible directe de la caspase-3
(Asselin, 2001). L’activation de la caspase-3 est une conséquence du déclenchement
de I’apoptose. Une situation similaire pourrait étre en cause dans la diminution de la
protéine totale de Akt par la présence d’inhibiteurs de PI 3-K dans les cellules PTEN
muté. Ce sont peut-€tre des molécules inconnues ou des protéines inhibitrices

d’apoptose tel XIAP qui pourraient étre impliquées dans ce processus.

L’inhibition spécifique de COX-2 par le NS-398 diminue de fagon significative
la prolifération des cellules RL 95-2, Ishikawa et de fagon surprenante, HEC [-A.
Cependant, I’apoptose est induite seulement dans les cellules exprimant phospho-Akt
et COX-2. 1l est possible que la concentration de NS-398 ait €té suffisante pour
inhiber la faible concentration de COX-2 dans les cellules HEC [-A mais sans
induire I’apoptose. Dans plusieurs modéles animaux, le traitement avec des
inhibiteurs sélectifs de COX-2 diminue la croissance tumorale (Rioux, 1998 ;
Nakatsugi, 1997 ; Kawamori, 1998 ; Sheng, 1997). Ces observations suggérent que
I"expression de COX-2 est un élément-clé dans la progression de la tumeur et dans Ja
prolifération. De plus, nous démontrons pour la premiére fois que COX-2 pourrait
étre une cible considérable pour la prévention et/ou la thérapie dans le cas de cancers
endométriaux. Il a été établi que COX-2 contribuait & la tumorigénése par différents
mécanismes tels que: 1) I'inhibition de [’apoptose ; 2) [’augmentation de
I’angiogénése ; 3) I’augmentation du potentiel invasif des tumeurs ; 4) la modulation
de I’'inflammation / immunosuppression ; et 5) la conversion de procarcinogénes en
carcinogenes (Dempke, 2001). Une corrélation positive entre I’expression de COX-2
et 'inhibition de 'apoptose a ét¢ établie. Celle-ci a aussi €té associée a une
augmentation des niveaux de PGE, qui permet une modulation des facteurs pro- et
anti-apoptotiques comme Bcl-2 (Sheng, 1998). De plus, des traitements a la PGE,

ont permis d’induire la phosphorylation de Akt et I’expression du gene de COX-2



dans les cellules cancéreuses HEC [1-B (Munir, 2000) suggérant une régulation
double au niveau du récepteur de PGE; et par I’activation du chemin de survie PI 3-
K/Akt.

Nous savons que Akt est impliqué dans ’activation du facteur nucléaire NF-
kB (Kane, 1999), un régulateur de la transcription de génes aussi impliqué dans la
régulation de COX-2 (Schmedtje, 1997 ; Jobin,1998). NF-xB est un facteur de
transcription impliqué plus particulierement dans I’activation de nombreux génes
intervenant dans la croissance cellulaire (cytokines et leur récepteur), dans
’immunosuppression, [’inflammation et la morphogenése (Baeuerle, 1988), alors

que son mécanisme d’action n’est pas totalement élucidé.

Les habilités de NF-xB pour promouvoir la prolifération et la migration
cellulaire, a supprimer [’apoptose sont étroitement liées a la formation tumorale. Il a
été démontré que Akt pouvait agir par I’intermédiaire de NF-xB (Shao, 2000) et que
COX-2 serait régulé au niveau du promoteur par NF-xkB (Schmedtje, 1997).
L’activité de NF-kB est étroitement contrdlée par les protéines inhibitrices IxB qui
lient NF-xB, forment avec Iui un complexe et ainsi, le séquestrent dans le
cytoplasme. Certains stimuli comme les cytokines favorisent la phosphorylation de
[xB, sa polyubiquitination et sa dégradation qui induisent la translocation de NF-xB
vers le noyau. La phosphorylation de Akt induisant [’activation de NF-xB (Kane,
1999), une situation similaire pourrait étre responsable dans les deux lignées

cellulaires cancéreuses qui expriment phospho-Akt (RL 95-2 et [shikawa).

Ainsi, les résultats de la seconde étude démontrent la présence de phospho-IxB
dans les trois lignées cellulaires. Il n’y a aucune différence en ce qui concerne
[’abondance de NF-kB. Cependant, il a été¢ démontré que NF-kB est activé et
présent dans le noyau dans les deux lignées cellulaires PTEN mutée exprimant
phospho-Akt (RL 95-2 et Ishikawa). Ainsi, PTEN réduit ’activité de Akt et les

niveaux de liaison NF-xB/IxB démontrant que [’habilit¢ de PTEN de réguler de
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fagon négative le chemin Pl 3-K/Akt/NF-kB est importante pour son role de

suppresseur de tumeur.

Nous avons €tudié le réle de Pl 3-K dans I’activation de NF-xB. Quelques
inhibiteurs de P1 3-K, le LY 294002, la Wortmannin et un vecteur dominant négatif
de Akt, ont été utilisés pour déterminer I'implication de PI-3 kinase dans I’activation
de NF-xB. L ‘inhibition de PI 3-K par la Wortmannin et le LY 2940002 bloque la
phosphorylation de Akt et de IkB, réduit I’expression I’expression de COX-2, active
la caspase-3 et induit I’apoptose dans les cellules RL 95-2 et [shikawa. On sait que
Akt est une cible directe de la dégradation par la caspase-3 (Asselin, 2001). Un
phénoméne semblable pourrait causer la diminution de la protéine totale de Akt et de
I’induction de I’apoptose dans les cellules PTEN mutée en présence d’inhibiteurs de
PI 3-K. Cependant, les inhibiteurs de PI 3-K n’ont aucun effet sur les cellules HEC
I-A. Les études de transfections effectuées avec le vecteur dominant négatif de Akt
bloque la phosphorylation de IxB, augmente I’expression de IkB et résulte a
I"activation de I’apoptose. L’utilisation de ces inhibiteurs de PI 3-kinase démontre

que PI 3-K et Akt sont requis dans I’activation de NF-kB.

Pour démontrer I’implication de Akt et NF-kB/IkB dans le contrdle de
I’expression de COX-2, des transfections ont été effectuées a I’aide d’un vecteur
d’expression Akt actif constitutif sur les cellules RL 95-2. Ces transfections ont
induit ’expression de COX-2 et confirmé les résultats obtenus dans les études
d’inhibition avec le vecteur Akt dominant négatif et avec les inhibiteurs de PI 3-K.
De plus, les transfections avec le vecteur Akt actif constitutif ont induit la
phosphorylation de 1kB. La dégradation subséquente de kB permet le relachement

et la translocation de NF-xB vers le noyau.

Plusieurs recherches ont suggérées que CCAAT/enhancer-binding protein beta
(C/EBPB), un facteur de transcription, serait impliqué dans |’activation de Akt

(Piwien-Pilipuk, 2001 ; Guo, 2001 ; Wang, 2000). Des études ont démontré que
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C/EBP( est un facteur de transcription essentiel dans la régulation du geéne de COX-
2 (Gorgoni, 2001 ; Reddy, 2000). Par conséquent, I’activation de C/EBP[3 par Akt
pourrait €tre responsable de I’expression du gene de COX-2 (Gorgoni, 2001; Reddy,
2000) suggérant que I’activation de C/EBP[B par Akt pourrait étre partiellement

responsable de I’expression du géne.

D’autres études montrent que I’inactivation de GSK-3[3 par I’activation de Akt
joue un rdle important dans I’induction de la transcription de COX-2 (Tangq, 2001).
GSK-3p3 a été initialement identifiée comme étant un enzyme régulant la synthése de
glycogene en réponse & I’insuline. Cette kinase phosphoryle et inactive la glycogéne
synthétase. GSK-3[ est un élément critique dans le chemin de survie en aval de Akt.
Ainsi, C/EBPB et GSK-3B  pourraient étre deux différentes cibles de la
phosphorylation de Akt qui permettent |’activation de la survie cellulaire par

I’expression de COX-2 et par la sécrétion de PGE,.

Ainsi, des analyses supplémentaires concernant ’activation/phosphorylation de
GSK-33 et C/EBPP permettront de comprendre davantage les mécanismes
complexes par lesquels Akt régule I’expression du géne de COX-2 dans les cellules

cancéreuses endométriales humaines.

Aussi, "utilisation des souris nu/nu a €té envisagée pour des études ultérieures.
En effet, des cellules cancéreuses endométriales seront injectées dans le dos de ces
souris.  Aprés deux a trois semaines suivant !’inoculation, les souris seront
euthanasiées et les tumeurs formées seront excisées et traitées spécifiquement pour
de futures analyses histologiques pour confirmer la régulation de certaines protéines
étudiées. De plus, des biopsies physiologiques et pathologiques de patientes atteintes
de cancer endométrial seront également utiles pour déterminer I’incidence de COX-2

dans la progression de la tumeur.
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En résumé, les découvertes majeures que nous avons réalisées dans ces €tudes
ont contribué a une percée dans le domaine de la signalisation cellulaire et de
I’apoptose dans les cellules cancéreuses endométriales. La présente étude démontre
le rdle crucial de Akt dans la régulation de COX-2 et dans la sécrétion de PGE, dans
les cellules cancéreuses endométriales humaines. L’importance de COX-2 et de
PGE, dans le processus de cancérisation et dans la progression des tumeurs a été
démontré dans plusieurs types de cancer. Ici, nous établissons I’'importance de ces

médiateurs dans les cellules cancéreuses endométriales.

De plus, le role important de Akt dans la régulation de I’expression de NF-xB
dans les cellules cancéreuses endométriales humaines a été¢ démontré. Les résultats
démontrent que Akt induit le géne de COX-2 et I’expression de sa protéine par
I’intermédiaire du chemin NF-kB/IxkB. Plusieurs études ont démontré que NF-«xB est
dysrégulé dans plusieurs types de cancer et que son inhibition serait une thérapie

logique ou un traitement adjuvant dans la cure de certains cancers.
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