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RESUM

Actualment, en cancer d’endometri, esta ampliament acceptat el model dualistic que, ate-
nent a bases morfologiques, diferencia tumors de tipus 1 o endometrioides dels de tipus 11 o
no endometrioides. La genetica molecular ha aportat dades que donen suport a aquest mo-
del dualistic de la tumorigenesi endometrial i algunes claus per a poder especular sobre la se-
qliencia temporal de les alteracions moleculars que defineixen les rutes tumorigéniques. En els
cancers endometrials endometrioides, o de tipus 1, es coneixen alteracions majors, com poden
ser el silenciament del gen PTEN, la inestabilitat de microsatellits associada a defectes en els
gens reparadors de DNA, o mutacions al gen K-ras. Aquestes alteracions defineixen la progres-
si6 de 'endometri normal cap a la hiperplasia i posteriorment cap al carcinoma. Recentment,
I'ts de la tecnologia de microxips de cDNA per a identificar les diferéncies en els patrons d’ex-
pressid genica entre els diferents tipus histologics de cancer d’endometri han permes la iden-
tificacié de gens expressats diferencialment que podrien ajudar-nos a entendre les diferéncies
en la biologia i el pronostic clinic dels diferents histiotips tumorals. En el nostre laboratori hem
aillat i caracteritzat dos nous factors de transcripcié, ETV5 i RUNX1, que estan associats amb
els passos inicials de la infiltracié miometrial en el cancer d’endometri endometrioide. Aquests
estudis, i els d’altres gens implicats en el control de la mitosi com a mecanisme major de car-
cinogenesi en els cancers d’endometri no endometrioides, representen exemples de la utilitat
dels estudis genetics amplis per a comprendre el procés de tumorigenesi i les rutes implicades
en la patogénesi molecular del cancer d’endometri.
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SUMMARY

A dualistic model, which has been established on a morphological basis and that differenti-
ates type 1 endometrioid from type 11 non-endometrioid endometrial cancer, is widely accepted.
Molecular genetics have provided us with data supporting the dualistic model of endometrial
tumorigenesis and with some clues to speculate about the sequence of the molecular alterations
defining the tumorigenesis pathways. In type 1 endometrioid endometrial cancer, PTEN gene
silencing, microsatellite instability associated with defects in DNA mismatch repair genes, or
mutations in the K-ras gene are the known major alterations defining the progression from
normal endometrium to hyperplasia and then on to carcinoma. Recently, cDNA microarray
technology for identifying the differences in gene expression patterns between the histological
types of endometrial cancer have permitted the identification of differentially expressed genes
that could help us to understand differences in the biology and the clinical outcome between
histiotypes. In our laboratory, we have recently isolated and characterized two new transcrip-
tion factors, ETV5 and RUNX1, which expression appears to be associated with initial steps
of myometrial infiltration in endometrioid endometrial carcinoma. These studies, as well as
those on other genes involved in the mitotic checkpoint as a major mechanism of carcinogen-
esis in non-endometrioid endometrial cancer, represent examples of how useful large genetic
screenings can be for understanding the tumorigenesis process and the future directions in the
molecular pathogenesis of endometrial cancer.

Keywords: endometrial endometrioid carcinoma, molecular pathology, differential gene ex-
pression, RUNX1/AML1, ETV5/ERM.

MODEL DUALISTIC
PER A LA CARCINOGENESI

relacionar amb l’obesitat, I’anovulacio, la tera-
pia substitutiva només amb estrogens (HRT)

ENDOMETRIAL

La tumorigenesi del cancer endometrial es-
poradic, la malignitat ginecologica més comu-
na als paisos occidentals, es concep normal-
ment d’acord amb un model dualistic tant des
dels parametres biologics com des dels clinics
(Lax i Kurman, 1997). Els carcinomes endome-
trials endometrioides de tipus 1 (EEC) repre-
senten la major part dels casos de cancer endo-
metrial esporadic (70-80 %), amb l'estimulacié
d’estrogens sense oposicié com a factor eti-
ologic associat amb el desenvolupament del
carcinoma (Potischman ef al., 1996). Els nivells
alts d’estrogens en circulacid, juntament amb
els nivells baixos de progesterona, es poden

(Weiderpass et al., 1999), la sindrome ovarica
policistica, la nulliparitat o la neoplasia pro-
ductora d’estrogens. Els EEC es desenvolu-
pen normalment en dones premenopausiques
i perimenopausiques, expressen receptors de
progesterona (PR) i d’estrogens (ER) (Lax et
al., 1998), i estan associats amb nivells alts
d’estradiol séric (Sherman et al., 1997). His-
tologicament, la majoria dels tumors sén de
tipus endometrioide i de grau baix; sén pre-
cedits freqiientment per una hiperplasia en-
dometrial i es caracteritzen per una prognosi
favorable.

En contrastamb I'EEC de tipus 1, un 10-20 %
dels casos de carcinoma endometrial, desig-
nats com a carcinomes no endometrioides de
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tipus 11 (NEEC), segueixen una ruta no rela-
cionada amb estrogens i apareixen dins d'una
base d’endometri atrofic. S’esdevenen en do-
nes postmenopausiques; 1’expressié d’ERi PR
normalment és negativa o feblement positiva,
i els nivells serics d’estradiol no sén elevats.
Normalment sén carcinomes serosos papillars
o de cellules clares de grau cellular elevat,
normalment associats a carcinomes intraepi-
telials endometrials, i es caracteritzen per un
desenvolupament clinic agressiu, una dispo-
sicié molt gran a la disseminacié primerenca i
una prognosi pobra (Oehler et al., 2003).

La validesa d’aquest model dualistic per al
cancer endometrial ha persistit durant més
de vint anys (Bokhman, 1983) i, generalment,
la diferéncia entre aquests dos tipus de tu-
mor s’estableix correctament a partir d’'una
base morfologica (Burton i Wells, 1998). No
obstant aix0, encara queden per aclarir al-
gunes qliestions. Per exemple, cal aclarir si
la hiperplasia atipica hauria de considerar-
se neoplasica o no; queda per solucionar el
fet que no tots els carcinomes endometrials
casin amb aquest model dualistic, i també
la classificacié de tots els tumors que mos-
tren caracteristiques immunohistoquimiques
i morfologiques mesclades o sobreposades de
carcinomes endometrials tant de tipus I com
de tipus 11. De fet, s’ha proposat que el carci-
noma serds ocasional es podria desenvolupar
mitjangant la desdiferenciacié d’"un carcinoma
endometrioide preexistent (Matias-Guiu et al.,
2001).

GENETICA MOLECULAR ASSOCIADA
AMB EL CARCINOMA ENDOMETRIAL
ENDOMETRIOIDE

Recentment, la genetica molecular ens ha
proporcionat dades que demostren el model
dualistic de la tumorigenesi endometrial, i
també algunes pistes que ens permeten es-
pecular sobre la seqiiéncia de les alteracions
moleculars que defineixen les rutes de tumo-

rigénesi per als carcinomes endometrials de
tipus 11 11.

S’han postulat dues alteracions genetiques
principals com a esdeveniments inicials per
a EEC: el silenciament del gen PTEN i la in-
estabilitat de microsatellits (MSI) en les repe-
ticions de la seqiiencia de DNA short-tandem
distribuides al llarg del genoma, que confor-
men els loci del microsatellit. PTEN, un gen
supressor tumoral que fa derivar el seu nom
del seu domini preservat tirosina-fosfatasa i
de la seva homologia de seqiiencia amb la
proteina de matriu tensina, és el gen alterat
més freqiient en el cancer endometrial, i es-
ta gairebé restringit a EEC. Fins al 80 % dels
casos de carcinoma endometrial mostren una
peérdua d’expressid, deguda principalment a
mutacions (Mutter ef al., 20000) i, en menor
mesura, a una perdua d’heterogeneitat (LOH)
(Simpkins et al., 1998). A més, un subgrup al
voltant del 20 % d’aquests tumors amb PTEN
alterat presenten hipermetilacié del promo-
tor (Salvesen et al., 2001). Cal esmentar que la
vertadera transcendeéncia de la metilacié del
promotor de PTEN és discutida, per tal com
hi ha una certa controvérsia en la bibliografia
sobre la possible interferencia d'un pseudo-
gen processat de PTEN (psiPTEN) amb PTEN
(Zysman et al., 2002). El psiPTEN es localitza
al cromosoma 9, la seva seqiiéncia genomica
té una regié d’1,2kb amb un 98 % d’homo-
logia amb la regi6é codificadora sencera de
PTEN. Tanmateix, el grau elevat d’homologia
pot portar a interpretacions erronies, i des que
la freqiiencia de la supressié de PTEN en al-
guns tipus de tumors és superior a la de les
mutacions o delecions de PTEN, és probable
que els mecanismes epigenetics, com la hiper-
metilacié de promotors, puguin justificar-ne
la desactivacié en alguns casos.

La proteina PTEN té almenys dues funci-
ons bioquimiques: té activitat lipid-fosfata-
sa i proteina-fosfatasa. L'activitat lipid-fosfa-
tasa de PTEN té implicacions importants en
la ruta de transduccié del senyal de la cinasa
PI3 (PI3K). Controla negativament la fosfo-
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rilacié de la PI3, fa minvar els nivells intra-
cellulars de PtdIns(3,4,5)P(3) i afecta la ruta
de transduccié en direccié 3’ de la senyalit-
zaci6 d’Akt. La progressi6 del cicle cellular
s’atura al G1/S, mitjancada, almenys parcial-
ment, a través de 'increment de 1'inhibidor de
cinasa dependent de ciclines p27. A més, I'a-
poptosi induida per agonistes és mitjangada
pel PTEN a través de I'increment de la maqui-
naria proapoptotica, que involucra caspases
i BID, i el decrement de les proteines antia-
poptotiques, com la Bcl2. L'activitat proteina-
fosfatasa de PTEN esta involucrada en la inhi-
bici6 de la senyalitzacié de MAPK estimulada
pel factor de creixement. També, la combina-
ci6 de les perdues d’activitat lipid-fosfatasa
i proteina-fosfatasa de PTEN pot produir un
creixement de céllules aberrants i una evasié
de l'apoptosi, de la mateixa manera que una
disseminacié i migracié de céllules anormals
(Wu et al., 2003).

En relacié amb les altres alteracions geneti-
ques associades amb EEC, s’ha proposat que
I'acumulacié progressiva d’alteracions indui-
des per la MSI en gens reguladors importants
pot induir la carcinogénesi. La MSI ha estat
descrita en un 20-45 % dels casos de que s’ha
informat de carcinoma endometrial (MacDo-
nald et al., 2000), i s’ha vist amb major fre-
qliencia en EEC —33 % enfront de 1'11 % en
NEEC; (Catasus et al., 1998). S’ha provat una
relacié més estreta entre la MSI i els defectes
en els gens de reparacié de DNA desaparellat
(MSH-2, MLH-1, MSHS), els quals codifiquen
enzims responsables de la reparacié de nu-
cleotids desaparellats, insercions o delecions
produides durant la replicacié del DNA (Sal-
vesen et al., 2001; Koul et al., 2002; Hardisson
et al., 2003). Les deficiencies en la reparacié
dels desaparellaments que subjauen a la MSI
sembla que involucren més aviat mecanismes
epigeneétics, més que no pas mutacions en els
gens de reparacié del DNA, ja que aquestes
es troben en baixa freqiiencia en casos d’EC.
De fet, la inactivacié de 'MLH1 mitjangant la
hipermetilacié de les illes CpG normalment

no metilades del promotor ha estat descrita
com la causa més comuna de MSI en car-
cinomes endometrioides esporadics (Esteller
et al., 1998; Macdonald et al., 2004), seguida
de la perdua d’expressi6 de MSH2 i MSHS6.
Comparant els resultats dels patrons d"hiper-
metilacié del promotor entre els carcinomes
endometrials de tipus 1 i 11, es veu que els
EEC tenen freqiientment loci de gens hiper-
metilats, especialment en els promotors dels
gens de’'MLHI1, I’APC i 'MGMT, mentre que
els NEEC no eren metilats sovint (Risinger et
al., 2003a).

S’ha descrit que les mutacions al gen de
PTEN ocorren amb més freqiiéncia en els tu-
mors amb MSI (60-86 %) que en els que no
en tenen (24-35 %); aixo suggereix que PTEN
pot ser objecte de mutacions en un context
de reparacié deficient de DNA. L’associa-
ci6 de la inactivaci6 de PTEN i la metila-
ci6 i 'expressi6 baixa de 'MLH1 sembla que
assenta els fonaments per als passos inicials
envers la tumorigenesi endometrial endome-
trioide (Salvesen et al., 2004). A més, s’ha
postulat que els precancers endometrials (per
exemple, la neoplasia intraepitelial endome-
trial) comparteixen alteracions genétiques co-
munes amb EEC, incloent-hi mutacions en
PTEN i MSI. Les mutacions al gen supressor
del tumor de PTEN s’han identificat en endo-
metris amb aparenga histologicament normal
exposats a estrogens i en un 18-55 % dels casos
de precancer endometrial (Latta i Chapman,
2002). En un altre estudi, Mutter et al. van in-
formar d’un 55 % de mutacions de PTEN en
precancers, mentre que els endometris nor-
mals no mostraven mutacions de PTEN. En-
cara que molts precancers i cancers presen-
taven una mutacié solament en un allel de
PTEN, els adenocarcinomes endometrials en-
dometrioides mostraven la pérdua completa
de l'expressi6 de la proteina PTEN en un 61 %
dels casos, i un 97 % mostraven almenys algu-
na disminucié en l'expressid. Aixi, la perdua
de la funci6 de PTEN pot ser un esdeveni-
ment primerenc en la tumorigenesi endome-
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trial, que ocorre en resposta a factors de risc
endocri coneguts (Mutter et al., 2000b). I, de
fet, PTEN s’expressa abundantment en la fa-
se d’alts nivells d’estrogens i proliferativa del
cicle menstrual normal, cosa que suggereix al-
gun tipus de modulacié d’estrogens. A més,
els compartiments de 1’'estroma i de l'epiteli
contribueixen als canvis menats per hormones
en l'expressié del PTEN endometrial i dedu-
eixen que en condicions hormonals anormals
poden, al seu torn, trencar els patrons normals
d’expressié de PTEN en aquest teixit (Mutter
et al., 2000c). Finalment, Campbell et al. van
proposar que els receptors d’estrogens eren
elements centrals en la ruta de superviven-
cia de la cinasa PI3K/AKT i aix0 implicava
que un PTEN inactiu pogués tenir un incre-
ment d’AKT activat; van concloure que les
mutacions inactivadores podien, de fet, fer
que I'endometri fos més sensible a l'estimula-
ci6 per estrogens (Campbell et al., 2001).

Les alteracions genétiques menors en el car-
cinoma endometrial endometrioide inclouen
mutacions en 1’'oncogen K-Ras, descrites en
el 10-30 % dels casos de que s’ha informat
de carcinoma endometrioide, mentre que sén
gairebé absents en els carcinomes de cellules
clares i seroses papillars (Lax et al., 2000). El
K-Ras codifica una GTPasa plasmatica peti-
ta de membrana intracellular, que funciona
com a canvi molecular durant la senyalitza-
ci6 cellular, i que esta molt relacionada amb
el creixement i la diferenciacié dels tumors.

Les proteines activadores de GTPases
(GAP) finalitzen la senyalitzacié del K-Ras
amb l'estimulacié de I'activitat intrinseca de
la GTPasa; els mutants oncogenics de K-Ras
son resistents als GAP i sén activats consti-
tutivament. Entre els efectors de K-Ras ben
estudiats hi ha les serina-treonina-cinases de
la familia Raf i la seva diana en direccié 3/, la
cascada de proteina-cinases activades per mi-
togens (MAPK), que té un paper important en
l'accié mitogenica del K-Ras oncogenic. L'ac-
tivacié de les MAPK té com a conseqiiéncia
la fosforilaci6 i I'activacié de factors de trans-

cripcié com c-Jun, c-Myc i c-Fos, que causen
I'increment en la transcripcié de gens associ-
ats amb la proliferacid cellular. E1 K-Ras també
s’uneix directament a la subunitat p110 de
la PI3K, incrementa l'activitat lipid-cinasa i
pot activar la ruta PKB/Akt antiapoptotica
(Hancock, 2003). S’han trobat mutacions ac-
tivadores constitutives del K-Ras amb més
freqiiencia en tumors amb MSI, cosa que sug-
gereix que els dos esdeveniments poden tenir
lloc simultaniament abans de 1'expansi6 clo-
nica (Lagarda et al., 2001). Continuant amb
la mateixa linia d’evidencia, la preséncia de
mutacions K-Ras en el 16 % dels casos d hiper-
plasia endometrial indica que les mutacions
K-Ras poden representar un esdeveniment
primerenc dins el subgrup de carcinomes en-
dometrials (Sasaki et al., 1993).

La freqiiencia de mutacions al gen de la -
catenina, crucial en ’adhesi6 cellula a ceéllula
mitjangant un complex amb E-cadherina i en
la senyalitzacié cellular com a membre de la
ruta Wnt, esta al voltant del 20% i es tro-
ba restringida als carcinomes endometrioides
(Machin et al., 2002). Les mutacions en la 8-
catenina porten a I'acumulacié de $-catenina
citoplasmatica. En abséncia del senyal Wnt,
la fosforilacié dels llocs d'unié de la fS-cate-
nina en APC mitjancant la glicogen-sintasa-
cinasa-3 (GSK-3) promou l'associacié6 APC/
B-catenina, que finalment mena a la reduccié
rapida de la reserva de f-catenina mitjancant
la seva degradaci6, a través de la ruta de la
ubiquitina-proteasoma. Després de l'estimu-
lacié de la ruta Wnt, augmenta l’estabilitat
de la B-catenina. L'augment de la concentra-
ci6 de f-catenina mena a la seva migracié
al nucli, on s'uneix a membres de la familia
TCF/LEF-1 de factors de transcripcié (T cell
factor/lymphocyte enhancing factor) i els activa.
La funcié de la f-catenina en la tumorigene-
si endometrioide encara és desconeguda; no
s’ha trobat relacié entre les mutacions K-Ras o
PTEN, ni amb la MSI, cosa que suggereix que
la ruta Wnt té un paper independent en el can-
cer endometrial (Palacios ef al., 2001).
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Les mutacions al gen supressor de tumors
P53 es detecten en un 20 % dels casos de carci-
noma endometrioide de grau alt, mentre que
la hiperplasia o els carcinomes de grau baix es
caracteritzen per una manca de senyal (Lax et
al., 2000). A més, no s’ha descrit cap concur-
réncia d’aquells amb les mutacions de PTEN
(Koul et al., 2002). De contrast amb tot ai-
x0, les mutacions p53 s’esdevenen fins en el
90 % dels casos de carcinoma serds, una si-
tuacié propera a la descrita per a l'oncogen
Her2/neu (c-erbB2) que codifica un receptor
transmembrands tirosina-cinasa involucrat en
la senyalitzaci6 cellular. S’ha informat d’aixo
en el 10-30 % de tots els EC i en el 80 % de
les malignitats papillars seriques uterines (Es-
teller et al., 1995; Saffari et al., 1995; Santin
et al., 2002). Les dues alteracions estan asso-
ciades amb malalties molt avancades i una
diagnosi pobra, i es caracteritzen per un mo-
del de progressio6 alternativa per a carcinomes
sérics, en que la MSI és rara, i també les muta-
cions en PTEN i K-Ras (Lax, 2004).

Resumint, s’ha proposat un model de pro-
gressié per al desenvolupament del carcino-
ma endometrial basat en les alteracions ge-
nétiques ja presents en la hiperplasia atipica,
en l'augment de la naturalesa i la prevalenca
d’aquestes alteracions genétiques en carcino-
mes ben diferenciats, comparant-ho amb la
hiperplasia atipica, i en un nombre més elevat
d’aberracions cromosomiques en lesions en-
dometrioides que en hiperplasies (Lax, 2004)
(vegeu la figura 1). Primer, el bagatge genétic
ens pot proporcionar informacié sobre la sus-
ceptibilitat del carcinoma endometrial, especi-
alment informaci6 sobre els gens d’alta pene-
tracié (per exemple, els gens de reparacié de
DNA desaparellat), i també l'estat dels gens
de baixa penetraci6 associats amb el metabo-
lisme dels estrogens (Schneider et al., 1984;
Esteller et al., 1997c, 1997b). Aquesta hipotesi
proposa una progressié des de la hiperplasia
complexa a la simple com un procés reactiu
a causa de l'hiperestrogenisme (Mutter et al.,
2000a), mentre que la MSI sembla que defi-

neix la progressié des de la hiperplasia atipica
al carcinoma endometrioide (Sun et al., 2002).
S’ha demostrat que la deteccié de la clonalitat
en mostres de bidopsia endometrial obtingudes
amb canula d’aspiraci6 és titil per a la diagno-
si primerenca del cancer endometrial (Esteller
et al., 1997a). Les dues alteracions, juntament
amb la metilaci6 del promotor de ’'MLH], co-
existeixen en la hiperplasia atipica juntament
amb el carcinoma endometrial (Duggan et al.,
1994; Levine et al., 1998; Esteller et al., 1999;
Kanaya et al., 2003). Les mutacions en el p53 i
I'amplificacié i sobreexpressi6é de ’'HER2 /neu
caracteritzen els esdeveniments tardans que
tenen lloc durant la progressi6 i la desdiferen-
ciaci6 del carcinoma endometrial (Rolitsky et
al., 1999; Lax et al., 2000). De manera alterna-
tiva, aquestes alteracions moleculars tardanes
poden definir esdeveniments primerencs de
novo, que tenen lloc en carcinomes endome-
trioides escassament diferenciats i en carcino-
mes serosos en desenvolupament a partir de
carcinomes endometrioides, d’acord amb els
descobriments obtinguts a partir de carcino-
mes serosos i endometrioides mixtos (Matias-
Guiu et al., 2001).

ORIENTACIONS FUTURES
EN LA PATOGENESI MOLECULAR
DEL CANCER ENDOMETRIAL

Malgrat el gran esforg realitzat per desem-
brollar les alteracions moleculars relacionades
amb la tumorigénesi endometrial, i la utilitat
clarament demostrada d’aquestes alteracions
amb vista a entendre la patogenesi molecu-
lar dels carcinomes endometrials, els tumors
que no presenten el fenotip MSI o mutaci-
ons en algun dels gens esmentats més amunt,
donen a entendre I’existencia de rutes no reco-
negudes. Fa molt poc, la tecnologia de micro-
xips de cDNA per a identificar diferéncies en
els patrons d’expressi6 dels gens entre tipus
histologics d’EC ens permetia identificar els
gens expressats diferencialment que ens podi-
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Ficura 1.
cions genetiques implicades en cada pas.

en ajudar a entendre les diferencies en la biolo-
gia iles conseqiiéncies cliniques dels diferents
histiotips. Un article pioner de Mutter et al.
comparava els patrons d’expressié genics de
teixits endometrials normals i malignes (Mut-
ter et al., 2001). Els gens reactius a hormones,
seleccionats mitjancant comparacié de sub-
grups secretoris i proliferatius de 'endometri
normal, els van proporcionar una llista de
cinquanta gens que discriminava entre grups
normals i malignes, amb nivells d’expressié
reduits en els cancers. A més, els tumors s’as-
semblaven més a I'endometri proliferatiu que
al secretori, i la transformacié neoplasica esta-
va acompanyada d’una pérdua predominant
de 'activitat de molts gens expressats consti-
tutivament en teixits provinents de fonts nor-
mals i en abséncia de perfils d’expressio, cosa
que caracteritza la resposta antitumorigenica
de la progestina (Mutter et al., 2001).

La tecnologia de microxips de cDNA d’alt
rendiment s’ha fet servir des de llavors amb
I'objectiu de caracteritzar gens o grups de
gens que podrien agrupar els diferents histi-
otips de manera separada entre els diferents
cancers endometrials. Risinger ef al. van des-
criure, en una analisi no supervisada, cent
noranta-un gens expressats diferencialment
en carcinomes endometrials endometrioides
i no endometrioides. Entre aquests, les dife-
réncies en vint-i-quatre transcripcions els van
permetre de distingir els carcinomes seérics
dels endometrioides. A més, les dades dels

RUNX1/
AML1
hiperplasia
complexa
ETV5/
ERM

Model per a la tumorigenesi endometrial endometrioide i les altera-

microxips de cDNA van identificar rutes al-
ternatives, cosa que suggeria diverses vies per
a la investigaci6, com ara el silenciament ge-
nétic mitjangat per mecanismes epigenetics, la
desregulaci6 de les rutes del factor de creixe-
ment a causa de les interaccions inapropiades
epiteli-estroma, o 1’adhesi6é de cellules desa-
parellades mitjangant 1'expressié alterada de
la proteina frefoil intestinal TFF3 (Risinger et
al., 2003b). En una altra prova, amb vista a
aclarir més endavant els esdeveniments mo-
leculars involucrats en la carcinogenesi endo-
metrial, Cao et al. van poden diferenciar entre
carcinomes serosos i endometrioides en una
analisi no supervisada. Les analisis supervi-
sades dels dos grups definits portaven a la
identificacié de ctres-cents quinze gens que
diferenciaven de manera estadistica carcino-
mes endometrials de tipus 1 dels de tipus 11. A
més, per corroborar I'expressié alterada dels
marcadors coneguts, els autors van descriu-
re alteracions noves relatives al cicle cellular,
I'adhesi6 cellular, la transduccié de senyals,
I'apoptosi i la progressié del tumor (Cao et al.,
2004).

Fent un pas més endavant pel que fa als
microxips de cDNA i els mecanismes subja-
cents a la tumorigenesi endometrial, Moreno-
Bueno et al. van descriure una diferéncia de
dos cops en I'expressié entre EEC i NEEC en
seixanta-sis gens durant una analisi supervi-
sada de microxips de cDNA que contenien
6.386 gens diferents. Els trenta-un gens incre-
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mentats en les EEC n’incloien alguns que se
sabia que estaven regulats per hormones du-
rant el cicle menstrual i que eren importants
en 'homeostasi endometrial. De manera in-
versa, dels trenta-cinc gens sobreexpressats en
les NEEC, tres gens, STK15, BUB1, i CCNB2,
estaven involucrats en la regulaci6 del control
del fus mitotic; i I’amplificacié o sobreexpres-
si¢ d'STK15, associada amb aneuploidia i un
fenotip agressiu, conduia a la hipotesi que les
alteracions en el control de la mitosi eren un
mecanisme principal de carcinogenesi en NE-
EC (Moreno-Bueno et al., 2003).

En el nostre grup, ens vam centrar en la
identificacié de gens nous que poguessin pro-
vocar transformacié en el cancer endometri-
al endometrioide (Planaguma et al., 2004).
Per a aixo, vam analitzar els diferents perfils
d’expressié genica d’especimens endometri-
als tumorals i no tumorals, amb la utilitza-
ci6 d’hibridacié de xips de cDNA. Entre els
cinquanta-tres gens 'expressié dels quals es
va trobar alterada en EEC, quaranta-set se-
qliencies de cDNA van ser identificades com
a gens coneguts i es van classificar en set
categories funcionals: el 9 % estaven involu-
crats en la regulacié del cicle i la proliferacié
cellular (per exemple, DNAJA2, RPS4X); un
17 % estava involucrat en la regulacié de la
transcripcié (per exemple, SNAPC1, TCEB3);
un 21% en la senyalitzaci6 (per exemple,
ADD3,NPTX1); un 6 % en transit de proteines
(per exemple, NCALD); un 8 % en la respos-
ta immunitaria (per exemple, SIAT1); un 9 %
corresponien a proteines de membrana (per
exemple, MS4A6) i, finalment, un 19 % dels
gens estaven involucrats en el metabolisme
cellular (per exemple, BTN2A1). Els dos gens
més incrementats eren el el protooncogen de
la leucemia mieloide aguda RUNX1/AML1
(runt-related transcription factor 1/acute mye-
loid leukaemia 1) i V'ets variant gene 5/ets-rela-
ted molecule (ETV5/ERM). Les PCR quantita-
tives en temps real van validar I'increment de
RUNX1/AML1 i ETV5/ERM en EEC i van
demostrar un increment especific i significa-

tivament més potent en els estats tumorals
associats amb infiltraci6 miometrica. A més,
la immunohistoquimica en xips de teixits va
mostrar que aquest increment es relacionava
amb el procés de tumorigenesi de 'endometri
normal atropic a la hiperplasia simple i com-
plexa i, finalment, al carcinoma (Planaguma et
al., 2004, 2005; vegeu la figura 2).

Els nostres resultats ens porten a proposar
que RUNX1/AML1iETV5/ERM poden tenir
un cert paper en els esdeveniments prime-
rencs de la tumorigeénesi endometrial associa-
da amb infiltracié miometrial. Com a factor de
transcripcié d’'uni6 a DNA, RUNX1/AMLL1
pot estar involucrat en la regulacié de I'ex-
pressié dels gens involucrats en EEC. Els
membres de la familia RUNX han estat im-
plicats en I’activaci6 de la transcripcié fent de
factors d’organitzacié als promotors i estimu-
ladors de gens diana, en que s’associen amb
cofactors i altres factors de transcripcié d'u-
ni6 al DNA requerits per a la regulaci6 genica
(Mao et al., 1999). De manera alternativa, les
proteines de RUNX sén repressors potents de
la transcripcié de manera especifica per ceél-
lula, i d’aixo resulta una repressié temporal
de la transcripcié o un silenciament epigene-
tic irreversible (Taniuchi i Littman, 2004). En
aquest context, s’ha vist que RUNX1 forma
complexos estables amb corepresors, tals com
histona-desacetilases i histona-metiltransfera-
ses (Durst i Hiebert, 2004). A més, la cinetica
de l'expressié de RUNX1/AMLI1, que mostra
un pic en estadis primerencs d’invasié mio-
metrial, ens porta a especular que I'increment
de RUNX1/AMLL1 en EEC pot estar associat
amb la metilacié dels promotors com a meca-
nisme per al silenciament transcripcional de
gens involucrats en les primeres passes de la
invasi6 tumoral del teixit adjacent. Finalment,
no s’exclouen les translocacions dels gens de
RUNX1/AML1 d’'una possible implicacié en
EEC.

D’altra banda, ETV5/ERM pertany ala sub-
familia PEA3, inclosa en la familia Ets de
factors de transcripcié. Aquesta familia esta
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Ficura 2. Exemples representatius de la gradacié d’intensitat immunohistoquimica de RUNX/AMLI i ETVS5/ERM des de 1’endo-

metri atrofic fins al carcinoma endometrial endometrioide.

caracteritzada per la presencia d’uns vuitan-
ta-cinc aminoacids en un domini d'unié al
DNA conservat durant I'evolucié que regu-
la I'expressié6 d'un conjunt de gens mitjan-
¢ant la unié a un motiu central A/GGAA/T,
en cooperaci6é amb altres factors i cofactors de
transcripcié (Wasylyk et al., 1991; Wang et al.,
1992). S’ha suggerit que Ets, el fundador de la
familia Ets, que inclou ETV5/ERM, té un pa-
per en la vascularitzaci6 i invasi6 dels tumors
mitjancant l'increment en l'expressié de les
proteases degradadores de matriu (Takai et al.,
2000; Hahne et al., 2005). A més, els elements
de PEAS3 conservats, que uneixen membres de
factors de transcripcié d’Ets, s’han trobat en
tots els promotors de MMP induibles (Wester-
marck i Kahari, 1999). Pel que fa al carcinoma
endometrial, es va veure que I'expressio incre-
mentada dels MMP i la progressié del tumor
estaven estretament relacionats, i que 1'acti-
vitat invasiva era dependent de la produccié
de MMP (Kaya et al., 1996). A més, les ge-
latinases actives s’han descrit en carcinomes
endometrials, i aixo ha portat a alteracions en
el micromedi que promouen la invasi6 tumo-
ral i la metastasi (Di Nezza et al., 2002). Vam
demostrar que ETV5/ERM pot tenir un paper
en el canvi inicial envers la infiltracié miome-
trial, mitjangant la induccié de I'expressié dels
gens involucrats en el remodelament de la ma-
triu extracellular (resultats per publicar).

CARCINOMA R
ENDOMETRIAL RS \
1 RUNX1/AML1
1 ~ ETV5/ERM &
I\ E-cadherina
INFILTRACIO
MIOMETRIAL
| DISSEMINACIO
FiGura 3. Gens associats amb la infiltracié mi-

ometrial, juntament amb una imatge representativa
amb hematoxilina-eosina d’un carcinoma endome-
trial endometrioide en estadi IC infitrador.

Per acabar, el fet que tant I'expressié geni-
ca com els perfils de nivell de proteina per
a ERM/ETV5 fossin semblants als trobats en
RUNX1/AML1 en EEC, ens porta a analit-
zar estadisticament la magnitud i la direccié
de l'associacié entre els dos gens. Fent ser-
vir el test d’Spearman i I’analisi de Wilcoxon,
ambdods mitjancant RT-Q-PCR (p < 0,001) i
TMA (p < 0,0001), vam trobar que l'increment
de RUNX1/AMLLI es relacionava significati-
vament amb el ’ERM/ETV5 (Planaguma et
al., 2005). Aquesta possible interaccio es ve-
ia reforcada amb 1'observaci6é que NERF-2, un
membre nou de la familia de factors de trans-
cripci6 Ets, estava unit a RUNX1/AMLI mit-
jancant un lloc d'interaccid situat en una regio6
basica cap a l’extrem 5" del domini Ets (Cho et
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al.,2004). A més, s’ha vist que l'activitat d"unioé
al DNA del factor de transcripci6 Ets-1 estava
modulada mitjangant una interaccié flexible
amb RUNX1/AML1 i ETV5/ERM durant els
esdeveniments primerencs de la tumorigenesi
endometrial, cosa que es pot associar amb un
canvi inicial a la infiltraci6 miometrial. L'ex-
pressié de 1’E-cadherina també es va relacio-
nar positivament amb la invasié miometrial
(Mell et al., 2004). A més, les alteracions en
I'expressi6 de SMAD4 i TGF-g RIJ, i també la
localitzacié dels SMAD, pot ser important en
les infiltracions de la paret miometrial mitjan-
¢ant carcinomes endometrials de tipus 1 (Pi-
estrzeniewicz-Ulanska et al., 2004). Finalment,
la invasi6é miometrial de cancers endometrials
implicava un augment en l'activitat de la ge-
latinasa, regulada fins a cert punt pel TGE-$1,
de manera autocrina o paracrina (Yabushita et
al., 2000) (vegeu la figura 3).

CONCLUSIO

Avui dia, i gracies principalment a 1’apa-
ricié6 primerenca de simptomes tals com la
metroragia postmenopausica, el 80 % dels ca-
sos d’EEC es diagnostiquen en 1’estadi 1 FIGO
(International Federation of Gynecology and
Obstetrics), amb bona resposta al tractament
quirtrgic. L'estadi 1 FIGO compreén tres sub-
tipus determinats per 1'existéncia d’endome-
tria afectada (estadi1a) i infiltracié miometrial
per sota o per damunt del 50 % (estadis 1B
i 1c, respectivament). L'estadi 1c esta relaci-
onat amb tumors més indiferenciats, invasio
limfovascular i complicacions en els ganglis
limfatics en un 10-20 %. El grup darrer és el
dels pacients amb un risc més elevat de re-
curréncia entre els carcinomes d’estadi 1i el
dels que reben tractament adjuvant després
de la cirurgia, gairebé sempre basat en la radi-
oterapia. En aquest context, la caracteritzacié
de RUNX1/AML1 durant les passes inicials
envers la infiltracié miometrial representa un
exemple de la utilitat dels cribratges genetics

grans en la comprensi6 del procés de tumori-
genesi des de les primeres passes de la invasio.
Mitjangant la combinacié de cribratges grans
de microxips de cDNA amb la microdissecccié
d’arees tumorals corresponents al front inva-
siu, en tots els estatges d’"EEC des de 1't al 111,
el resultat hauria de ser un perfil diferenci-
al d’expressié genica associat amb el cancer
endometrial endometrioide centrat en la in-
vasid. Idealment, aix0 hauria de concloure
amb la validacié de marcadors nous, amb vis-
ta a la propera estratificacié dels subtipus de
cancer endometrial, a fi de millorar I'impacte
del diagnostic i dotar-nos d’objectius nous per
a la terapia.
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