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ABREVIATURES

2D-DIGE: Two-dimensional — Differential in gel electrophoresis
AGEs: advanced glycation endproducts

ALDH1A1: Aldehyde dehydrogenase family 1 member A1
ALDH7AA1: Aldehyde dehydrogenase family 7 member A1
ALDOA: Fructose-bisphosphate aldolase A

BLVRB: Biliverdin reductase B

CD1: ciclina D1

CE: cancer endometri

CHAPS: 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium
CHCA: a-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid

ChIP: immunoprecipitacié de cromatina

DES: desmin

DTT: dithiothreitol

EBS: Efs binding site

EEC: carcinoma endometrial endometrioide

EGF-R: receptor del factor de creixement epidérmic

EIC: carcinoma intraepitelial

EMT: transicio epiteli-mesénquima

ER: receptor estrogens

ERM: ETS-related molecule o ETS variant gene 5

ETVS: ETS translocation variant 5

FSCNA1: fascin

FBS: Fetal bovine serum

FIGO: Federacio Internacional de Ginecologia i Obstetricia
GFP: proteina verda fluorescent

GSK-3-B: glicogen sintasa kinasa 3-f3

H&E: hematoxylin and eosin stain

HEP27: Dehydrogenase/reductase SDR family member 2
HER-2/neu: receptor del factor de creixement epidermic tipus Il
HNPCC: hereditary non polyposis colorectal cancer
HNRNPs: heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
HTA: Hipertension arterial

IC: interval de confianca

IEF: iso-electroenfoc (isoelectrofocusing)

IGF-I : insulin-like growth factor-I

Abreviatures
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IGFIIR: receptor del insulin-like growth factor Il

IMC: index de massa corporal

IPA: Ingenuity Pathway Analysis

IPG: immobilized pH gradient

I.S.G.Y.P.: International Society of Gynecological Pathology
LCM: laser capture microdissection

LOH: loss of heterozygosity

mAb: monoclonal antibody

MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-of-Flight
MMP: proteases degradadores de matriu extracel-lular
MMP-2: metal-loproteasa de matriu 2 o gelatinasa A
MMP-3: metal-loproteasa de matriu 3 o stromelysin-1
MMP-7: metal-loproteasa de matriu 7

MMP-9: metal-loproteasa de matriu 9 o gelatinasa B
MMP-13: metal-loproteasa de matriu 13 o collagenase-1
MMR: mismatch repair genes

MRDO: maximum relative distance to origin

MS: mass spectrometry

MSI: inestabilitat de microsatél-lits

MSN: moesin

NAC: N-acetyl-L-cystein

NEEC: carcinoma endometrial no-endometrioide
0O.M.S: Organitzacié Mundial de la Salut

OR: odds ratio

PAK: p-21 kinase

PCNA: Proliferating cell nuclear antigen

PGK1: Phosphoglycerate kinase 1

PKM2: Pyruvate kinase isozymes M1/M2

PR: receptor de progesterona

PTEN: phosphatase and tensin homolog (mutated in multiple advanced cancers 1)

PTP: protein tyrosine phosphates

RNAi: RNA d'interferencia

ROS: espécies reactives d’oxigen

RR: risc relatiu

RT-Q-PCR: real time-quantitative-polimerase chain reaction

SDS: sodium dodecyl sulfate

Abreviatures
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SDR: short chain dehydrogenase/reductase
SERPINH1: Serpin H1 o Collagen-binding protein
SMAD: Mothers against DPP homolog

SOD1: Superoxide dismuntase 1

TAC: tomografia axial computeritzada

TCF/LEF-1: factor de cél-lules T/factor d’uni6 a limfocits
TGF-B: Transforming growth factor beta-1

TGF-BRII: receptor B tipus Il del transforming growth factor
THS: tractament hormonal substitutiu

TMA: tissue microarray

TNF: factor de necrosi tumoral

TNM: tumor nodule metastasis.

TPI1: Triosephosphate isomerase

TPM4: Tropomyosin alpha-4 chain

Abreviatures
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INTRODUCCIO

1. ENDOMETRI: ANATOMIA, MORFOLOGIA | FUNCIO
1.1. L’ater: organ genital femeni

La matriu o uter és un Organ intrapélvic accessori de la reproduccié sexual, imparell, buit,
periforme, de paret muscular, d’'uns 8 cm de longitud, 5 cm d’amplada a I'extrem superior i
d’uns 2,5 cm de gruix de mitjana. En condicions normals té un pes aproximat de 50 gr., pero pot
sofrir canvis importants al llarg de les gestacions. La matriu es l'0Organ responsable de

proporcionar un entorn adient per al desenvolupament fetal.

A) B)
Trompa
de Fal-lopi
F —
= - undus g
Os intern
Coll Corpus—
twit ~—0s extern
Vagina

Cervix —
~ Llavis menors

Figura 1. A) Aparell reproductor femeni B) Anatomia de I'iter [9]

La matriu esta constituida per quatre porcions anatomiques: 1) cos: és la part central de la
matriu en la qual es poden distingir dues cares, I'anterior o facies vesicalis i la posterior o facies
intestinalis; 2) fons: porcid superior i arrodonida de la matriu, situada a I'extrem i entre les
trompes de Fal-lopi; 3) I'istme: és la part estreta de 'iter, d’'uns 2 a 3 cm d’amplada, localitzada
entre el cos de la matriu i el cérvix i 4) cérvix: part cilindrica d’'uns 2 a 3 cm de longitud que es
troba delimitada per I'istme a la part superior i per la vagina a la inferior (Figura 1).

L’uter esta organitzat en tres capes principals, que estructurades de l'interior a I'exterior son:
1)la mucosa o endometri, capa llisa i suau que constitueix el recobriment intern de I'Gter 2)la
muscular o miometri, capa que es troba formada per fibres musculars llises i constitueix la
porcio principal de la paret uterina i 3)la serosa o perimetri, consisteix en el teixit peritoneal, que
es troba fortament adherit al fons i al cos uteri [15].
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1.1.1. Endometri: morfologia i histologia

L’endometri és el teixit que constitueix la paret interna mucosa de la matriu, que es troba
delimitada pel component muscular, el miometri. La principal caracteristica de 'endometri és el
comportament dinamic del teixit que radica en la perfecta resposta als estimuls de les
hormones ovariques. Aquesta resposta es tradueix en importants canvis morfoldgics que
condueixen a la seva descamacié cada 28 dies. Aquests canvis morfoldgics constitueixen

I'anomenat cicle menstrual [16].

En l'estructura histologica de I'endometri s’han de considerar tres elements constitutius: 1)
I'epiteli columnar simple amb cilis superficials; 2) les glandules tubulars simples; i 3) el
component estromal (Figura 2).

EPITELI COLUMNAR

.I'-k_-_;'- ),

SIMPLE o
o
20 1
oREL

A3

COMPONENT ESTROMAL

GLANDULES TUBULARS

SIMPLES

Figura 2. Imatge de la histologia de I’endometri: tall histologic de teixit endometrial, tenyit amb
hematoxilina/eosina, en el qual s’observen tres components: I'epiteli columnar simple a la
superficie, el component estromal i les glandules tubulars simples. L'estroma n’'és el component
majoritari i sustenta les glandules i I'epiteli de superficie. El teixit contigu de I'endometri és el
miometri, que presenta una morfologia semblant a I'estroma endometrial (Imatge de Jesus

Planaguma, 2005).

El cicle menstrual comprén tres parts: 1) proliferativa o preovulatoria, 2) secretora o
postovulatoria i 3) descamativa, menstrual o hemorragica. Les tres fases del cicle endometrial
es troben altament lligades amb les tres fases del cicle ovaric: la fase fol-licular, 'ovulacié i la
fase Iutia, i mantenen una estreta coordinacié que té com a objectiu final poder allotjar el
producte de la concepcid, és a dir afavorir la consecucio del procés de gestacio.
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1.2. Regulacié hormonal de I'’endometri

El cicle endometrial es caracteritza per una resposta als estimuls hormonals ovarics per part de
I'endometri. Aquesta resposta es tradueix en importants canvis morfologics que condueixen a la

seva descamacio6 al cap de 28 dies.

La regulacio del cicle endometrial esta governada per l'accié directa dels esteroides sexuals:
els estrogens indueixen creixement i proliferacio de les glandules, I'epiteli i 'estroma en la
primera fase del cicle, la fase proliferativa (del dia 5 al 14). El pic d’alliberament d’estrégens es
doéna al voltant del dia 14, moment en qué es produeix el fenomen de l'ovulacié. La
progesterona determina els canvis secretors de la segona fase del cicle, la fase secretora (del
dia 15 al 28), en la qual I'endometri es prepara per ser un teixit altament nutritiu i confortable
per tal que es pugui dur a terme la nidacié de I'oocit fecundat. Si no es déna el procés de la
fecundacioé i per tant no hi ha implantacié de l'odcit madur (del dia 21 al 24, “finestra
d'implantacié”) hi ha una disminucié dels nivells de progesterona que activa la fase
descamativa de I'endometri (del dia 0 al 4). Aquesta fase comenga amb la vasoconstriccio i
isquemia provocades per un augment de I'activitat de les prostaglandines i una descamacio del

teixit a causa de I'activacié de diferents proteases i citoquines [17].

1.3. Tipus d’endometris segons I’estat del cicle menstrual

Atés el caracter dinamic d’aquest teixit, com a consequéncia de les variacions dels nivells
hormonals hipofisaris ovarics, cal diferenciar diversos tipus d’endometris segons I'estat del cicle
menstrual: endometri proliferatiu, endometri secretor, endometri en la fase descamativa,

endometri gestacional i endometri atrofic.
Endometri proliferatiu

Teixit endometrial que té la capacitat de créixer i augmentar el gruix a consequéncia de
estimulacié hormonal, i que es troba present durant el periode que correspon a la fase del
cicle anterior a I'ovulacié (fase fol-licular) (del dia 4 al 14). L’endometri proliferatiu esta constituit
per glandules endometrials rectilinies delimitades per cél-lules que presenten una marcada
pseudoestratificacié nuclear i figures de mitosi. L'estroma és predominantment dens amb

cel-lules d’escas citoplasma [18].
Endometri secretor

Teixit endometrial present durant la fase de secrecié del cicle menstrual, que correspon a la
fase del cicle posterior a I'ovulacié (fase lutia) (del dia 15 al 28). Constituit per glandules
endometrials molt serrades amb secrecié luminal i estroma amb transformacié predecidual, i

que pot arribar a un gruix d'uns 8 mm. El teixit endometrial en aquesta fase presenta un
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fenomen molt peculiar, que consisteix en I'aparicié de vacuols subnuclears al pol basal de les
celllules que contenen glucogen i mucopolisacarids. Durant aquesta fase els vacuols es
dirigeixen a la llum de la glandula, on sén secretats. Es en aquest tipus de teixit endometrial on
es dobna la fase denominada finestra d’'implantacié del blastocist, que s’estén del dia 20 al 24
del cicle, on hi ha la maxima receptivitat endometrial [18]. L’estroma dens al principi, esdevé
adenomatdés i apareixen les anomenades arterioles espirals. Les ceéllules de I'estroma
augmenten el seu citoplasma i adopten una forma cubica, en un fenomen anomenat

decidualitzacio.
Endometri en la fase descamativa

Les modificacions endometrials descrites tenen com a objectiu final obtenir un bon substrat per
la nidacié del blastocist. Si 'odcit no ha estat fecundat té lloc la descamacié menstrual de
'endometri. Histoldgicament, la descamacié no és uniforme. En iniciar-se s’observa una certa
dissociaci6 estructural, on també s’observa una marcada infiltracié leucocitaria, juntament amb
hemorragia i signes de necrosi. La fase descamativa és la fase en la qual s’inicia el cicle
menstrual i comprén del dia 1 al 4. Com a conseqliéncia dels estimuls hormonals I'endometri es

regenera a partir d’'un fragment, anomenat basal, que no presenta descamacio.

A part dels tipus d’endometri que es poden trobar durant les fases del cicle menstrual, també
cal citar dues altres condicions en les quals es troba un tipus d’endometri histoldgicament
diferent pero tanmateix important [18].

Endometri gestacional

En el cas que el blastocist s’implanti a 'endometri i proliferi, el quadre hipertrofic i secretor, tant
glandular com de l'estroma, es fa més destacat. Les glandules es troben formades per un
epiteli baix i ric en glucogen. Les cél-lules de 'estroma es tornen grans i poligonals, amb un
ampli citoplasma que constitueix les tipiques cél-lules decidues disposades en forma de mosaic
[18].

Endometri atrofic

La transicié de 'etapa reproductiva de la dona a la no reproductiva s'anomena climateri. Al llarg
d’aquesta transicié el teixit endometrial pateix importants modificacions histologiques. A més,
en aquesta etapa I'endometri perd la capacitat de proliferacié. La principal causa d’aquestes
modificacions és la disminuci6 de la secrecid6 d’estrdogens i progesterona, hormones
responsables de I'evolucié de I'endometri durant el cicle menstrual. L’endometri atrofic té un
gruix d’1 a 3 mm i s"anomena atrofic per la poca activitat mitdtica que presenta. Histologicament
I'endometri continua essent constituit per tres components: 1) I'epiteli columnar simple amb
cilis; 2) les glandules tubulars, on el teixit epitelial queda reduit a un teixit monocapa, i les
glandules perden la morfologia ramificada organitzant-se de forma esférica. Les cél-lules en

aquest teixit tenen una escassa activitat mitdtica amb un nucli reduit i inactiu i 3) el component
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estromal que esdevé el més abundant presenta una morfologia densa i fibrosa amb cél-lules

fines i allargades, i presenta una coloracié blanca caracteristica [18].
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2. CARCINOMA ENDOMETRIAL

2.1 Epidemiologia, patogénesi i factors de risc

Introduccio

El cancer d’endometri (EC) és la malaltia ginecologica més comu i representa la quarta

neoplasia més freqlient en la dona en els paisos desenvolupats després del cancer de mama,

colorectal i pulmo [19]. La incidéncia a nivell mundial és de 23.4 casos per cada 100.000 dones

i per any (Figura 3) [20] i a l'estat espanyol la incidéncia anual és de 7-13 nous casos

diagnosticats per cada 100.000 habitants (Societat Espanyola de Ginecologia Oncolodgica,

SEGO) [15]. Malgrat I'elevada incidéncia, la patologia endometrial presenta una baixa mortalitat

(18.62% dels casos), principalment a causa de la seva deteccid precog, que en molts casos ve

associada a metrorragia i al fet que s’origina en la cavitat del cos uteri, amb la qual cosa el

carcinoma queda delimitat per un receptacle de facil extraccié quirargica per histerectomia [10].

L’edat més freqlent d’aparicié del carcinoma endometrial és als 61 anys, la majoria de dones

sén diagnosticades entre els 50-60 anys [21] i només un 20% dels casos es diagnostiquen en

la premenopausa, essent excepcionals abans dels 40 anys [22].
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Figura 3. Taxa

incidéncia anual

de diferents tipus de carcinomes

seleccionats per sexe als Estats Units, periode 1975 to 2004 [10].

El 97% de tots els cancers uterins s’originen a partir de les glandules de I'endometri, rad per la

qual s’anomena carcinoma [23].
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2.1.1. Factors de risc

L’etiologia del carcinoma endometrial no és del tot clara. Fins ara se sap que el carcinoma
endometrial de tipus | o endometrioide, el més comu dels carcinomes endometrials, té el seu
origen en la proliferacié anormal de les cél-lules de I'epiteli columnar de les glandules, com a
resposta a una estimulacio estrogénica excessiva. Aixi dons, es dedueix que un dels principals
factors causants d’aquesta patologia és una descompensacié dels nivells d’estrdgens, que
estimulen de manera excessiva I'endometri tot provocant una hiperplasia que pot

desencadenar una proliferacié tumoral [23].

S’han identificat multiples factors de risc de cancer endometrial. MacMahon [24] els divideix en
tres categories: a) variants de I'anatomia o fisiologia normals (inclou I'obesitat, la nuliparitat, i la
menopausa tardana); b) anormalitat o malaltia franca (inclou diabetis mellitus i hipertensio
arterial (HTA)), i c) exposicié a carcindgens externs (poden incloure’s farmacs com el tamoxifé i
la terapia hormonal substitutiva basada en estrogens sense oposicio amb progestagens). Molts
d’aquests factors, inclus inclosos en categories diferents, tenen en comu la produccié d’'un

augment d’estimulacié hormonal de tipus estrogénic.
A continuacié s’enumeren els factors més importants i de major rellevancia clinica:

e Raga: la incidéncia del cancer endometrial en dones de raga blanca és dues vegades la
incidéncia en dones afroamericanes [25,26]. Mirant estadi per estadi, les dones afroamericanes
tenen pitjor pronostic. No és clar si aquesta desavantatge en la supervivéncia de les dones
afroamericanes esta relacionada amb I'agressivitat del tumor, I'efectivitat del tractament o

variacions bioldgiques propies de la racga.

o Historia familiar: en petits estudis en els quals s’ha avaluat I'associacié o agrupacié de
cancers dintre d’'una familia s’ha trobat un increment del risc de patir cancer endometrial en
aquelles dones amb important historia familiar de neoplasies. Alguns autors han descrit un
increment del risc, amb xifres properes al 50%, per a les pacients amb historia familiar de
cancer endometrial [27]. Particularment, la historia familiar sembla estar associada amb un

maijor risc en dones joves, d’edat inferior als 50 anys [28].

Per altra banda, molts dels carcinomes endometrials hereditaris es donen en families amb
cancer colorectal no poliploide hereditari (HNPCC) o sindrome de Lynch Il [29]. S’ha trobat que
el cancer d’endometri és el segon cancer més frequent en dones que presenten mutacions en
els gens de I'HNPCC, gens relacionats amb la correccié d’aparellaments erronis del DNA
(MMR) amb una afectacié de més del 40% dels casos [30,31].

e Factors menstruals: molts estudis han relacionat una edat preco¢ de la menarquia
(generalment definida com aquella que apareix abans dels 11 anys) amb un increment del risc
de cancer endometrial d’entre 1,5 i 4 vegades superior al de la poblacié general [32,33]. Aquest
efecte és major en les neoplasies endometrials que afecten a dones premenopausiques.
També s’ha descrit una associacié entre cancer endometrial i menopausa tardana [34,35].

Ambdos factors reproductius, menarquia preco¢ i menopausa tardana, son factors de risc ja
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que comporten una exposicié més llarga de 'endometri a I'accié dels estrdgens durant I'edat
reproductiva de la dona. Altres factors com els trastorns menstruals, menorragies i sindrome
premenstrual s’han relacionat també amb un increment del risc de sofrir cancer endometrial
[36].

e Factors reproductius: inicialment es va observar a Anglaterra i Gal-les que dones
solteres o nul-lipares tenien una major taxa de mort per cancers de cos uteri que aquelles amb
una taxa important de paritat [28,33,35,37]. L’explicaci6 a aquest fet es donava en que la
nul-liparitat impedeix la interrupcié temporal de la sintesi d’estrogens i augmenta la sintesi de
progesterona [38]. Altres estudis publicats que també han relacionat la nul-liparitat amb un
increment del risc ho atribueixen a I'anovulacié relacionada amb la infertilitat [39]. L’anovulacié
(la manca d’ovulacid) comporta que I'endometri estigui menys exposat a l'efecte de la
progesterona, que interromp la proliferacié de 'endometri; per tant, histologicament I'endometri
roman en I'etapa proliferativa del cicle menstrual; etapa on hi ha els maxims nivells d’estrogens
(sindrome d’Stein-Leventhal) [33].

e Factors hormonals: la majoria de condicions conegudes que tenen influéncia en el
cancer d’endometri estan relacionades directa o indirectament amb les hormones, en particular
els estrogens. Estimulen la proliferacié endometrial i, sense oposicié amb progestagens, poden

generar hiperplasia endometrial i cancer.

- Estrogens endogens: Una elevada taxa d'estrogens enddgens suposa un risc incrementat de

cancer endometrial. L’associacié del cancer d’endometri amb la sindrome de Stein-Leventhal
es deu als alts nivells d’estrogens endogens que existeixen en aquesta condicié [40], i és
similar al que es doéna amb l'associacid que existeix amb els tumors ovarics productors
d’estrogens. Aquesta associacié sembla observar-se sobretot en els casos d’adenocarcinoma

endometrial que esdevenen en dones premenopausiques.

- Tractament hormonal substitutiu: la important associacié entre tractament hormonal substitutiu

(THS) basada en estrogens i utilitzat per suplir el decrement hormonal que comporta la
menopausa [41,42] i el desenvolupament de cancer endometrial va quedar demostrada a finals
dels anys setanta i es va confirmar per la disminucio de la incidéncia de la malaltia en els ultims
trenta anys [24,43]. S’ha demostrat que les dones que utilitzen estrogens no oposats per un
temps superior a dos anys, tenen un increment de dos a dotze vegades del risc de patir cancer
endometrial, mentre que aquelles que reben progestagens en oposicié no tenen aquest risc
[44]. Brinton i Hoover [45] afegien que els tumors associats al tractament amb estrogens son,

generalment, de baix grau i estadi i sorgeixen com a hiperplasies.

- Contraceptius orals: els factors que disminueixen I'exposicié del teixit endometrial als

estrogens no balancejats redueixen el risc de cancer, com I'is d’anticonceptius hormonals [46]
o I'habit tabaquic. Alguns estudis han mostrat que el consum d’anticonceptius orals combinats
(estrogen més progestagen) durant almenys un any redueix el risc de cancer endometrial en un

50%, i que la proteccid persisteix almenys 15 anys després de I'abandé dels mateixos [47,48],
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[38,49]. La proteccié és més accentuada per a dones de baixa paritat, les quals tenen un risc

major de patir la malaltia. L’efecte protector sembla no dependre de la dosi de gestagen.

- Tamoxife: és una molécula sintética no esteroide que competeix amb els estrogens a nivell
dels seus receptors i es considera un modulador selectiu dels receptors d’estrogens. Produeix
un efecte antiestrogénic estimulant la proliferaci6 endometrial. Es la base del tractament
adjuvant en el cancer de mama. S’han descrit molts casos de carcinoma endometrial en
pacients que rebien aquest farmac per un antecedent de neoplasia mamaria [42,50,51,52,53] la
majoria en estadi | de la classificacio de la Federacio Internacional de Ginecologia i Obstetricia
(FIGO). El 30% de les pacients post-menopausiques en ftractament amb tamoxifé tenen
simptomes derivats del seu Us i la metrorragia és el més freqliient [54,55]. El risc incrementat de
patir cancer endometrial s’associa a la durada del tractament, a I'antecedent d’haver rebut THS
i a l'obesitat. Tot i que la majoria de carcinomes induits per tamoxifé son de tipus
endometrioide, de baix grau i estadi [54,55,56,57] també s’ha descrit que existeixen
adenocarcinomes endometrioides d'alt grau, carcinomes serosos, sarcomes de l'estroma
endometrial i carcinosarcomes que tenien pitjor prondstic que aquells trobats en pacients no

usuaries de tamoxife [42,58,59].

e Massa corporal i dieta: obesitat i sobrepés han estat sempre relacionades amb un
augment del risc de desenvolupar carcinoma endometrial [35,60,61,62,63,64]. De fet un estudi
prospectiu recent parla que prop del 70% de les dones amb cancer d’endometri inicial sén
obeses [65].

L’efecte de I'obesitat sobre 'endometri es relaciona amb I'augment de la conversié periférica a
estrogens que existeix en aquestes pacients. La androstenediona es transforma en estrona en
l'adipocit i, una vegada més, l'efecte subjacent sembla ser I'estimulacié estrogénica sense
oposicid. Altres estudis refereixen que I'associacié entre un gran IMC i cancer endometrial és
certa en dones post-menopausiques, perd que no ha d’aplicar-se estrictament en dones joves.

Un altre element important a tenir en compte en la etiopatogénia és la dieta rica en grasses
animals, frequient en el mén occidental [66]. Encara que existeixen evidéncies que la ingestid
de lipids i proteines animals incrementa el risc de cancer endometrial [67,68,69,70], i que les
fruites, els vegetals i les fibres disminueixen aquest risc, el paper exacte de la dieta no esta
clar. Estudis epidemiologics i dades experimentals suggereixen que el consum d’aliments amb
contingut de soja poden protegir de malalties cardiovasculars i disminuir el risc de cancer de
mama, prostata i endometri [71]. La soja i derivats alliberen elevades dosis d’isoflavones.
Aquestes tenen propietats similars als moduladors dels receptors d’estrogens. En els ultims
anys se’ls ha donat forga atencié com a alternativa a la terapia hormonal convencional que es
dona a les dones post-menopausiques [72]. Altres factors dietétics que poden disminuir el risc
de desenvolupar cancer d’endometri sén el consum de fibra crua, polisacarids (no incloent el

midd), vitamina A i possiblement vitamina C.

e Diabetis i hipertensio arterial (HTA): la diabetis mellitus és un altre factor molt relacionat

amb el cancer endometrial [33,73,74], aixi com la HTA [75]. Una explicacié d’aquesta
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associacio és que ambdues situacions poden associar-se amb freqiéncia a obesitat [76]. No
queda clar el paper de la diabetis quan es diferencia entre el tipus 1 (insulina depenent) i el
tipus 2 (no insulina depenent). No obstant, alguns autors suggereixen que el risc és major per a
la diabetis que esdevé en I'edat adulta (generalment la tipus 2) [74]. Les conclusions que es
postulen és que 'associacié de la diabetis amb |la neoplasia endometrial pot deure’s als elevats
nivells d’estrogens existents, a la hiperinsulinémia i als elevats nivells de insulin-like growth
factor-I (IGF-1) existents [74].

e Tabac: nombrosos estudis han associat el consum de cigarrets amb una disminuci6 del
risc de adenocarcinoma endometrial [77,78], si bé aquesta associaciéo sembla més determinant
en dones post-menopausiques. L’efecte protector es deuria a I'accié antiestrogénica del tabac.
Un altre factor a tenir en compte és que les pacients fumadores tenen una menopausa més
preco¢, amb major associacié a osteoporosis i fractures, la qual cosa és indicatiu del baix nivell
d’estrogens existent en aquestes pacients. [79]

e Alcohol i exercici: el consum elevat d’alcohol s’associa a increments dels nivells
d’estrogens, pero la majoria d’estudis no mostren associacio amb el cancer d’endometri, encara
que en alguns es comenta un possible efecte protector [35,80]. D’altra banda, la relacid
tancada existent entre dieta, activitat fisica i massa corporal dificulta la cerca entre ells de riscos
independents per al cancer endometrial. [81]

2.2. Presentacio clinica i diagnostic del carcinoma endometrial

La manifestacié clinica més freqlent del cancer d’endometri és la metrorragia. Aquest
simptoma sol ser de presentacio inicial i es detecta com una metrorragia post-menopausica o
bé com una hipermenorrea o pérdua interciclica en la pacient premenopausica. Les dones
post-menopausiques que presentin aquesta simptomatologia han de ser avaluades per a
descartar la preséncia de cancer endometrial, tot i que aproximadament només un 30% dels
casos esdevenen neoplasies genitals malignes [82]. Poden presentar-se altres manifestacions
cliniques, perd solen tenir relaci6 amb la pérdua hematica. El dolor no és un simptoma
constant. En les pacients joves ha de tenir-se un alt grau de sospita per a arribar al diagnostic i
haura d’efectuar-se una bidopsia per a estudi. Haurien de tenir-se en compte els esmentats
factors de risc.

2.2.1. Tecniques de diagnostic emprades en la deteccié del carcinoma endometrial
¢ Citologia cervicovaginal

Fins al moment no hi ha cap metode diagnostic que pugui ser usat com a cribatge per a

detectar les pacients amb cancer endometrial en estadis més primerencs. Habitualment
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s’apliquen els procediments diagnostics quan apareixen simptomes sospitosos de patologia
endometrial o si la pacient presenta factors de risc importants. No obstant aixo, s’havien buscat
métodes de cribatge que fossin efectius per al diagnostic precog del cancer endometrial, com la
citologia. La citologia no és una prova especifica de diagnostic, si bé un 50% de les pacients
afectes poden tenir frotis alterats amb preséncia de cél-lules malignes. Aixo s’explica perqué la
presa no es realitza directament de la lesié. Quan la presa es realitza dintre de la cavitat
endometrial es troben cél-lules malignes amb més frequéncia. Encara que sigui d’escassa
utilitat com a metode d’exploracio, la citologia cervicovaginal pot donar proves indirectes de la

patologia endometrial [83].

e Biopsia endometrial

Existeixen diverses possibilitats a I'hora d’efectuar el diagnostic histologic: biopsia dirigida amb
control histeroscopic sobre el teixit patologic (métode d’eleccio) i bidpsia per aspiracio (canula
de Cournier) amb una sensibilitat propera al 90%. Normalment, ambdues técniques poden
efectuar-se de forma ambulatoria i sense necessitat d’anestésia. En cas de dificultats técniques
o quan I'exploracié resulta dolorosa es procedeix en quirdfan a practicar una histeroscopia amb

biopsia i/o raspat.
e Histeroscopia

La histeroscopia és una técnica molt potent de diagnostic que permet la valoracié de la cavitat
endometrial, del canal endocervical i la presa dirigida de la bidpsia gracies a I'0ptica de I'aparell
que proporciona el visionat d’aquesta cavitat a temps real. Els rols potencials de la
histeroscopia sén: un acurat diagnostic de la malignitat de les lesions endometrials i la
determinacié de l'origen de la lesid i la identificacid de la possible extensié de la patologia
endometrial cap al cervix. A més, la técnica, acompanyada d’una bidpsia endometrial, permet
una especificitat de diagnostic del 100%. La histeroscopia també pot ser utilitzada de forma
ambulatoria. Aquest conjunt de caracteristiques converteixen la histeroscopia en la principal

eina de diagnostic del carcinoma endometrial [84,85].

e Avaluacié de 'endometri per ultrasons

Aquesta tecnica ha experimentat un notable desenvolupament en els darrers anys. Consisteix
en l'us d'ultrasons per via vaginal per tal d’avaluar I'endometri, aconseguint millorar
notablement els resultats del métode. En general s’accepta que un gruix endometrial menor o
igual a 4 mm representa un risc molt baix de tenir la patologia endometrial. Tanmateix, quan la
mesura no sobrepassa els 4 mm, existeix patologia endometrial en I'1% de les pacients [86].
Com a part de l'estudi ultrasonic, cada vegada s'utilitza més la valoracié del flux sanguini
endometrial per ecoDoppler. Les arteries radials i espirals internes son poc perceptibles en el
miometri de dones postmenopausiques, perd poden esdevenir prominents per ecoDoppler
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transvaginal, en pacients portadores de hiperplasia o carcinoma, per tant els indexs de
resisténcia baixos signifiquen un major gruix arterial i per tant s’associen a un major risc de

neoplasia [87].
e Ressonancia magnética i tomografia axial computerizada (TAC)

S’ha observat en [l'actualitat una bona correlacié entre la invasié miometrial i/o cervical
estudiades per ressonancia magnética pelvica-abdominal i la histologia. Com pauta general pot
dir-se que aquelles pacients amb afectacié cervical en 'examen clinic o amb resultats positius o
no concloents del raspat endocervical han de ser estudiades amb ressonancia magnética i
ecografia perqué esta demostrat que poden valorar I'extensié de I'afectacié cervical. EI TAC
resulta de major utilitat per a I'estudi de les adenomegalies retroperitoneals, aixi com per a
estudiar visceres intraabdominals susceptibles de tenir metastasis o quan existeix ascitis.

e Marcadors tumorals

En determinats subtipus histologics, serés-papil-lar i de cél-lula clara, pot ser util la determinacié
de marcadors tumorals sobretot en estadis avancgats. El monitoratge del marcador tumoral pot
servir com indicador de recurréncies. També s'utilitzen altres procediments en el procés
diagnostic de la malaltia, perd el seu valor radica més en l'estadificacié i planificacié del
tractament que per a ser usats com a métodes diagnostic de neoplasia.

2.3. Lesions precursores del carcinoma endometrial

El carcinoma endometrial és un tipus de carcinoma amb una tumorogénesi complexa ja que pot
originar-se en un endometri normal, en un endometri atrofic o en un endometri amb hiperplasia
(lesié premaligna). Diversos estudis suggereixen almenys dos mecanismes relacionats amb
l'aparici6 de la carcinogénesi endometrial. En moltes pacients existeix una historia de
sobreexposicié a estrogens; en aquestes pacients els tumors comencen com una hiperplasia
endometrial i progressen a carcinoma [5]. En altres dones, el carcinoma apareix
espontaniament sobre un endometri atrofic, sense una relacid clara amb la transicid
d’hiperplasia a carcinoma. El coneixement actual que no tots els carcinomes endometrials
deriven d’hiperplasia i que no totes les hiperplasies progressen a neoplasia origina noves
perspectives en l'estudi d’aquesta patologia. No obstant aixd, la hiperplasia endometrial

continua essent considerada com un important precursor del carcinoma endometrial.

El concepte d’hiperplasia endometrial implica la preséncia d’'una proliferacié anormal de
I'endometri, tant del component estromal com del glandular, encara que el que predomina és
clarament aquest ultim. L’estudi histologic de la hiperplasia en permet el diagnostic i la
classificacio, que es basa en la complexitat arquitectural de la proliferacié endometrial i la
preséncia o abséncia d’atipies. L’estudi del patré arquitectural diferencia dos grans grups:
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hiperplasia simple i hiperplasia complexa. A aquesta classificacié cal afegir-li un segon criteri

morfologic que determina la preséncia o abséncia d’atipia.

2.3.1. Hiperplasies sense atipia

Les hiperplasies sense atipia son resultat de la resposta exagerada a l'estimul estrogénic,
'endometri respon de manera difusa amb un augment equilibrat de glandules i estroma. En la
hiperplasia simple 'endometri és més gruixut que en condicions normals amb glandules més
dilatades i agrupades i amb majors invaginacions i projeccions. L’estroma presenta una densitat
cel-lular més gran que habitualment i algunes cél-lules espumoses, perd és escas en relacio a
la superficie ocupada per les glandules. En la hiperplasia complexa les glandules presenten
una arquitectura més complexa, amb una disposicié d’esquena contra esquena (back to back) i
per laltra I'aparicié6 de papil-les intraluminals. Es freqiient la pseudoestratificaci, amb una
estructura de dues a quatre capes cel-lulars.

2.3.2. Hiperplasies amb atipia

La principal caracteristica que la diferencia de I'hiperplasia sense atipia és la preséncia
d’'atipies citologiques a les glandules endometrials. Pot trobar-se associada a un patrd
d’hiperplasia simple tot i que habitualment I'arquitectura histoldgica és complexa. Les cél-lules
atipiques que tamisen les glandules endometrials sén més grans, presenten hipercromatisme
nuclear, tenen un nucli irregular quant a la mida i a la forma, llur membrana nuclear és més
gruixuda i presenten acumulacions de cromatina [18]. D’aquesta manera la classificacid
histologica de la hiperplasia acceptada per I'O.M.S. distingeix quatre categories: 1) hiperplasia
simple sense atipia (HS), 2) hiperplasia simple amb atipia (HSA), 3) hiperplasia complexa
sense atipia (HC), 4) hiperplasia complexa amb atipia (HCA) [88]. El risc de progressio fins a
neoplasia endometrial de cadascuna de les hiperplasies és diferent (Taula 1). Tant la
hiperplasia simple com la complexa, sense presencia d’atipia, normalment reverteixen si es
retira 'excés exogen d’estrogens. A més, només un 1% d’hiperplasies simples i menys d’'un 2%
de les complexes progressen fins a carcinoma. La mitjana de progressié a carcinoma en
aquests casos és de més de 10 anys. Per altra banda la progressié de les hiperplasies amb
atipia a carcinoma és molt major, i arriba a un 23% dels casos amb una mitjana de duracié de 4

anys [2].
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ESTUDI DE PROGRESSIO DE LES HIPERPLASIES ENDOMETRIALS

PATOLOGIA REGRESSIONS PERSISTENCIA PROGRESSIO A CARCINOMA

HS 80% 19% 1%
HC 80% 17% 3%
HSA 69% 23% 8%
HCA 57% 14% 29%

Taula 1. Comparacio de I'evolucié de les diferents hiperplasies endometrials [2]

La hiperplasia endometrial majoritariament es diagnostica clinicament per un sagnat uteri. No
obstant, la incidéncia d’hiperplasies diagnosticades de pacients amb hemorragia uterina és d’'un
15% [89]. La coexisténcia d’hiperplasia endometrial i carcinoma és un fet conegut.
Ocasionalment, per0, pot ser dificil diferenciar entre la hiperplasia amb atipia i el carcinoma
endometrial per les marcades distorsions arquitecturals i la seva semblanga. Aquestes
dificultats sén especialment rellevants quan el teixit d’estudi procedeix d’una bidopsia amb poca
representativitat. Els estudis en desenvolupament de la patologia molecular mostren que la
hiperplasia atipica amb risc d’evolucionar a neoplasia presenta moltes de les alteracions
descrites en la tumorogénesi endometrial: acumulacié d’alteracions epigenétiques de
determinats oncodgens, en determinats supressors tumorals i en gens implicats en la reparacio
del DNA. EI millor coneixement d’aquests factors permetra diferenciar de forma més precisa les

lesions preneoplasiques d’aquelles sense risc de progressié a neoplasia.

2.4 Anatomia patologica del carcinoma endometrial

El cancer d’endometri pot presentar-se com lesié focal de grandaria variable i que assenta
sobre un polip endometrial, o de forma difusa, afectant arees diferents o la totalitat de la
superficie endometrial. Pot originar-se arreu de I'iter, pero la majoria (90%) ho fa en el cos i la
resta en el segment inferior uteri. Sovint I'Uter esta augmentat de grandaria, perd no és
excepcional que les dimensions siguin normals per a lI'edat. Quan només esta afectada una
cara, és més frequent que sigui la posterior. Freqlientment es presenta com una massa
disgregable de coloracio grisenca i focalment ulcerada en la seva superficie. Quan el tumor
arriba a un gran volum i es projecta en l'interior de la cavitat, existeix una major probabilitat

d’invasié miometrial.

Localment s’estén cap al miometri, amb invasié en profunditat del mateix i podent arribar fins i
tot a la serosa uterina, o cap al cervix, amb afectacié unicament de la mucosa endocervical o
també de I'estroma. En fases avangades pot envair trompes, vagina, ovaris i cavitat peritoneal.
La malaltia detectada en les superficies peritoneals pot ser deguda a extensié directa si el
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tumor infiltra la totalitat del miometri o per alliberament i implantacié de cél-lules dintre de la
cavitat abdominal. Les cél-lules procedents de tumors intrauterins poden discorrer per les
trompes de Falopi tenint accés directe al peritoneu, si bé es desconeix amb exactitud la seva
capacitat d’'oncogénesi. El carcinoma d’endometri també presenta capacitat de disseminacio
limfatica i vascular. L’embolitzaci6 tumoral a través dels espais linfovasculars causa
disseminacié als ganglis limfatics retroperitoneals o a organs distals com pulmé, fetge, os i
cervell [90]. Tot aixd ve recollit en I'estratificacié quirargica de la Federacié Internacional de

Ginecologia i Obstetricia (F.I.G.O.), que defineix els diferents estadis de la malaltia.

2.4.1. Classificacio del carcinoma endometrial

Els principals parametres anatomopatologics que defineixen el carcinoma endometrial
permeten la seva classificacio en dos gran grups: segons la dependéncia hormonal a estrogens
i segons la histologia en funcié del tipus cel-lular (F.1.G.O., Organitzaci6 Mundial de la Salut
(O.M.S))).

2.4.1.2. Classificacio del carcinoma endometrial segons la dependéncia hormonal

L’any 1983 Bokhman proposa la diferenciacié del carcinoma endometrial en dos tipus
etiopatogénics segons les diferéncies que es troben en la seva epidemiologia, presentacié i
comportament [3,91,16] (Taula 2):

a) carcinoma endometrial endometrioide (EEC) o de tipus I: és un tipus d’adenocarcinoma
endometrial amb una incidéncia proxima al 80%. Generalment ben diferenciat, s’origina en
dones perimenopausiques i amb tendéncia a ser de baix grau. Aquest tipus de carcinoma és
hormonodependent i normalment va precedit d’'una hiperplasia simple i complexa, tot fent que
els factors relacionats amb la hiperplasia esdevinguin rellevants per a I'epidemiologia del
carcinoma endometrial. Es caracteritzen per un pronostic favorable. Inclou els subtipus

histologic endometrioide i mucinds.

b) carcinoma endometrial no-endometrioide o de tipus Il: esta pitjor diferenciat, es produeix
en dones d’edat avangada, generalment és més agressiu (alt grau), presenta receptors
esteroidals negatius i agrupa la resta de tipus histologics (el carcinoma papil-lar serés, el de
ceélllules clares i l'adenoescamés en son els tipus principals) [92]. El carcinoma no-
endometrioide és menys frequent, no és hormonodepenent ni esta precedit per lesions
preneoplasiques precursores, presenta major propensio a la disseminacié primerenca i mal

pronostic [93].
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Taula 2: Tipus cancer endometrial [3]

Tipus | Tipus Il
Edat Pre- i perimenopausiques | Postmenopausiques
Estrogens Presents Absents
Hiperplasia Present Absent
Grau Baix Alt
Invasiéo miometrial | Minima Profunda
Tipus histologic Endometrioide No-endometrioide
Comportament Estable Progressiu

Per aixd, basant-se en les caracteristiques clinico-patoldogiques i moleculars es parla d’un
model genétic dualistic que explicaria els diferents tipus de carcinomes endometrials [94].

2.4.1.2. Classificacio del carcinoma endometrial segons el tipus histologic

La classificacié histopatologica del carcinoma endometrial proposada per I'International Society
of Gynecological Pathology (1.S.G.Y.P.), amb [l'aprovaci6 de I'O.M.S., es basa en la
diferenciacio dels tipus histoldgics en funcié del tipus cel-lular present a I'area tumoral (Taula 3)

[4].

CLASSIFICACIO HISTOPATOLOGICA DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL

Carcinoma endometrioide
Carcinoma serés

Carcinoma de cél-lules clares
Carcinoma mucinos
Carcinoma escamos
Carcinoma transicional
Carcinoma indiferenciat

Carcinoma de tipus mixt

Taula 3. Classificacié histologica del carcinoma en funcié del tipus cel-lular [4]

1. Carcinoma endometrioide: Es la forma més comu de cancer endometrial, representant
prop del 80-85% de tots els casos [92]. Aquest tipus histologic ha estat el punt de partida

d’aquesta tesi, és per aixd que sera explicat amb més detall més endavant.

2. Carcinoma serés: Aquesta neoplasia mostra una gran diversitat en les seves
caracteristiques arquitecturals i citoldogiques. Encara que tipicament predomina un patré
papil-lar, també es poden veure patrons glandulars i solids. Va ser caracteritzat com a tumor
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endometrial als anys 80 [95,96] ja que fins aleshores era reconegut com a tumor ovaric. El
carcinoma serés és el seglent en incidéncia malgrat que en la literatura el percentatge oscil-la
entre el 3 i el 10% a causa de la dificultat per distingir aquest carcinoma de les altres variants
papil-lars de carcinoma endometrial. Malgrat tenir una incidéncia més baixa que
'endometrioide, aquest tipus de carcinoma és responsable d’'un 25% de totes les morts per
carcinoma endometrial. La lesié que precedeix a aquest tipus histologic és el carcinoma
endometrial serds intraepitelial, també anomenat carcinoma endometrial in situ o carcinoma
seros de superficie [97,98,99,100]. Aquesta lesié es caracteritza per la substitucié no invasiva
de la superficie endometrial benigna (habitualment atrofica) i de I'epiteli glandular per cél-lules
altament malignes que s’assemblen a les ceéllules del carcinoma serdés invasiu
[97,101,98,99,102,100].

Aquest tipus de tumor té tendéncia a desenvolupar invasié miometrial profunda i estendre’s fins
a ganglis limfatics, i habitualment les pacients s6n diagnosticades quan ja hi ha hagut la
disseminacio extrauterina. De totes maneres, encara que no hi hagi invasié profunda, el resultat

final no és esperancgador.

3. Carcinoma de cél-lules clares: la prevalenga del carcinoma de cél-lula clara varia entre el
1-5% en la majoria de les séries. Conjuntament amb el carcinoma serés encapgalen el grup de
carcinomes independents d’estrogens o de tipus Il. Frequentment envaeix el miometri en
profunditat. El carcinoma de cél-lula clara pot trobar-se amb patrons diferents: solid, papil‘lar,
tubular, quistic o una combinacié d’aquests [103]. El carcinoma de cél-lules clares no presenta
un gruix distintiu i es caracteritza a nivell microscopic per patrons de cél-lules amb un
citoplasma clar destacat, patrons papil-lars i patrons solids [6]. De la mateixa manera que el
carcinoma serés, les pacients amb adenocarcinoma de cél-lula clara sén diagnosticades en
estadis avangats, és per aixd que el pronostic és desfavorable [104,105,106,107]. De totes
maneres, quan el carcinoma de cél-lula clara esta limitat al cos uteri presenta millor pronostic

que el carcinoma seros en el mateix estadi.

4. Carcinoma mucinés: és un tipus de carcinoma endometrial poc freqiient i amb aparenca
similar al carcinoma mucinds d’endoceérvix. Encara que esta present com component focal fins
en un 42% dels carcinomes endometrioides, representa la poblacié cel-lular dominant en
només un 1-9% dels casos [108,109]. Es caracteritza per presentar cel-lules columnars amb un
citoplasma ric en mucina d’un to pal-lid [6]. A igualtat d’estadi, grau de diferenciacio i profunditat
d’'invasié miometrial, els tumors mucinosos i els carcinomes endometrioides es comporten de
forma similar. Tendeixen a ésser de baix grau i minimament invasius, pel que com a grup tenen

un excel-lent pronostic [90].

5. Carcinoma escamés: presenta una incidéncia del 0,25-0,5% dels carcinomes endometrials.
Aquest tipus de tumors acostumen a estar ben diferenciats i associats a una abundant
produccié de queratina [110]. El tumor macroscopicament presenta una aparenca blanca

uniforme, normalment es troba associat amb una abundant produccié de queratina [6]. El
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pronostic de la majoria de carcinomes escamosos és bastant pobre, tot i que existeix alguna

variant amb millor pronostic.

6. Carcinoma transicional: és un tipus histologic minoritari, se n’han descrit molt pocs casos.
Un tumor primari i pur de carcinoma transicional és molt estrany, ja que normalment el
carcinoma transicional esta associat a un carcinoma d’un altre tipus cel-lular, tot desplagant
aquest tipus de carcinoma a la categoria dels mixts [111]. Aquest tipus de carcinoma presenta
focus papil-lars formats per cél-lules amb morfologia transicional, les quals presenten un

destacable nucli longitudinal [6].

7. Carcinoma indiferenciat: sén aquells tipus de tumors que els manca diferenciacié i no
poden incloure’s en cap dels tipus anteriors. La proporcié d’aquest tipus de carcinoma és de
I'1,5% dels carcinomes endometrials [112]. Les cél-lules tumorals presenten un citoplasma
apreciable i un nucli gran amb un nucléol prominent [6]. Globalment, la supervivéncia del
carcinoma indiferenciat a 5 i 10 anys és del 50%, similar a la dels carcinomes endometrioides
grau 3 [90].

8. Carcinoma de tipus mixt: és un tipus de tumor que esta compost d’'una mescla de
carcinoma tipus | (carcinoma endometrioide, incloent les diferents variants, o carcinoma
mucinés) i de carcinoma tipus Il (seré6s o de cellula clara), on el tipus minoritari ha de
comprendre almenys un 10% del volum total del tumor. Normalment es classifica segons el
component majoritari pero cal citar el minoritari a I'informe patologic per la possible significacio
pronostica (I.S.G.Y.P.) [6,113].

2.4.2. Carcinoma endometrioide

Com ja s’ha mencionat anteriorment és la forma més comuna de cancer endometrial,
representant prop del 80-85% de tots els casos. Els tumors d’aquesta categoria, per definicid,
no han de contenir arees majors del 10% de diferenciacié escamosa, serosa, mucinosa o de
cellula clara. Solen presentar-se en la sisena década de la vida, perd poden diagnosticar-se
des de la segona a la vuitena década [114]. La majoria de les pacients sén peri-menopausiques
0 menopausiques, si bé un 20% dels casos esdevenen abans de la menopausa [115]. La
manifestacio inicial sol ser el sagnat vaginal anormal, encara que en ocasions la pacient esta
asimptomatica i el diagnostic es realitza en el context d’'un examen ginecoldgic de control amb

una ecografia sospitosa que obliga a un estudi endometrial.

El carcinoma endometrioide es troba freqlientment precedit per hiperplasia. Recentment s’ha
descrit una alta relaci6, inclus compartint alteracions genétiques comunes, entre el carcinoma

endometrioide i la hiperplasia endometrial, concretament la de tipus atipica [116].

Una de les caracteristiques més importants del carcinoma endometrioide és la seva
dependéncia hormonal dels estrdgens, cosa que el classifica com a carcinoma endometrial de
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tipus | [3]. L'l.S.G.Y.P./JO.M.S. proposa una diferenciacié del carcinoma endometrioide en cinc

subtipus histologics principals (Taula 4):

CLASSIFICACIO HISTOPATOLOGICA DEL CARCINOMA ENDOMETRIOIDE

Carcinoma endometrioide tipic

Carcinoma endometrioide amb diferenciacié escamosa
Carcinoma endometrioide secretor

Carcinoma endometrioide villoglandular

Carcinoma endometrioide amb cél-lules ciliades

Taula 4. Classificacié en funci6 del subtipus histologics de 'EEC (I.S.G.Y.P.).

1. Carcinoma endometrioide tipic: correspon al tipus histoldogic majoritari. Macroscopicament
el carcinoma endometrioide tipic presenta la superficie pal-lida, brillant i focalment hemorragica.
Pot ser focal o difus i pot estar format per masses poliploides separades. La necrosi
normalment no és evident de forma macroscopica pero pot ser vista en tumors mal diferenciats.
La invasié del miometri és minima perd es pot veure com un teixit gris ben demarcat o com a
noduls blancs, multiples, amb arees grogues de necrosi. L’extensio al cérvix és frequent.
L’aparenga microscopica del tumor esta determinada pel grau de diferenciacié del tumor que es
basa en el patré arquitectural i les caracteristiques nuclears. El tumor presenta formacions
glandulars generalment amb la vora luminal regular, amb cél-lules cilindriques de citoplasma

dens i estratificacié nuclear [16].

2. Carcinoma endometrioide amb diferenciacié escatosa: entre un 20-50% dels
adenocarcinomes contenen quantitats variables d’epiteli neoplasic amb diferenciacié escatosa.
Tot i que la distincié entre adenocarcinoma endometrioide amb o sense diferenciacié escatosa
no és clinicament important, el diagnostic de diferenciacié escatosa és essencial per que els
elements escatosos no poden considerar-se com a part del component solid del tumor, fet que
augmentaria el grau de I'adenocarcinoma. Cél-lules escatoses immadures formen la classica

morula que s’observa en aquest tipus histologic de carcinoma [117].

3. Carcinoma endometrioide secretor: tipus poc comu que es caracteritza per estar compost
per céllules amb vacuoles citoplasmatiques subnuclears o supranuclears que contenen
glicogen i que s’assemblen a I'endometri secretor [118]. Es un patrd rar que representa només
I'1-2% dels carcinomes endometrials.

4. Carcinoma endometrioide villoglandular: representa el 10% dels carcinomes
endometrioides i es caracteritza per la preséncia de papil-les digiformes que presenten nuclis
fibrovasculars. Els carcinomes villoglandulars generalment es comporten de manera semblant
als carcinomes endometrioides de baix grau, envaint rarament en profunditat o al cérvix, pel

que el seu pronostic és favorable [90].
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5. Carcinoma endometrioide amb cél-lules ciliades: tot i que ocasionalment és possible
observar ceél-lules ciliades en molts adenocarcinomes endometrioides, el diagnostic de la
variant amb cél-lules ciliades tant sols es dona quan aquest tipus cel-lular ocupa la majoria de
les glandules malignes. Es per aixd que, aquest tipus cel-lular és poc comu, representa un 8%
dels casos de EEC. Els estrogens indueixen la formacié de cilis en 'endometri normal, i el
carcinoma ciliat esta associat amb el tractament amb estrogens exdgens. Encara que alguns
carcinomes ciliats son moderadament diferenciats i envaeixen fins al ter¢ mig del miometri, no
s’han descrit casos de pacients que hagin desenvolupat recurréncies o hagin mort per la
malaltia [90].

2.5. Bases moleculars del cancer d’endometri

La patogénesi molecular del CE continua sent encara poc entesa. De totes formes, com en
d’altres malalties, com el cancer colorectal, es creu que la transicié d’endometri normal a
carcinoma implica I'acumulacié successiva d’alteracions en gens preferentment implicats en

proliferacioé cel-lular, inhibicié de I'apoptosi i angiogénesi [119].

2.5.1 Model dualistic del carcinoma endometrial

La tumorogénesi del carcinoma endometrial s’explica en base a dues rutes que estan
relacionades o no amb els nivells d’estrogens. Com ja ha estat mencionat anteriorment el
carcinoma endometrial endometrioide tipus | representa la majoria de casos (70-80%) de
cancer d’endometri, es déna en dones peri-menopausiques, expressen receptors d’estrogens i
progesterona, estan relacionats amb hiperplasia endometrial i presenten un bon pronostic. En
canvi, el carcinoma endometrial tipus Il, es déna en dones grans, és negatiu pel receptor

d’estrogens i progesterona, prové d’endometris atrofics i t& mal pronostic [5].

Aquest model dualistic de la tumorogénesi endometrial, basat en les hipotesis realitzades per
Bokhman [3], ha estat ampliat i confirmat en els Ultims anys amb les caracteristiques
genétiques que presenten, ja que el carcinoma endometrial endometrioide (tipus I) i el no-
endometrioide (tipus Il) presenten diferéncies respecte els canvis moleculars que s’esdevenen
(Figura 4).

Figura 4. Model dualistic de
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Aixi, tal com queda resumit en la seguent taula (Taula 5) els de tipus | presenten inestabilitat de
microsatel-lits (MSI) i mutacions de PTEN i K-ras. No tant freqientment poden presentar
mutacions de p53, pérdua d'expressié de p16 i amplificaci6 de her2/neu. En canvi, els
carcinomes endometrials no-endometrioides presenten elevada freqiiéncia en mutacié de p53,
alteracions en E-cadherina, amplificacioé de her2/neu i sovint pérdua d’expressio de p16; mentre
que no és tant habitual MSI i mutacions de PTEN i K-ras [5].

Carcinoma endometrial

Alteracions genétiques TIPUS | TIPUS I
Inestabilitat de microsatél-lits (MSI) 20-40% 0-5%
Mutacié p53 10-20% 90%
Inactivacié PTEN 35-50% 10%
Inactivacié p16™*2 10% 45%
Mutacié B-catenina 25-40% 0-3%
Alteracio E-cadherina 10-20% 80-90%
Mutacié K-ras 15-30% 0-5%
Amplificacié her2/neu 10-30% 80%

Taula 5. Principals alteracions genétiques proposades pel carcinoma
endometrial tenint en compte les dues vies de carcinogénesi descrites
[5,6,7]

2.5.2 Alteracions moleculars del carcinoma endometrial endometrioide

Inestabilitat de microsatél-lits (MSI)

Les sequéncies microsatéllit sén sequéncies curtes repetitives en tandem ampliament
distribuides en el genoma. La seqiieéncia més habitual és la repeticié del dinucleotid (CA), [120].
Degut a la seva estructura repetitiva els microsatel-lits son susceptibles de patir errors durant la
replicacié del DNA que resulten en 'acumulacié de mutacions. De totes maneres, les cél-lules
tenen mecanismes de reparacio del DNA per a corregir aquests errors. El sistema de reparacio
del DNA (MMR) té un paper important en mantenir I'estabilitat genética mitjangant la reparacié
dels errors comesos durant la replicacié del DNA, inhibint la recombinacié entre sequéncies no
identiques de DNA i participant en la resposta al dany del DNA. En els mamifers, els gens MMR
codifiquen per 9 proteines (MLH1, MLH3, PMS1, PMS2, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5 i MSH6)
que interactuen entre elles per a formar complexes i heterodimers que participen en diferents

funcions dels processos de reparacioé del DNA [121].
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Els defectes en el sistema MMR donen lloc al fenotip MSI, caracteritzat per I'acumulacio

progressiva de mutacions als microsatél-lits distribuits al llarg del genoma [122,120,123].

Tot i que inicialment I'MSI va ser descoberta en cancers de colon de pacients amb la sindrome
HNPCC o amb sindrome de Lynch més endavant també es va trobar en altres cancers
esporadics [124]. Com ja s’ha mencionat anteriorment, el carcinoma endometrial és la segona
malaltia diagnosticada en pacients amb HNPCC [125]. L'MSI s’ha trobat en el 70% dels
carcinomes endometrials associats al sindrome de Lynch i ho presenten el 20-30% dels
carcinomes endometrials [126,127,128,129]. Tanmateix, la frequiiéncia de mutacions dels gens
de reparacio de la replicacié en els carcinomes esporadics de colon, gastrics i endometrials
amb MSI és molt baixa [130,131], la qual cosa suggereix que hi ha implicat un altre mecanisme
d’inactivacié génica.

Recentment s’ha demostrat que la hipermetilacié del DNA pot ser un important mecanisme de
silenciacié génica en el desenvolupament i/o progressio tumoral [132]. La metilacié anormal de
les illes CpG en les regions promotores dels gens pot provocar inactivaciéo epigenética
progressiva de gens importants com ara gens d’inhibicié del creixement (supressors tumorals) o
de reparacié del DNA [133].

Les alteracions causades en el sistema MMR per la hipermetilacié del promotor de MLH71 déna
lloc a la pérdua d’expressié d’aquesta proteina, fet responsable del fenotip MSI de varis tumors
esporadics com el carcinoma endometrial [134,135] Alhora, la hipermetilacié del promotor de
MLH1 també s’ha detectat en hiperplasies endometrials i quasi exclusivament en hiperplasies
atipiques, de les quals moltes coexisteixen amb carcinomes [136]. Aquestes descobertes
suggereixen que la hipermetilacié de MLH1 podria ser un primer grao en la patogénesi del EEC
i previ a desenvolupar el fenotip MSI.

L’impacte clinic-patologic del MSI en el carcinoma endometrial esporadic és controvertit. La
correlacié entre grau histoldogic o supervivencia i MSI encara ara és incerta
[137,129,138,139,140]. Tot i que alguns escrits suggereixen una associacié entre alt grau
histologic i mal pronostic [137,129,139], altres investigadors han trobat que I'MSI no esta
associat ni amb les variables clinic-patologiques ni amb el pronostic [126,141,142]. De totes
maneres, dades recents suggereixen que MSI esta associat amb un pronostic favorable del
EEC [138,143,140].

Cancers amb MSI tenen una elevada taxa de mutacid no solament en microsatél-lits no
codificants, sind també en seqiéncies repetides en tandem, localitzades dins de regions
codificadores d’alguns gens. Son varis autors els que han suggerit que el procés carcinogenic
pot ser degut a I'acumulacié progressiva d’alteracions induides per MSI en importants gens
reguladors. Cancers amb MSI poden presentar afectacié en gens com el receptor (3 tipus Il del
transforming growth factor (TGF-BRII), BAX, el receptor del insulin-like growth factor Il (IGFIIR),
MSH3, MSH6, Caspasa-5 i PTEN. Molts investigadors han aportat proves que les mutacions

que es produeixen en aquests gens diana son molt freqlients en els EEC [122,123,126,144].
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PTEN

El supressor tumoral PTEN/MMAC1/TEP1 esta localitzat en el cromosoma 10923.3 que és una
regié del genoma que pateix pérdua d’heterozigozitat (LOH) en una amplia varietat de cancers
humans [145]. La proteina que codifica PTEN és una fosfatasa d’especificitat dual, que actua
bloguejant el cicle cel-lular i permet I'activacié de I'apoptosi a través de la via depenent de
PIBK/AKT [146] (Figura 5). Els mecanismes d’inactivacié de PTEN inclouen la mutacié, la
deleci6 o pérdua d’heterozigozitat (LOH) [147] i la hipermetilaci6é del promotor [148].

Figura 5. Ruta de PTEN

La mutacié germinal de PTEN és responsable del sindrome de Cowden [149]. També s’han
identificat mutacions somatiques o delecions de PTEN (37-61% dels casos) associades a
estadis tumorogénics avangats de diferents organs [150,151,152]. En canvi, s’han trobat
mutacions de PTEN en 15-55% de les hiperplasies endometrials amb o sense atipia nuclear
[153,154,155,156,157] i en el teixit endometrial normal amb sobreexposicidé estrogénica [153],
[158], suggerint que la pérdua de funcié del supressor tumoral PTEN és un primer pas de la

carcinogenesi endometrial.

La LOH en el cromosoma 10923 és un fet habitual en el carcinoma endometrial i es déna
aproximadament en el 40% dels casos de EEC [159,160,161]. Salvesen i col-laboradors van
determinar que existia correlacié entre mutacions de PTEN i edat menor, estadi FIGO baix,
histologia endometrioide, baix grau histologic i pronodstic favorable [162]. En els EECs es ddna
coexisténcia de mutacions en PTEN i MSI (60-86% dels tumors) i només el 24-35% dels tumors
MSI negatius s’han descrit amb mutacions de PTEN [163,162,164,165].

Alguns estudis mostren que alteracions en PTEN poden ser utilitzades com a marcador
pronostic dels carcinomes endometrials i podrien ajudar en la deteccidé de les lesions
premalignes. Dades més recents suggereixen que només les mutacions de PTEN fora dels
exons 5-7 poden ser utilitzats com a predictors favorables de supervivéncia independentment
de les caracteristiques clinic-patologiques dels tumors [166]. En el cas contrari, la pérdua
d’expressié de PTEN seguit de la fosforilacio d’Akt s’ha considerat com un factor de mal
pronostic en el EEC [167].
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Mutacions en el protooncogen K-ras

K-ras és un oncogen membre de la familia ras de les proteines G i s’ha vist que juga un paper
important en la regulacié de la proliferacié cel-lular. La familia ras consisteix en tres gens
estretament relacionats H, K i N-ras que codifiquen proteines de 21 kDa localitzades en la
membrana citoplasmatica interna, les quals presenten activitat GTPasa. Aquestes proteines
estan implicades en les vies de transduccid de senyal entre els receptors de la superficie
cellular i el nucli amb objectiu de controlar el creixement i la diferenciacié cel-lular [168] (Figura
6).

Figura 6. Ruta de K-ras

S’han identificat mutacions en K-ras en el 90% dels adenocarcinomes pancreatics, 60% tumors
mucinosos d’ovari, 50% carcinomes colorectals, perd tant sols en un 10-30% dels EECs
[119,169,170,171,172,173], [174], [175], [176], [177]. Alhora, en el EEC no s’ha trobat relacié
entre mutacions en K-ras i estadiatge del tumor, grau histologic, grau d’invasié miometrial o
edat. De totes maneres, en algunes investigacions s’han descrit que dones post-
menopausiques amb EEC presenten associacié entre mutacions de K-ras i hiperplasia
endometrial i metastasi a gangli limfatic [178,177]. La mutacié puntual de K-ras també ha estat
demostrada en el 15% de les hiperplasies endometrials i la freqliéncia és similar a la trobada en
el EEC, cosa que suggereix un rol destacable de K-ras en l'inici de la carcinogénesi endometrial
[119,175,128,179]. També s’han detectat mutacions de K-ras en pdlips endometrials en
pacients amb cancer de mama i tractades amb tamoxifé. Aquestes mutacions sén més
habituals en aquest tipus de polips (64%) que ens les hiperplasies endometrials esporadiques
(4.5-23%) i la seva frequéncia esta relacionada amb la duracié del tractament amb tamoxife i

I'estat menstrual de la pacient [180,181].

B-catenina

Les catenines son una familia de proteines citoplasmatiques que s’han classificat en alfa (o),
beta (B) i gamma (y) segons les seva mobilitat electroforetica. La B-catenina és una proteina
codificada pel gen CTNNB1 que presenta una funcié dual; per una banda té un paper crucial en
'adhesié cél-lula-cél-lula mitjangant la interacci6 amb E-cadherina i per altra banda té un rol
destacat en la transducci6 de senyals de la via Wnt (via que regula el contacte cél-lula-cél-lula
durant I'embriogénesi) [182,183] (Figura 7). En el citoplasma, la B-catenina lliure interacciona
amb la proteina APC i pot actuar com a factor de transcripcié. La via de la B-catenina pot ser
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activada a través de mutacions activadores de la B-catenina o de mutacions inhibidores de I'E-
cadherina. La mutacié de I'exd 3 de la B-catenina déna lloc a una acumulacié nuclear i

citoplasmatica d’aquesta proteina, que alhora provoca una activacioé de la via Wnt [184].

Figura 7. Ruta de pB-catenina

L’activacio de la via APC/B-catenin/Tcf es dona en varis carcinomes humans, incloent
carcinoma endometrial uteri, quasi exclusivament EECs, i carcinoma endometrial d’ovari. Els
EECs amb mutacions de B-catenina sén basicament tumors de baix estadi i bon prondstic. En
el cancer colorectal les mutacions de B-catenina sovint estan associades a MSI, en canvi en el
EEC es donen independentment de la via de mutacié [185]. Tot i que les mutacions sén més
habituals en tumors amb MSI, aquesta associacié no és estadisticament significativa, i no
existeix correlaci6 amb I'expressié de B-catenina. Aquest fet suggereix que en els EECs B-

catenina i MSI pertanyen a dues vies independents de les mutacions en PTEN i K-Ras [186].

La sobreexpressié de B-catenina degut a la inactivacio dels llocs de fosforilacio, resulta en la
seva acumulacio en el nucli i I'activacié incontrolada de gens diana com la metal-loproteasa de
matriu 7 (MMP-7), ciclina D1 (CD1), connexina 43, ITF2, c-myc i PPAR-0 [187,188,189,190]. La
regulacié de I'expressié de la MMP-7 per part de la 3-catenina en el carcinoma colorectal podria
tenir un paper en I'establiment del microambient necessari per a la iniciacié i manteniment del
creixement del tumor primari i de les metastasis [187]. La funcioé exacta de la 3-catenina en el
carcinoma endometrial roman encara desconeguda. La preséncia de mutacions del gen
CTNNB1 en les hiperplasies endometrials, tot i que a més baix nivell que en el carcinoma
endometrial, apunta a tenir un paper en els estadis inicials de la patologia endometrial [191].

E-cadherina

Les cadherines son una familia de molécules d’adhesié essencials per les unions cél-lula-
célllula [192]. La E-cadherina és una proteina codificada pel gen CDH17 i és la principal
cadherina que s’expressa en les cél-lules epitelials. Aixi, una disminucié en I'expressié de E-
cadherina resulta en una disfuncié del sistema d’adhesié cél-lula-cél-lula. Es creu que el gen

CDH1 és un gen supressor de tumors que, en perdre’s, promou la invasioé tumoral i metastasi.

-43-



Introduccio

En el cas del carcinoma endometrial, s’ha observat que la pérdua completa o parcial d’E-

cadherina esta relacionat amb un comportament més agressiu del tumor [193,194].

L’expressié anormal de E-cadherina en cancer pot ser deguda a LOH, mutacions o
hipermetilacié del promotor. En el carcinoma endometrial s’ha trobat un baix percentatge de
mutacions en el gen CDH1 [195], la LOH s’ha relacionat amb mal pronostic [196] i la
hipermetilacié del promotor s’ha associat amb alt grau histologic i invasié miometrial [197].

Desbalanceig hormonal d’esteroides

Els receptors d’'estrogens i de progesterona sé6n membres de la superfamilia de receptors
nuclears. Son factors de transcripcié dependents de lligand, que en estat d’activacié, poden
unir-se a diferents llocs diana en el DNA per a modular I'expressié de gens especifics. A part
d’aquesta activacio directa a gens diana, també s’ha descrit mecanismes d’activacié del DNA a
través de la unié a altres factors de transcripcié com AP-1 o NF-xB [198].

Alteracions del receptor d’estrogens (ER): Es coneixen dos subtipus de receptors d’estrogens

(ERa i ERPB). Diversos estudis han demostrat que en l'ter ERa és la forma predominant i
alhora és la responsable de mitjangar la sensibilitat de I'endometri als estrogens [199]. Perd en
treballs realitzats amb ratolins knockout per ERB s’ha observat una resposta exagerada als
estrogens i un augment de la proliferacid, suggerint-ne que ERP pot actuar modulant la funcio
de ERa i tenir un efecte anti-proliferatiu [200,201]. Per tant, un desequilibri en I'expressio
d’ERa i ERB pot ser critic en la tumorogénesi dependent d’estrogens. A més s’han descrit
variants resultat d’errors durant la transcripcié per ambdés receptors. Aixi, la variant A5 ERa
(sense I'exd 5) només ha estat detectada en carcinoma endometrial [202]. S’ha vist que
aquesta variant de 'ERa. és capag d’activar constitutivament la transcripcié de gens dependent
de receptor i en abséncia d’hormona, suggerint una possible funcié en el desenvolupament i
progressié del carcinoma endometrial [203,204,205]. També s’ha descrit que aquesta variant
esta relacionada amb la resisténcia al tractament amb tamoxifé i amb I'augment d’expressié del
PR [206]. Una altre variant d’interés és ERBex (sense I'ex6 8) [207] que té un efecte dominant
negatiu sobre ERa. Aquesta variant s’expressa tant en endometri normal com neoplasic pero la
seva funcié en el carcinoma endometrial és encara desconeguda [208,209].

Diversos estudis suggereixen que les alteracions en la via de senyalitzacié dels estrogens
sorgeixen durant el procés de tumorogénesi endometrial i existeixen evidéncies que I'ERa juga

un paper important en aquest procés regulant I'expressio del PR [210].

Alteracions del receptor de progesterona (PR): La progesterona actua a través del seu receptor

com un regulador negatiu de I'accio dels estrogens a 'endometri. Existeixen dues isoformes del
PR: PR-A i PR-B. En I'endometri, PR-A regula negativament I'accié dels estrogens impedint
l'activacié de ERa. En canvi, PR-B actua com un agonista d’estrogens [198]. En conjunt, es
creu que PR-A és necessari per a inhibir la proliferaci6 endometrial induida pels estrogens

mitjangant la inactivacié dels efectes de PR-B. Recentment s’ha descrit en el carcinoma
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endometrial un polimorfisme en el promotor del gen de PR que actua desbalancejant la relacié
de PR-A i B i per tant el control negatiu del estrogens; aquest polimorfisme també ha estat

associat a un increment del risc de patir carcinoma endometrial [211].

Apoptosi

L’apoptosi o mort cel-lular programada és un procés pel qual una cél-lula mort de manera
controlada. En cancer, I'apoptosi presenta alteracions en varis dels seus passos. L’apoptosi pot
ser iniciada per dos mecanismes basics: a) la via intrinseca, activada per proteines
mitocondrials com el citocrom-c; i b) la via extrinseca, activada per la unié de lligand als
receptors de mort com per exemple el factor de necrosi tumoral (TNF), Fas o I'apoptosi
relacionada amb TNF que inclou el lligand FLIP (Figura 8). Un regulador clau en aquesta via de
senyalitzacio és la proteina inhibidora FLIP, la qual comparteix un elevat grau d’homologia amb
la caspasa-8 perd no presenta activitat proteasa.
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Figura 8. Apoptosi, ruta intrinseca (mitocondrial) i
ruta extrinseca (iniciada per receptors de mort).

Alteracions en l'apoptosi poden ser importants en el desenvolupament i progressié del EEC.
Alguns estudis han demostrat la implicacié dels gens Bcl-2, Bax i caspasa-3 en la desregulacio
progressiva de la proliferacid i apoptosi, avancant d’hiperplasia simple i complexa a
adenocarcinoma [212,213]. També es donen alteracions en PI3K-Akt i NF-xB, molécules
implicades en la supervivéncia i creixement cel-lular, les quals disminueixen la sensibilitat a

I'apoptosi.

Pallares i col-laboradors van descriure que en el carcinoma endometrial la familia de factors de
transcripcio NF-kB regulen varis processos incloent el creixement cel-lular, diferenciacio i
apoptosi [214]. Els gens diana de NF-kB poden o bé inhibir I'apoptosi o bé promoure la
progressio del cicle cellular. En aquests estudis, els autors confirmen que en el carcinoma
endometrial, NF-kB es troba habitualment activat i pot inhibir 'apoptosi mitjancant gens diana
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com FLIP i Bcl-XL [214,215]. Alhora, també demostren que la proteina survivina, relacionada
amb apoptosi, es troba freqlientment sobreexpressada en els carcinomes endometrials i
correlaciona de manera inversa amb I'expressio de PTEN [216]. En resum, la inactivacié de
PTEN posa en marxa la ruta de PI3K/Akt, la qual després activa survivina i NF-xB. En
consequeéncia, gens diana com Bcl-XL i FLIP inhibeixen I'apoptosi, resultant en la progressio

del tumor.

2.5.3 Model de progressio del carcinoma endometrial endometrioide

Existeixen evidéncies que el desenvolupament del carcinoma endometrial recorda el model
proposat per Vogelstein de la progressio del carcinoma colorectal [217]. Aquesta hipotesi se
sustenta sobre quatre fets: 1) alguna de les lesions que es troben en el carcinoma
endometrioide també estan presents en la hiperplasia atipica, la lesié6 precursora més
immediata al carcinoma endometrioide; 2) en el carcinoma endometrioide ben diferenciat hi ha
un increment de les lesions geneétiques respecte la hiperplasia atipica; 3) el nombre de lesions
genétiques augmenta amb el grau histopatologic i 4) al carcinoma hi ha un major nombre

d’aberracions cromosomiques respecte la hiperplasia endometrial atipica [5].

Aixi el model de tumorogeénesi proposat progressa des de hiperplasia simple a complexa i,
posteriorment d’hiperplasia atipica a carcinoma. La majoria de les alteracions genétiques
trobades en el carcinoma endometrial es donen en els estadis primerencs del procés
tumorogeénic. Aixi, la iniciacid i la progressié tumoral es caracteritzen per I'adquisicio de
diverses alteracions moleculars en un ambient desbalancejat respecte als estrdogens, de les
quals la més frequent és la inactivacié de PTEN i 'MSI. Tot i que hi ha excepcions, el model
partiria de 'endometri normal, desenvoluparia hiperplasia simple i complexa fins a I'adquisicié
d’hiperplasia amb atipia; el seglent pas seria I'aparicié de 'endometri neoplasic de menor grau
i que amb I'aparicié d’altres alteracions moleculars, com les mutacions de K-ras i B-catenina,

s’arribaria al carcinoma de major grau [5,218,6,219,220] (Figura 4).

2.5.4 Alteracions moleculars del carcinoma endometrial no-endometrioide

Aquest tipus de carcinomes endometrials vénen encapgalats pels histiotips serés i de cél-lules
clares, comprenen el 10-20% dels carcinomes endometrials. S6n tumors que Ss'inicien

directament d’endometris atrofics, sén d’alt grau, mal pronostic i independents d’estrogens.

Els carcinomes no endometrioides es caracteritzen per presentar, majoritariament, grans
alteracions geneétiques. Aquestes alteracions definides com aberracions cromosomiques,
normalment vénen acompanyades per la inactivacié d’importants proteines reguladores com

INK4a
6

p53 o p1 (Figura 4). Aquest fet és la rad per la qual els carcinomes no endometrioides

estan considerats de mal prondstic. Les principals alteracions soén:
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pb3

El supressor tumoral p53 és un factor importantissim, punt central de la regulacié del cicle
cel-lular i de I'apoptosi a més d’altres funcions com la de diferenciacié i senescencia [221]
(Figura 9). En les ceél-lules normals, p53 és degradat rapidament i no és possible detectar-la per
immunohistoquimica. En canvi, quan es troba mutada, p53 no és funcional, resisteix la
degradacio i és possible detectar-la [222]. A més la proteina mutant pot actuar com a dominant
negatiu tot inhibint la proteina salvatge, provocant d’aquesta manera el creixement i la

supervivéncia de la cél-lula maligne [223].

Chclin

) —— cicou

~
-

SELLCYCLE
PRCORESSION

Figura 9. Ruta de p53

p53 es troba inactivat en quasi el 50% dels tumors humans. La mutacié de p53 és el més
caracteristic del NEEC. De fet, com ja s’ha mencionat, és possible detectar la sobreexpressio
de p53 per immunohistoquimica en la majoria de NEEC (71-85%) i en canvi en els de tipus | és
inferior al 10%, fet que converteix p53 en un marcador molecular util per a distingir entre
cancers de tipus | o Il [224,225,226]. S’ha determinat que aproximadament el 20% dels EEC
d’alt grau tenen mutacio en p53 [227], i aquest fet reforga la hipdtesi que la mutacié de p53 pot
influir en la progressio de EEC a NEEC. De totes maneres, la concordanga entre les mutacions
de TP53 i la deteccidé per immunohistoquimica no és absoluta. Aixd0 és consequéncia del fet
que l'expressio de p53 per immunohistoquimica és un indicador molt emprat en la deteccié
d’alteracions de p53, pero hi ha certs problemes amb els falsos positius i falsos negatius, amb
una correlacié del (>78%) dels casos [101]. Aquest fet s’explica per deteccid de p53 en
condicions no patologiques, o també perquée no totes les mutacions de p53 impliquen
l'acumulacié de la proteina. Per tant cal tenir cura amb la interpretacié dels resultats

immunohistoquimics [228].

L’analisi mutacional de p53 ha permés determinar que algunes mutacions de p53 (dominants
negatives) es troben molt sovint en estadiatges avangats i tipus histologics agressius dels
carcinoma endometrial, i aquest fet representa un predictor de supervivéncia en les pacients
amb carcinoma endometrial [229]. Alhora la sobreexpressioé de p53 esta associada amb alt grau
histologic, estadiatges avangats i mal pronostic [230,231]. De fet, existeixen investigadors que
postulen que la sobreexpressio de p53 pot servir per identificar tumors endometrials d’alt risc
[232].
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Amplificacié HER-2/neu

HER-2/neu (c-erb-B2) és, conjuntament amb K-ras, un dels protooncogens més ben
caracteritzats en el carcinoma endometrial. HER-2/neu o receptor del factor de creixement
epidermic tipus Il codifica per un receptor transmembrana tirosin-kinasa molt similar al receptor
del factor de creixement epidérmic (EGF-R). S’ha vist que HER-2/neu heterodimeritza amb
major afinitat amb membres de la familia d’EGF-R. Per tant juga un paper important en
coordinar el complex de senyalitzacié ErbB, responsable de la regulacié del creixement i la

diferenciacio cel-lular [233].

S’ha observat que existeixen nivells elevats de HER-2/neu en varis tipus tumorals incloent-hi
els carcinomes de mama, ovari i endometri, i que correlacionen amb resisténcia a la
quimioterapia i baixa supervivéncia. Aquest fet suggereix que les cél-lules tumorals que
sobreexpressen HER-2/neu es comporten amb més agressivitat i poden presentar avantatges
en el seu creixement respecte cél-lules tumorals negatives per a HER-2/neu [234].

Tot i que en el carcinoma endometrial es déna I'amplificacié o sobreexpressié de HER-2/neu en
un 20-40% dels casos, té una incidencia d’'un 80% en els carcinomes no endometrioides [93,
235,236]. Aquest fet s’ha associat amb un pronostic desfavorable, estadiatge avancat, alt grau
histologic i baixa supervivéncia [234,237]. Altres estudis han suggerit que I'estat d’amplificacié
de HER-2/neu pot tenir un Us potencial en la identificacid6 de pacients amb un alt risc de
desenvolupar carcinoma endometrial persistent o recurrent [238].

Tot i aixi, entorn d’aquest oncogen encara gira certa controvérsia, ja que també ha estat
descrita la seva sobreexpressié en més d'un 15% de mostres d’endometri normal i d’hiperplasia
endometrial, rad per la qual es creu que també podria tenir algun paper potencial en els estadis
inicials de la patologia [239]. Cal dir, perd, que diverses vies d’estudi apunten a la potencialitat
futura d’aquest oncogen com a factor pronostic en la patologia endometrial [239,240].

Inactivacio del supressor tumoral p1 [

INK4a

La inactivacio de p16 s’ha descrit fins a un 45% dels carcinomes no endometrioides [5].

CDKNZ2A, gen que codifica per p16™

, ha estat identificat com a supressor tumoral, ja que el
seu producte també anomenat inhibidor de ciclina dependent de cinasa, s’'uneix especificament
a la ciclina CDK4, inhibint aixi la seva funci6 i actuant com a regulador negatiu del cicle cel-lular

[241]. Sembla que la mutacié o la delecié del gen de p76™*

es déna amb poca freqiiéncia en
el carcinoma endometrial [242], no obstant la pérdua d’expressié d’aquest gen és significativa
en el tipus de carcinoma no endometrioide [243,244]. Recentment, pero, s’han publicat alguns
resultats contradictoris respecte aquest tema. El que s’accepta és que la pérdua d’expressié de
p16"™** defineix un grup de carcinomes endometrials agressius amb alta activitat proliferativa i

pronostic pobre [245].
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2.5.5 Model de progressié del carcinoma no-endometrioide

El model de progressié del carcinoma serés ha estat proposat perd escassament estudiat. Fins
a l'actualitat s’han hipotetitzat dues explicacions possibles perd encara hi ha molts fets a
demostrar. La hipotesi inicial parteix de la principal alteracié descrita en el carcinoma serds, la
mutacié de p53 (Figura 10). La mutacié en un dels al-lels de p53 succeeix aviat durant el
desenvolupament del precursor del carcinoma serés, el carcinoma intraepitelial (EIC), mentre
que la pérdua del segon al-lel normal per pérdua d’heterozigositat (LOH) acompanyaria la
progressio cap al carcinoma seros [5,246]. No és clar si s’esdevenen altres alteracions en el
carcinoma serés durant els estadis primerencs de la tumorogénesi ja que no s’han realitzat
analisis serioses quant a 'EIC [5]. Matias-Guiu i col-laboradors hipotetitzen que el carcinoma
seros podria esdevenir-se a partir del carcinoma endometrioide a través de les mutacions en
p53. Aquest model es basa en la descripcid de carcinomes mixts de tipus endometrioide i seros
[218].

E-cadherin

ps3 p53  (LOH)

p16
‘ her2/neu

Endometrial |
Intraepithelial
Carcinoma

Atrophic
Endometrium

Serous
Carcinoma

T

Loss of ER/PR expression

Figura 10. Model de progressié del carcinoma serés. Les principals

alteracions genétiques son la mutacié de p53 i E-cadherina [5]

2.6. Factors pronostic del carcinoma endometrial

En les pacients amb carcinoma endometrial, el patdleg té un paper important en establir el
pronostic i la necessitat de tractament adjuvant després de l'operacié. En les dues ultimes
décades, I'estudi de les caracteristiques patologiques del tumor han permes establir 2 o més
grups de pacients amb diferent final del procés tumoral (supervivéncia lliure de malaltia o bé

recurréncia). Es per aixo, que els factors pronostic sén de gran utilitat [247].

La Societat de Ginecologia Oncologica ha realitzat diversos estudis en els quals demostren que
els factors pronostic del carcinoma endometrial poden dividir-se en factors uterins i factors
extra-uterins [248,249,250,251]. Els factors uterins inclouen: tipus histologic, grau histologic,
profunditat d’'invasié miometrial, invasid vascular, preséncia d’hiperplasia endometrial atipica,

afectacio cervical, ploidia del DNA, estat dels receptors hormonals. | els factors extrauterins
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inclouen: citologia peritoneal positiva, afectacié d’annexes, metastasi en ganglis limfatics

pelvics i para-aortics i metastasi peritoneal.

Les pacients que presenten malaltia extrauterina amb afectacié cervical i invasié vascular
constitueixen un grup d’alt risc, amb aproximadament una reincidéncia del 65% [251]. En canvi,
les pacients que presenten tumors que queden limitats al cos uteri (sense afectacié cervical) i
sense evidéncies d’invasié vascular tenen un risc de recurréncia menor. En aquestes pacients
el pronostic varia, basicament, en funcié de tres parametres: el tipus histologic, el grau
histologic i la profunditat d’'invasié miometrial [249,250,251,252,253]

2.6.1. Edat

Com en la major part dels processos neoplasics, I'edat esta directament relacionada amb el
pronostic del cancer [23]. Les dones joves tenen millor prondstic, possiblement perque
presenten tumors més ben diferenciats histologicament. Els carcinomes endometrials de tipus Il
sén de més mal prondstic que els de tipus | i es caracteritzen pel seu diagnostic en dones
postmenopausiques d’edat avangada. Diversos estudis han trobat significacié estadistica entre

I'edat avangada i la baixa diferenciacié tumoral [254].

2.6.2. Tipus histologic

El tipus cellular s’ha identificat com un important marcador de prediccié del comportament
bioldgic del carcinoma endometrial. En els ultims anys, la patogénesi del carcinoma endometrial
s’ha explicat en base al model de Bokhman [3] en que, com ja s’ha mencionat anteriorment, el
carcinoma endometrial es classifica en dos tipus: el carcinoma endometrial endometrioide
(EEC) o de tipus | i el carcinoma endometrial no-endometrioide (NEEC) o de tipus Il (Taula 3).
A més, durant els darrers anys s’han identificat dues vies moleculars que difereixen pels dos
grups de carcinomes endometrials; perd en la rutina clinica es poden trobar els carcinomes
mixts, cosa que fa que aquest model no estigui del tot delimitat, ja que no explica el grup de
carcinomes no endometrioides que vénen precedits pels carcinomes endometrioides o els

carcinomes de tipus mixt [5,255,218,126].
2.6.3. Grau histologic

Mentre que els carcinomes NEEC son considerats d’alt grau per definicio, els EEC necessiten
definir el grau histologic [253]. Conjuntament amb els estadis F.l.G.O, el grau histologic és un

factor molt sensible amb un valor pronostic amplament reconegut [256].

El sistema de gradacio que estableix la F.I.G.O. es basa en dos parametres que s’han de tenir

en compte: el grau arquitectural i el grau nuclear [8].
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1) El grau arquitectural es determina per I'extensié del tumor, format per masses solides de
cél-lules, comparades amb les glandules ben definides [16]. Segons la F.I.G.O. es poden

distingir tres graus arquitecturals en el carcinoma endometrial: G1,G2 i G3 (Taula 6).

2) El grau nuclear es determina per la variacié de la mida i la forma nuclears, la distribucié de
la cromatina, la mida dels nucléols i el nivell d'index mitdtic. Segons la F.I.G.O. es poden
distingir tres graus nuclears en el carcinoma endometrial: G1,G2 i G3 (Taula 7). En preséncia
d’atipia nuclear (nuclis polimorfics) notable s’ha d’augmentar a 1 el grau nuclear [253].

Estudis citomeétrics han demostrat una bona correlacié entre el grau nuclear obtingut a partir de
la classificacié basada en la gradacio F.I.G.O., métode relativament subjectiu, i I'obtingut per

morfometria [257].

GRAU ARQUITECTURAL DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL

GRAU AREA D’AFECTACIO

G1 5% o menys del tumor format per masses solides
G2 entre 6 i 50 % del tumor format per masses solides
G3 Més del 50% del tumor format per masses solides

Taula 6. Gradacid arquitectural proposada per la Federacié Internacional de

Ginecologia i Obstetricia [8]

GRAU NUCLEAR DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL

GRAU CARACTERISTIQUES CEL-LULARS MITOSIS
G1 Nuclis ovals, nucléols petits i cromatina dispersa Escasses
G2 Variabilitat de la mida nuclear, nucléols grans i Ocasionals

cromatina dispersa

G3 Nuclis amb destacat augment de la mida, pleomorfics, Abundants

nucléols eosinodfils prominents i cromatina irregular

Taula 7. Gradacié nuclear proposada per la Federacié Internacional de

Ginecologia i Obstetricia [8].

El valor de la gradacié F.I.G.O. va ser demostrat per Zaino i col-laboradors [258]. En aquest
estudi es demostrava que la supervivéncia després de 5 anys lliures de la malaltia en pacients
amb tumors de grau 1 era del 94%, per a tumors de grau 2 era del 84% i per a tumors de grau
3 era del 72%. No obstant aixd, la gradacié F.I.G.O. ha patit modificacions recents no
formalment adoptades perd amb una certa millora pel que fa a la reproducibilitat [259,260,261].
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També s’ha descrit que el grau histologic correlaciona amb altres factors pronodstics com I'edat,
estadi o la profunditat d’'invasi6 miometrial. Sembla doncs, que el grau histoldgic no és un
pronosticador independent, a més la seva importancia decreix en ajustar aquests altres factors
[256]. Tanmateix, com suggereixen els treballs de Lax i col-laboradors [260], fins i tot per
pacients d’avancat estat de la patologia, el grau histologic comporta un valor prondstic. Cal dir
que en l'estadiatge de la F.1.G.O., també s’hi contempla el grau histologic, per tant cadascun
dels estadis es complementen amb un grau corresponent, depenent de les caracteristiques del

tumor.

2.6.4. Estadiatge F.I.G.O.

Avui en dia els estadis F.l.G.O. sén el parametre pronostic individual més potent per a les
dones afectades pel carcinoma endometrial [254,262,263,264]. L’estadi F.I.G.O. va ser revisat
el 1988 transformant-se d’'un estadiatge clinic a un estadiatge quirargic. El nou estadiatge
F.1.G.O. requereix histerectomia, aixi com avaluacio del ganglis limfatics pélvics i para-aortics,
annexos i citologia del fluid peritoneal. L’avaluacié patologica inclou el grau histologic,

profunditat d’'invasié miometrial i determinar I'afectacio cervical.

Els carcinomes, segons aquesta classificacid, es divideixen en quatre estadis: (I) tumor limitat
al cos uteri, (Il) extensié del tumor al cérvix, (lll) extensié als drgans pelvics i (IV) extensié més
enlla dels organs pélvics. A més dels quatre estadis proposats hi ha una divisié de cadascun en
subestadis, tres per I'estadi |, dos per I'estadi Il, tres per I'estadi lll i dos per I'estadi IV (Taula 8 i
Figura 11) [8]. La gran majoria de les pacients a les quals se’ls diagnostica un carcinoma
endometrial presenten estadis | (el tumor esta delimitat a la cavitat uterina). Els indexs de
supervivéncia descrits després de 5 anys lliures de malaltia mostren un 90% de supervivéncia
per estadis |, un 83% per estadis Il i un 43% per estadis Ill [265]. Els indexs referits a I'estadi |
mostren un 93,8% de supervivéncia per estadis IA, un 95,4% per estadis IB i un 75% per
estadis IC [263]. A partir d’aquests resultats es pot considerar que el carcinoma endometrial
diagnosticat a estadis inicials és una patologia de bon prondstic, per tant és molt important

I'estudi de marcadors de la patologia endometrial amb valor diagnostic.
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ESTADIFICACIO F.I.G.O. DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL

ESTADI DEFINICIO CATEGORIA
TNM
* TUMOR 1°" NO COMPROVAT X
* NO EVIDENCIA DE TUMOR 1*" T0
0 CARCINOMA IN SITU (CARCINOMA PREINVASIU) TIS
I TUMOR LIMITAT AL COS UTERI T
IA Tumor confinat a 'endometri T1A
IB Invasio < 1/2 miometri T1B
IC Invasio > 1/2 miometri T1C
I EXTENSIO DEL TUMOR AL CERVIX T2
A Afectacié endocervical glandular unica T2A
1B Afectacio de I'estroma endocervical T2B
n EXTENSIO ALS ORGANS PELVICS T3
A Afectacié de la serosa i/o ovaris i/o citologia T3A

peritoneal positiva

1B Afectacié vaginal T3B

1i[e; Metastasi a ganglis pélvics i/o paraortics N1

v EXTENSIO MES ENLLA DELS ORGANS PELVICS T4

IVA Invasio de la mucosa intestinal i/o de la MO
bufeta

IVB Metastasi a distancia M1

Taula 8. Estadis del carcinoma endometrial establerts per la Federacio Internacional de Ginecologia i
Obstetricia [8]. TNM és I'abreviatura de tumor nodule metastasis. Es tenen en compte aquests tres factors
per determinar: 1) Quina mida te el tumor primari i a on s’ubica (T), 2) Si el tumor s’ha disseminat als

ganglis o noduls limfatics (N) i 3) Si el cancer s’ha disseminat altres parts del cos (M).
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Figura 11. Classificacié per estadis de la F.I.G.O. L’esquema mostra la progressié del
tumor endometrial en cadascun dels estadis F.I.G.O.. L’'estadi de carcinogénesi inicial és
I'lA en el qual el tumor es troba confinat a 'endometri; el tumor surt de la cavitat endometrial
progressivament fins arribar a I'estadi IVB, que es caracteritza per presentar metastasis a

distancia [8].

2.6.5. Profunditat d’invasié miometrial

La profunditat d’invasié miometrial és un factor pronostic de la viruléncia tumoral. El sistema
proposat es divideix en dos grups: profunditat d’invasié miometrial <50% i profunditat d’'invasio
miometrial >50%. La profunditat d’invasié miometrial inicial és un factor pronostic independent.
A més s’ha descrit que esta directament relacionat amb I'index de recurréncies, aixi com amb
un augment del risc de metastasis limfatiques, pélviques i aortiques [266]. Actualment es
considera que la profunditat d’invasi6 miometrial és el factor predictiu més important de

disseminacioé hematogena [267].

Aquest punt és un dels eixos principals d’aquesta tesi, és per aix0 que es desenvolupara més

extensament en el seglent apartat.
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2.6.6. Invasio vascular

La preséncia de cél-lules tumorals als espais endotelials sembla ser un gran predictor de
recurréncia i mort per part del tumor endometrial. La invasié de I'espai limfovascular s’ha descrit
com a factor prondstic independent del grau histologic i de la profunditat d’invasié miometrial
[268,269,270]. La invasio vascular és poc freqient en carcinomes del tipus endometrioide; s’ha
descrit que la freqiéncia d’invasié vascular incrementa en tipus cel-lulars desfavorables, grau
histologic elevat i profunditat d’invasié miometrial, tot arribant fins a un 95% d’afectacié en
carcinomes serosos [255]. De totes maneres, la presencia d’invasié vascular és altament

predictiu de presencia de metastasi en ganglis limfatics [256,270].

2.6.7. Hiperplasia endometrial

Els carcinomes endometrials que vénen acompanyats d’hiperplasia endometrial atipica
normalment presenten un pronodstic favorable. Aquests tumors acostumen a ser de baix grau i
no presenten invasié miometrial [271,272]. D’altra banda, els tumors d’alt grau acostumen a

anar acompanyats d’endometri atrofic.

2.6.8. Invasio cervical

La invasi6é cervical determina la classificacié d’'un tumor en estadi Il, tal com es recull en la
estadificacio de la FIGO. Ocasionalment, I'afectacié cervical no és directa i si per implants o
extensio limfatica [263,273,274,275]. La seva afectacié es correlaciona amb graus tumorals
pitjor diferenciats, amb major volum tumoral, amb major profunditat d’invasié6 miometrial, amb

permeacio limfovascular i amb afectacié ganglionar, sobretot en el subestadi IIB.

2.6.9. Invasié de la serosa, citologia peritoneal i invasié d’annexes

Des del punt de vista d’alguns ginecolegs oncolodgics, el criteri utilitzat per a classificar els
carcinomes endometrials d’estadi lll (6% dels casos) és en part artificial [276]. La invasio de la
serosa implica 'dltim pas de la invasié miometrial. La citologia peritoneal implica la preséncia
de cellules atipiques en el liquid peritoneal i es dona en un 12-20% del casos de dones amb
cancer endometrial (10% en estadi ). Sovint s’associa amb d’altres factors de risc, com alt grau
tumoral, invasi6 miometrial i extensié extrauterina [277,278,279]. | finalment, la invasio
d’annexes s’ha correlacionat amb tumors pitjor diferenciats i amb major percentatge d’afectacio
de ganglis regionals. Es possible que molts dels tumors classificats en estadi Il (basat en la

preséncia d’afectacio d’annexes) en realitat siguin carcinomes ovarics primaris.
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2.6.10. Metastasi a ganglis limfatics

Constitueix un factor pronostic important perd esta relacionat amb els altres tres factors
anteriorment comentats: els estadis F.I.G.O., el grau histologic i la profunditat d’invasié
miometrial. Els carcinomes endometrials associats a metastasi en ganglis limfatics pelvics i/o
para-aodritcs es classifiquen com a tumors en estadi IlIC [8]. Sembla que el pronostic per a
tumors amb afectacié de ganglis pélvics és millor que els tumors amb afectacio en ganglis para-
aortics. L'index de supervivéncia de les pacients després de 5 anys lliures de malaltia amb
ganglis para-aortics positius és d’'un 36% comparat amb un 85% a les pacients amb ganglis

para-aodrtics negatius [251].

En els carcinomes d’estadi clinic |, la preséncia de metastasis ganglionars esta directament
relacionada amb la profunditat d‘invasié miometrial. S’ha determinat que un tumor classificat
com a grau 1 que envaeix <50% del miometri no presenta associaci®6 amb la metastasi
ganglionar pélvica, perd amb una invasié del miometri de >50% la metastasi ganglionar pélvica

es dona en un 25% dels casos [258].

2.6.11. Ploidia del DNA

La inestabilitat cromosdmica (estructural o numérica) és una caracteristica primerenca de
transformacié maligna. Aquests tipus de canvis sén frequents en diverses patologies dins les
quals hom inclou el carcinoma endometrial. Prop del 67% dels EEC sén diploides, en canvi el
55% dels NEEC (carcinomes serosos, de cél-lula clara o indiferenciats) presenten patrons no
diploides. Els tumors diploides acostumen a ser de baix grau, amb invasio superficial i estan
associats a major supervivéncia que la que mostren els carcinomes aneuploides
[280,281,282,283]. S’ha observat que en tumors en estadi | existeix un 94%de correlacié entre
supervivéncia lliure de malaltia i carcinomes diploides anvers una correlacio del 64% en el cas

de carcinomes aneuploides [284,285,257].

2.6.12. Receptors hormonals d’estrogens i progesterona

Tant els receptors d’estrogens (ERs) com els de progesterona (PRs) s’han correlacionat amb el
cancer d’endometri; en diversos treballs publicats s’ha descrit la importancia de la determinacio
dels nivells dels receptors hormonals (ERs i PRs) com a factor pronostic significatiu [286], aixi
com una significativa correlacié entre I'expressid i quantitat de receptors d’esteroides amb
'estadi F.1.G.O., el grau histologic i la supervivéncia [287,288,289,290]. Es considera que la
preséncia de receptors de progesterona és un factor pronostic favorable, ja que aquells tumors
amb menor nombre de receptors de progesterona presenten un major index de recidives i
mortalitat. Sembla doncs justificada I'estimacié de la concentracié hormonal de receptors en els

casos de carcinoma endometrial avancat i recurrent [291].
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2.6.13. Els protooncogen HER-2/neu, K-ras, i Bcl-2 com a factors pronostic

1) HER-2/neu (c-erb-B2): I'amplificacio i sobreexpressio del protooncogen HER-2/neu s’esdevé
aproximadament del 20%-40% dels carcinomes endometrials. A més, s’ha descrit com a factor
pronostic negatiu associat a d’'altres factors pronostic adversos com estadis alts, grau alt i baixa
supervivéncia [234,237]. No obstant aixd, altres estudis mostren que HER-2/neu no esta
associat independentment als factors pronostic adversos, encara que sembla que si que té
influéncia sobre la supervivéncia global [292,240]. Les implicacions cliniques de les alteracions
d’aquest protooncogen no soén clares, per tant actualment es pensa que HER-2/neu és un

parametre només d'utilitat potencial.

2) K-ras: les mutacions en el codé 12 de K-ras es troben presents aproximadament entre el
10%-30% dels carcinomes endometrials, majoritariament de tipus endometrioide [172].
Diversos estudis han indicat que la preséncia de 'oncogén K-ras activat és un factor pronostic
negatiu, tot i que d’altres estudis no ho han pogut confirmar [293,294].

3) Bcl-2: és un protooncogen que inhibeix el programa de mort cel-lular o apoptosi. Per tant
I'activacié aberrant de I'oncogén Bcl-2 confereix a la céllula la capacitat d’evitar I'apoptosi i
esdevenir immortal. S’han trobat nivells elevats de Bcl-2 en hiperplasia endometrial amb una
disminucié de I'expressié en els carcinomes. La pérdua de Bcl-2 ha estat associat amb mal
pronostic, augment en la invasiéo miometrial, elevat estadiatge F.1.G.O. i tipus cel-lular agressiu
[295], aixi com un augment de trobar afectacié en ganglis limfatics [296,297].

2.6.14. Marcadors de proliferacié

La capacitat proliferativa de les cél-lules tumorals és la caracteristica fonamental del creixement
dels tumors [298]. Hi ha diversos métodes de quantificacié de la capacitat de proliferar de les
cél-lules [299] per citometria de flux [300,301,302] i immunohistoquimica [299].

Els antigens de proliferacié més freqientment emprats sén el PCNA i el Ki-67 (MIB-1) tissular
[299].

1) PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) és una proteina nuclear de 46 kDa que actua com a
cofactor de la DNA polimerasa. La sintesi de PCNA ha estat directament correlacionada amb la
replicacié del DNA i la proliferacio cel-lular [299].

2) Ki-67: és una proteina d’unié al DNA que s’expressa al llarg del cicle cel-lular en cél-lules
proliferants, perd no en les quiescents (G0) [299].

Tant PCNA com Ki67 en el carcinoma endometrial estadi | correlacionen amb el grau histologic,
la profunditat d’invasié miometrial i el risc de recurrencia. Molts dels EEC expressen baix Ki-67 i
tenen un pronostic favorable, mentre els carcinomes serosos i de cél-lula clara expressen
elevat Ki-67 i tenen mal prondstic.
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2.6.15. Inestabilitat de microsatel-lits

Com ja s’ha mencionat anteriorment, s’ha trobat MSI en un 30% dels carcinomes endometrials,
sobretot en els de tipus endometrioide [126]. Tot i que s6n molts els estudis en que no
relacionen MSI amb edat, raga, grau histologic, estadi o profunditat d'invasié miometrial, si que
s’ha trobat que els EEC amb MSI tenen un 20% millor taxa de supervivéncia després de 5 anys
liures de la malaltia anvers els EEC que no tenen MSI [143]. Malgrat les diverses
contradiccions, I'MSI sembla un factor interessant ja que associat al tipus histologic
endometrioide podria explicar-ne el pronostic favorable. A més, suggereix que la via molecular
de carcinogénesi caracteritzada per la inactivacio dels gens de reparacio de la transcripcio del

DNA doéna lloc un fenotip clinic menys agressiu [143].

2.6.16. Els supressors tumorals PTEN, p53, p21 WAF1/CIP1i p16 INK4a com a factors
pronostic

Els gens denominats supressors tumorals en condicions normals prevenen la replicacié
cellular, actuen de fre per poder dur a terme tots els requisits necessaris previs a la divisié
cel-lular. La seva abséncia elimina el control normal de la proliferacié cel-lular. L’estudi dels
supressors tumorals en el carcinoma endometrial ha permés la identificacio de diversos gens,

entre els quals PTEN, p53, p21"*F"“"* o p161"**? emprats com a marcadors pronostic [7,247].

1) PTEN: aquest supressor tumoral es troba mutat en el 30- 60% dels carcinomes endometrials
[304,305]. S’ha observat que les mutacions a PTEN es donen gairebé exclusivament en el
carcinoma endometrial, molts d’ells amb MSI i abséncia de sobreexpressio de p53. Minaguchi i
col-laboradors [166] han mostrat que només les mutacions fora dels exons 5 al 7 poden
representar un indicador molecular de supervivéncia favorable, independent de les
caracteristiques patologiques o cliniques del tumor. En d’altres investigacions, es va associar la
metilacié del promotor de PTEN amb estadis avancats del carcinoma endometrial [148]. Pero
el rol de les mutacions de PTEN en el cancer d’endometri no és clar. En molts estudis s’ha
mostrat que les mutacions de PTEN soén un factor pronostic positiu pel carcinoma endometrial
associat al tipus histologic endometrioide, a estadis inicials i a carcinomes no metastatics.
Altres estudis han correlacionat les mutacions de PTEN amb una menor recurréncia i una major
supervivéncia en tumors amb PTEN mutat en comparacié als tumors que no presenten
mutacions [305,163,304].

2) p53: la mutacio o sobreexpressié de p53 esta clarament associada amb baixa supervivencia,
sobretot en el cas dels carcinomes serosos on correlaciona amb d’altres factors pronodstic

adversos (per exemple estadiatge avancgat o abséncia de PR) [285,237]

3) p21"AFYCPT: |3 perdua d’expressio de p21"*7"“"! s’ha associat a una supervivéncia reduida
en analisis de supervivencia univariants, perd en analisis de supervivéncia multivariants no s’ha

trobat influéncia pronostica [306].
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INK4a

4) p16™***: |a perdua de I'expressié nuclear de la proteina p16"*® s’ha trobat associada als

carcinomes endometrials més agressius i a l'activitat proliferativa elevada (Ki-67). Per tant

NK4a

I'expressié nuclear de p16l representa un indicador pronostic potent i independent de la

patologia endometrial [245].

2.6.17. B-catenina

Ha estat descrit que existeixen mutacions en el gen de la 3-catenina de prop del 15-40% dels
carcinomes endometrials de baix grau [186,307,308]. De manera semblant, I'expressié nuclear
de la B-catenina ha estat majoritariament trobada en els carcinomes endometrioides de baix
grau [309]. Per tant el conjunt d’estudis realitzats apunten en la direccié de la B-catenina com a
factor pronostic favorable.
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3. INVASIO MIOMETRIAL

Es possiblement el factor pronostic més important en els estadis | i Il. Es correlaciona amb la
preséncia de metastasis ganglionars, amb l'index de recurréncies i amb la taxa de
supervivéncia global. No obstant aix0, I'estimacié precisa d’aquest parametre pot ser complexa
per la dificultat d’identificar la unié endo-miometrial, pel diferent gruix miometrial segons la zona

uterina o per la preséncia d’altres patologies afegides com miomes o adenomiosis.

Poder reconéixer la infiltracié miometrial és clar quan les glandules prenen una forma irregular,
es troben distribuides a l'atzar, estan rodejades d’estroma desmoplastic i infiltren el miometri
(Figura 12). De totes maneres, en algunes ocasions un carcinoma que no ha envait el miometri
pot presentar el limit endometrial irregular on parts del tumor semblen endinsar-se en el
miometri i aix0 ocasiona una mala interpretaci6 com a preséncia d’invasi6 miometrial
superficial. De fet, prop del 25% dels casos diagnosticats amb invasié miometrial estan mal
diagnosticats [310]. La clau del problema esta en que I'endometri normal no és una linia recta
sind que presenta protuberancies llargues i curtes que s’endinsen en el miometri.

A B corpus uteri C

COrpus uteri
= corpus uteri

SEaryix uteri

wol i s _ cerviuteri

Figura 12. Infiltraci6 miometrial en el carcinoma d’endometri. A-C, Imatges macroscopiques de
carcinomes endometrials no invasius (A) i invasius (B-C). D-E, Imatges de tinci6 amb hematoxilina/eosina
de tumors endometrials no infiltrants (D) i infiltrants (E) (25X) D, Carcinoma endometrial que afecta la
mucosa uterina atrofica sense envair la paret miometrial. E, Carcinoma endometrial afectant tant la cavitat

uterina com la paret miometrial.

-60 -



Introduccio

Des de la perspectiva en la que es desenvolupa aquesta tesi, és important descriure quins son
els esdeveniments moleculars que es donen durant el procés d’invasié miometrial. Actualment
la recerca esta centrada en la cerca de nous marcadors que puguin descriure els passos
inicials del procés tumorogénic associats a la promocié de metastasi, amb I'objectiu de
desenvolupar terapies dirigides directament contra les céllules disseminades o les

micrometastasis generades.

El pas inicial que caracteritza el procés metastatic es basa en el despreniment de les cél-lules
tumorals de la linia epitelial i la penetracié en el teixit connectiu adjacent [311]. La transicio
epiteli-mesénquima (EMT) és un procés dinamic en el que les cél-lules perden la seva polaritat i
el contacte cél-lula-cél-lula, es remodela el citoesquelet, s’adquireix fenotip migrador i programa
d’expressié génica semblant al mesenquimal. En el procés d’invasié i metastasi les cel-lules
cancerigenes adquireixen aquestes caracteristiques EMT [312,313]. Durant la tumorogénesi,
EMT pot augmentar la motilitat i invasivitat de les cél-lules cancerigenes, i la transformacié
maligna de les cél-lules pot ser deguda a I'activacio de vies de senyalitzacié especifiques de
EMT [314].

3.1. Bases moleculars de la invasidé en el carcinoma endometrial

3.1.1. Molécules d’adhesié implicades en la invasié en el carcinoma endometrial

Les cadherines

D’aquesta familia de proteines, la E-cadherina és la més important. Aquesta molécula és una
glicoproteina transmembrana depenent de calci present en moltes de les cél-lules epitelials
sanes. En el procés de transicié epiteli-mesénquima es troba infraexpressada. Els seus dominis
intra i extracel-lular exerceixen funcions diferents: per una banda el domini extracel-lular s’uneix
a d’altres cadherines de les cél-lules veines i en canvi, el domini intracel-lular interacciona amb
proteines citoplasmatiques que alhora transmeten el senyal d’adhesié i ancoren el complex
proteic (anomenat unié adherent) al citoesquelet d’actina [315]. E-cadherina esta també
implicada en altres tipus d’'unions adherents com sén els desmosomes i les “tight junctions”,
estructures importants per a establir i mantenir les capes epitelials i la integritat tissular [316].
De fet, E-cadherina esta actuant com a supressor tumoral inhibint la invasié i metastasi, i sovint

esta reprimida o degradada durant la tumorogénesi [317,318] (Figura 13).

Fujimoto i col-laboradors han establert correlacié entre E-cadherina i caracteristiques
histopatologiques del carcinoma endometrial: els nivells proteics d’E-cadherina disminueixen
amb la pérdua de diferenciacid, i estan inversament correlacionats amb la profunditat de la
invasié miometrial i les metastasis a ganglis limfatics paraaortics. Aquestes dades, més tard
corroborades per d’altres grups, permeten concloure que la disminucié de I'expressio d’E-
cadherina de les cél-lules tumorals endometrials els facilita la invasié [193,194,319,320].
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Alhora existeix relaci6 entre el PR i E-cadherina. Com ja s’ha mencionat anteriorment, la pérdua
d’expressié del PR en el carcinoma endometrial esta associat a major capacitat invasiva i
metastatica [321], i aixd és en part mediat per I'expressié d’E-cadherina [322]. A més, s’ha
descrit que la progesterona, a través del PR, actua inhibint el creixement cel-lular i la invasivitat
del carcinoma endometrial mitjangat 'inactivacioé de les molécules d’adhesio [323].

Saito i col'laboradors van analitzar I'estat de metilacié d’E-cadherina en diferents teixits
endometrials, observant que la metilacié del gen E-cadherina esta associada a I'adquisicié de
les capacitats invasives del tumor endometrial [197]. Alhora van comprovar que en moltes
mostres de carcinoma i hiperplasia endometrial es donava I'expressio i localitzacié erronia de
les connexines, proteines estructurals que també participen en les unions cél-lula-cél-lula.
Aquest fet indica que la pérdua de connexio6 cél-lula-cél-lula durant la carcinogénesi endometrial
es dona en els estadis primerencs [324].

En referéncia a d’altres membres de la familia de les cadherines, s’ha observat que els
carcinomes endometrials més agressius presenten elevada expressio de P-cadherina i que el
canvi d’expressido de E-cadherina a P-cadherina pot ser utilitzat com a factor prondstic
[325,326]. Alhora també s’ha observat una disminucié en els nivells de la proteina N-cadherina

quan es comparen endometris normals amb adenocarcinomes endometrials [327].

B-catenina

Aquesta proteina, ja mencionada anteriorment com una de les alteracions moleculars
observades en el carcinoma endometrial endometrioide, és important en la unié cél-lula-cél-lula,
mitjangat el complex amb E-cadherina, i la senyalitzacié cel-lular ja que forma part de la via
Wnt. Es troba mutada en el 20% dels casos de carcinoma endometrioide [328,308]. Les
mutacions en [3-catenina resulten en la seva acumulacié en el citoplasma, posteriorment migra
al nucli on s’uneix i activa membres de la familia de factors de transcripcié TCF/LEF-1 (factor

de cél-lules T/factor d'unié a limfocits) [329] aixi com d’altres gens diana (Figura 13).

Ezrin

Aquesta és una proteina del citoesquelet que, mitjangant la interacci6 amb E-cadherina i 8-
catenina, esta implicada en la unié cél-lula-cél-lula i cél-lula matriu. Alhora pot tenir un paper
important en el control de I'adhesié i invasivitat de les cél-lules tumorals [330]. S’ha observat
que en les lesions precursores del carcinoma endometrial i en 'adenocarcinoma, Ezrin es troba
sobreexpressada [331]. Estudis més recents han demostrat que 'augment d’expressid d’ezrin

en el EEC correlaciona amb una disminuci6 en la supervivencia [332] (Figura 13).
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3.1.2. Vies de senyalitzacié alterades durant la invasié en el carcinoma endometrial
Implicacié de PTEN

Com ja s’ha mencionat anteriorment el supressor tumoral PTEN és el gen més freqiientment
alterat en el carcinoma endometrial. Prop del 80% dels EEC presenten pérdua d’expressio de
PTEN degut a mutacions [156] o a LOH [333].

PTEN, mitjangant la seva activitat fosfatasa, esta implicat en la inhibicid de la formacié dels
contactes focals, la disseminacié i migracié cel-lular, aixi com la inhibici6 de la senyalitzacio via
MAPK (Figura 13). Per tant, la pérdua de I'activitat fosfatasa de PTEN resulta en un creixement
cellular descontrolat, les cél-lules escapen de l'apoptosi aixi com inicien la migracio i

disseminacio [152].

Estudis realitzats per Uegaki K i col-laboradors demostren que PTEN, p-Akt, p27 i B-catenina
estan implicats en la via de senyalitzacié de la inhibicié dels contactes i suggereixen que PTEN
pot estar, en part, controlant la proliferacié de les cél-lules del carcinoma endometrial a través

de la inducci6 de la inhibicié dels contactes [334].

Implicacié de K-Ras

S’ha descrit que al voltant del 10-30% dels EEC presenten mutacions de I'oncogén K-Ras
[227]. K-Ras esta implicat en I'activacio de factors de transcripcioé via MAPK, com Snail i Slug,
que estan implicats en la EMT (Figura 13). Alhora afecta I'activitat de les dues GTPases Rac i
Rho possiblement via PI3K. Aquestes dues molécules també participen en la EMT regulant les

unions adherents, les fibres d’actina i per tant, regulant la motilitat i dispersio cel-lular [335].

Implicacié de TGF-

Ha estat descrit que en el carcinoma endometrial en estadis primerencs, la inactivacié de la
senyalitzacié mediada per TGF-S permet fugir del control del creixement normal de les cél-lules
[336,337]. Estudis realitzats per Piestrzeniewicz-Ulanska i col-laboradors proposaven que
I'augment d’expressio del receptor tipus Il de TGF-8 i de SMAD4 juntament amb la preséncia
de invasié miometrial podia augmentar la capacitat de les cél-lules neoplasiques endometrials a
metastatitzar [338] (Figura 13).

D’altra banda, durant la invasié6 miometrial es dona un augment en l'activitat gelatinasa regulat
per TGF-B [339]. Per tant, TGF-B podria comportar-se com a supressor tumoral en els estadis

primerencs i com promotor tumoral en els estadis tardans del carcinoma endometrial.
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3.1.3. Factors de transcripcioé relacionats amb la invasié miometrial

Durant el procés d’invasi6 miometrial s’ha descrit la participacid de diversos factors de

transcripcio:

1) HOXA10: és un gen que controla l'organogenesi uterina durant el desenvolupament
embrionari i la diferenciaci6 endometrial durant I'época adulta. Yoshida i col-laboradors van
descriure que HOXA10 regula I'expressié de E-cadherina i que la disminucié d’expressié de
HOXA10 pot contribuir en la progressio del carcinoma endometrial mitjangant I'activacié d’'EMT
(Figura 13). Aquesta ruta probablement aniria mediada per la metilaci6 del promotor de

HOXA10 i la supressi6 de I'expressio del factor de transcripcié Snail [340].

2) Twist. és un factor de transcripcié de la familia bHLH que indueix EMT. Es troba molt
associat a invasié miometrial juntament a la disminucié de I'expressio de E-cadherina [341]
(Figura 13).

3) ERM/ETVS: és un factor de transcripcio de la familia Ets que ha estat associat a 'activacio
de proteases degradadores de la matriu extracel-lular [342] (Figura 13). ERM/ETV5 i els seu
mecanisme d’accié en el carcinoma endometrial han estat I'objecte d’estudi en aquesta tesi, és

per aixo que es desenvolupara més extensament en un proper apartat.

4) AML1/RUNX1: és un factor de transcripci6 també sobreexpressat en el carcinoma
endometrial [343] i correlaciona amb ERM/ETV5 durant el procés d’infiltracié en el carcinoma
endometrial [344] (Figura 13).

5’methylation
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Figura 13. Molécules implicades en la invasié miometrial i

metastasi del carcinoma endometrial [13].

En resum, la invasié miometrial és deguda a un conjunt de processos cel-lulars i a la implicacio
d’'un grup de molécules. Com ha estat citat anteriorment, la infraexpressié de E-caderina
durant la trancisio epiteli mesénquima, aixi com les modificacions en la resta de molecules
implicades en els contactes cél-lula-cél-lula, aporta a les cél-lules el fenotip migrador. A més,
en el procés d’invasido miometrial també hi ha implicacié de rutes de senyalitzaci6 alterades i
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factors de transcripcié. Des d’un punt de vista clinic, és important la cerca de nous marcadors
que permetin caracteritzar els esdeveniments inicials de la disseminacié tumoral, aixi com el
desenvolupament de noves terapies dirigides contra aquestes cél-lules tumorals disseminades
i les micrometastasis generades.
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4. El factor de transcripcio ETVS5 i la seva implicacié en el carcinoma
endometrial

La regulacié de I'expressid génica és controlada a través de I'accid6 combinada de multiples
factors de transcripcid, els quals actuen activant o reprimint la transcripcié de gens diana. Es
important identificar els promotors del gens diana que son regulats pels factors de transcripcié
per aixi determinar els mecanismes moleculars que controlen la transcripcié. A més, la
identificacid dels promotors dels gens diana de factors de transcripcié amb caracteristiques
normals o oncogéniques permet conéixer els gens implicats en el creixement normal de les

cel-lules, la diferenciacid i, evidentment, els gens implicats en els processos metastatics.

4.1. La familia Ets

Aquesta familia de 30 proteines comparteixen el domini ETS [345] i és el que permet a aquests
factors de transcripcié unir-se a una sequiéncia Unica del DNA GGAA/T anomenada sequéncia
EBS (“Ets binding site”) [346]. Les sequéncies situades a ambdods costats de la seqliiéncia EBS
és el que determina I'especificitat d’unié per a cada membre de la familia Ets [347,348]. Les
proteines que pertanyen a la familia Ets poden actuar com a reguladors positius o negatius en
l'expressid6 de gens implicats en el control de la proliferacié cel-lular, diferenciacio,
desenvolupament, hematopoesi, apoptosi, metastasi, remodelacié tissular, angiogénesi i
transformacio6 (Figura 14). A part de la seva importancia en el control del funcionament normal
de la céllula, les proteines de la familia Ets també han estat implicades en processos malignes.
Per exemple, els gens Ets, FLI1, TEL i ERG formen proteines quimeriques responsables de
tumorogeénesi [349]. A més també s’ha trobat la sobreexpressio dels factors Ets [350,351,344] o
la seva pérdua [352] durant el desenvolupament del cancer.

ETS in Cancer
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Figura 14. Implicacio dels factors de transcripcié ETS en cancer [14]
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Els membres d’aquesta familia de factors de transcripcid es classifiquen en grups segons la
sequiencia del domini Ets, la posicié del domini en la proteina i la presencia d’altres dominis
funcionals conservats. Els 13 grups que s’identifiquen sén: ETS, TEL, YAN, SPI, ERG, PEA3,
ELF, DETS4, ELK, GABP, ER71, ERF i ESE [353].

4.1.1. Els gens ETS en cancer

La importancia dels gens ETS en la carcinogénesi humana ha estat demostrada per l'alteracié
dels patrons d'expressié dels gens ETS degut a amplificacié o delecid6 cromosomica, o bé
translocacions o trencaments observats en leucémies i tumors solids. L’activacié oncogénica
pot donar-se per varis mecanismes incloent amplificacié i/o sobre-expressio, activacié degut a
la insercié de noves sequéncies reguladores, fusié amb altres proteines degut a translocacions
cromosomiques o bé mutacions puntuals [354,355,356]. Per exemple, la translocacié del gen
Fli1 al locus EWS en el sarcoma de Ewing dona lloc a una proteina quimérica amb major
potencial com a factor de transcripcid. Altres exemples, Ets2 es troba sobre-expressat en
cancer de prostata i mama i aquesta sobre-expressié és necessaria per a la transformacio de

les cél-lules cancerigenes. Alhora, Ets1 és un indicador prondstic negatiu [348].

Els gens ETS també han estat implicats en els processos d’invasio, angiogénesi i supressio
tumoral. Com ja ha estat mencionat anteriorment, EMT és imprescindible per a que les cél-lules
tumorals esdevinguin invasives i metastatiques. Gens diana de Ets, com les MMPs i d’altres
proteases, son responsables de I'activacié d’enzims imprescindibles per a la dissolucié dels
components de la matriu extracel-lular. D’altra banda, s’ha demostrat que I'expressié dels
factors ETS1, ERG i FLI1 correlaciona amb la incidéncia d’angiogénesi durant el
desenvolupament normal i tumoral [357]. Els tumors sovint produeixen VEGF, el qual indueix la
produccié de ETS1 per les cél-lules endotelials durant la neovascularitzacié [358]. Estudis
recents descriuen el paper dels factors ETS com a supressors tumorals. La majoria dels
carcinomes humans tenen un origen epitelial. Un subgrup de factors ETS (ESE1, ESE2, ESE3 i
PDEF) s’expressen en teixits epitelials com mama, prostata i colon, teixits susceptibles a
desenvolupar cancer. Aquests estudis indiquen l'infraexpressié d’alguns dels membres d’aquest

subgrup durant la tumorogénesi.

D’entre els multiples gens diana de la familia Ets que sén importants per a la progressio tumoral
es troben els que controlen la proliferacié cel-lular (ciclines i cdks), adhesié (caderines,
integrines, molécules d’adhesié cel-lular), motilitat i migracié (vimentina), supervivéncia cel-lular
(Bcl-2), invasio (iPA, MMPs, TIMPs), extravasacié (MMPs, integrines), micrometastasis i
establiment i manteniment de metastasis a distancia i angiogénesi (integrina B3, VEGF)
[359,348].
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4.2. La subfamilia PEA3

Aquest grup esta compost per 3 membres: ERM/ETV5, Er81 (o ETV1) i Pea3 (o E1Af o ETV4)
[360,361,362] els quals comparteixen el domini ETS (amb una semblanga de més del 95%) i
dos dominis de transactivacio, un col-locat en I'extrem n-terminal i l'altre situat en I'extrem c-
terminal (amb una semblanca de més d’'un 85%) [363].

Com en els altres membres de la familia Ets, és improbable que aquests factors de transcripcié
actuin sols en la regulacié de la transcripcié dels seus gens diana. De fet interaccionen amb
d’altres proteines fent que, com a complexes, puguin actuar [364,365]. Aixi, per exemple, ETV5
interacciona amb les proteines TAF,60, TBP i TAF,40 [366]. També interacciona amb el
receptor d’androgens, el qual media la repressié de la transactivacio d’ETV5 [364]. La proteina
c-Jun, membre del complex AP1, també interactua amb ETV5 per augmentar la transcripcio
[367].

A més, els membres de |la familia PEA3, com molts altres factors de transcripcid, necessiten de
modificacions post-traduccionals que regulin la seva activitat. La modificacié més habitual dels
membres PEA3 és la fosforilacié de serines i treonines, ja que son diana de la via MAPK [368].
ERM/ETV5 i Er81 son fosforilades també a través de la via de PKA [369]. Les modificacions
post-traduccionals en lisines sén també d’especial importancia en la regulacié de la transcripcié
[370].

Com ja s’ha mencionat anteriorment, els membres de la subfamilia PEA3 s’expressen durant
els processos de remodelacio, diferenciacié i proliferacié cel-lular. Es per aixd que és important
coneixer quins sén els seus gens diana. Existeixen alguns autors que relacionen aquests
factors de transcripcié amb la regulacié de les proteases degradadores de matriu extracel-lular
(MMP) les quals estan implicades en la remodelacié de la matriu extracel-lular, fet important en
la metastasi. Ha estat descrita la preséncia d’elements d’unié a membres de la familia ETS en
tots els promotors induibles de metal-loproteases de matriu MMPs [371]. A més, s’ha descrit un
paper del membre ETS-1 com a regulador de I'expressié de les proteases MMP-1, MMP-3,
MMP-9, del plasminogen tipus uroquinasa (uPA), aixi com del factor de creixement vascular
endotelial (VEGF) i del seu receptor, fet que el relaciona amb I'angiogénesi, la migracio cel-lular
i la invasio tumoral associada a l'increment de I'activitat proteolitica de les cél-lules tumorals
invasores [356]. L'expressié d'un membre de la familia PEA3, ETV4 ha estat correlacionada
amb la sobreexpressié d’MMP-1 i la progressio del cancer colorectal [372].

Existeixen varis estudis que relacionen I'expressio de ERM/ETV5, Er81 i Pea3 amb processos
carcinogeénics del tracte gastrointestinal [373], pulmé [374], ovari [375], mama [376] i, descrit

més recentment pel nostre grup, endometri [344].

En resum, els membres de la subfamilia PEA3 son factors de transcripcié de la familia Ets que
tenen un paper important en els processos tumorals, en particular regulen I'expressio de gens

implicats en metastasi i proliferacio.
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4.3. El gen ERM/ETV5

El gen ETV5 també anomenat ERM pertany a la subfamilia PEA3 de factors de transcripcio
ETS. El gen huma consta de 14 exons distribuits al llarg de 65 kd de DNA gendmic. Estudiant
les parts del gen es poden diferenciar dos dominis funcionals principals, el domini acidic o de
transactivacio i el domini ETS o d’unié al DNA. Aquests dos dominis es troben, cadascun,
codificats per tres exons diferents. La regié 3’ no traduida d'ERM/ETVS consta de 2.1 kb,
mentre que la regidé 5’ consta de 0.3 kb; aixd permet que la transcripcié dERM/ETV5 generi un
transcrit de 4 kb.

El gen ERM/ETV5 huma es troba localitzat a la regio 28 del brag llarg del cromosoma 3 [377].
ERM/ETV5 codifica el factor de transcripci6 ERM/ETV5 que es troba implicat en processos de
desenvolupament, perod el seu rol especific al llarg d’aquest procés no esta clar.

ERM/ETVS, a part de jugar un rol en processos de desenvolupament, també ha estat relacionat
amb l'oncogénesi degut a fendmens de sobreexpressio, mutacié o translocacié. Com ja s’ha
mencionat anteriorment, hi ha constancia de la relacié entre la subfamilia PEA3 i 'oncogénesi
mamaria. S’ha observat sobreexpressio d’aquest gen en diversos tumors mamaris, aixi com en

tumors mamaris induits [378,379].

4.4. ERM/ETV5 en el carcinoma endometrial

Finalment, membres de la familia ETS han estat relacionats amb la malignitat en el carcinoma
endometrial. En concret, la sobreexpressio del gen Elf-1 es relaciona amb el potencial maligne

del carcinoma endometrial [380,381].

Estudis recents realitzats en el nostre grup han demostrat la sobreexpressio del gen ERM/ETV5
en el carcinoma endometrial endometrioide a través del procés tumorogeénic. Els resultats de
l'estudi d’hibridacié dels microarrays de cDNA el situaven com al gen amb major
sobreexpressio en condicions tumorals [343]. Els resultats obtinguts van ser validats per RT-Q-
PCR utilitzant un panell de mostres que cobrien des de I'estadi IA en que no hi ha invasié fins a
estadis metastatics IllA, suggerien que ERM/ETV5 es troba sobreexpressat en els estadis
inicials del desenvolupament del carcinoma endometrial i es troba associat a I'estadi IC, on més
del 50% del miometri presenta infiltracid. Aquests resultats van ser validats mitjangant
immunohistoquimica sobre array de teixit (TMA) utilitzant mostres que cobrien tot el procés
tumorogénic, observant-se la sobreexpressio de ERM/ETV5 a mida que el carcinoma avanga
des de I'endometri atrofic a carcinoma, passant per la hiperplasia simple i complexa [344]
(Figura 15).
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Nivell d’expressio d'ETVS5/ERM

HC EEC

Figura 15. Imatge dels punts dels TMAs amb marcatge d’ETV5/ERM: composicio
d'imatges de punts dels diferents arrays de teixit. La imatge mostra el nivell
d’expressié proteica d’'ETV5/ERM en cadascun dels teixits: endometri atrofic EA (0-
1), hiperplasia simple HS (0-2), hiperplasia complexa HC (1-3) i carcinoma
endometrial endometrioide EEC (1-3). Els cercles grisos representen els nivells
d’expressié no existents [344]

Aquests resultats van permetre proposar un paper important ERM/ETV5 durant els estadis
inicials de la tumorogénesi endometrial, el qual podria estar associat al punt d’inici de la
infiltracié miometri, i han estat el punt de partida d’aquesta tesi doctoral.
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OBJECTIUS

1. Caracteritzaci®é del mecanisme d’acci6 de ERM/ETV5 durant els estadis inicials de la

tumorogénesi endometrial associats al punt d’inici de la infiltracié miometrial.

1.1. Estudi de l'activitat gelatinasa associada a la sobreexpressio de ERM/ETV5 en la
linia cel-lular de cancer d’endometri Hec-1A.

1.2. Estudi de la interaccié especifica del factor de transcripci6 ERM/ETV5 amb el
promotor de la metal-loproteasa MMP-2, aixi com dels efectes en la capacitat
migratoria de les cél-lules degudes a la sobreexpressio de ERM/ETV5 a través de

I'activitat gelatinolitica de MMP-2.

1.3. Analisi de [lassociacid entre la sobreexpressi6 de ERM/ETV5 i [lactivitat
gelatinolitica de MMP-2 en un model de ratolins ortotdpic de carcinoma endometrial.
Estudi del patré d’invasié observat en els tumors generats mitjangant les cél-lules de
carcinoma endometrial Hec-1A, Hec-1A GFP i Hec-1A GFP-ERM/ETVS.

1.4. Validacio de la relacio entre la sobreexpressiéo de ERM/ETV5 i I'activitat gelatinasa

de MMP-2 en mostres humanes de carcinoma endometrial.

2. Caracteritzaci6 dels mecanismes moleculars associats a la sobreexpressiéo de ERM/ETVS en

la tumorogénesi endometrial.

2.1. Analisi diferencial dels perfils proteics associats a la sobreexpressié del factor de
transcripcio ERM/ETVS.

2.2. Estudi dels processos bioldgics i interaccions géniques alterades degut a la
sobreexpressio de ERM/ETV5 mitjangant el software Ingenuity Pathways Analysis
(IPA).

2.3. Estudi de la relacié entre la sobreexpressié de ERM/ETV5 i la induccié de
I'expressio de la proteina Hep27, aixi com de la seva localitzacié cel-lular i implicacié en

la proteccié enfront I'estrés oxidatiu.

3. Aproximacié protedmica per a caracteritzar components especifics del front d’invasié o
l'estroma reactiu mitjangant la comparacié de l'area invasiva del tumor anvers el tumor

superficial i el teixit normal provinents de la mateixa pacient.
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INFORME DEL DIRECTOR DEL FACTOR D’IMPACTE DELS ARTICLES
PUBLICATS

ERM/ETVS up-regulation plays a role during myometrial infiltration through MMP-
2 activation in endometrial cancer. Marta Monge, Eva Colas, Andreas Doll, Marta
Gonzalez, Antonio Gil-Moreno, Jesus Planaguma, Maite Quiles, Maria Antonia Arbos, Angel
Garcia, Josep Castellvi, Marta Llaurado, Marina Rigau, Hafid Alazzouzi, Jordi Xercavins,
Francesc Alameda, Jaume Reventos and Miguel Abal. Cancer Research 2007 67(14):6753-9.

Factor d’'impacte: 7.672

Informe del director per a especificar la participacié de la doctoranda Marta Monge i Azemar en

la realitzacié del treball de la qual és co-primera autora:

Clonatge del factor de transcripci6 ERM/ETV5 en fusié amb la proteina verda fluorescent
(GFP), en vectors d’expressio.

Generacio de cultius cel-lulars estables en la linea Hec-1A que sobreexpressen les diferents

construccions.

Caracteritzacié de I'expressid de les proteines sobreexpressades mitjangant western blot i

immunofluorescéncia.

Estudis d’activitat enzimatica gelatinasa mitjangant técniques de zimografia en les linies
cel-lulars generades, mitjangcant fluorimetria en tumors generats en models animals a partir de
les linies establertes, i mitjangant microscopia de fluorescencia en mostres humanes de

carcinoma d’endometri.

Analisi dels llocs Ets en el promotor de MMP-2, i validacié de la uni6 de ERM/ETV5 a aquest

promotor mitjangant immunoprecipitacié de cromatina.

Caracteritzacié de I'expressi6 de ERM/ETVS5 i MMP-2 en mostres de pacients mitjangant

immunohistoquimica en arrays de teixit de cancer d’endometri.
Tractament estadistic de les dades obtingudes en els diferents assajos.

Definicio d’'estratégies experimentals, posta a punt de les tecniques emprades, discussié de

resultats, i elaboracié del manuscrit.
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Proteomic approach to ETV5 during endometrial carcinoma invasion reveals a
link to oxidative stress. Marta Monge, Andreas Doll, Eva Colas, Antonio Gil-Moreno, Josep
Castellvi, Berta Diaz, Marta Gonzalez, Jordi Xercavins, Francesc Alameda, Francesc Canals,

Franco Gabrielli, Jaume Reventos and Miguel Abal. Carcinogenesis (en revisio).

Factor d’'impacte: 5.406

Informe del director per a especificar la participacié de la doctoranda Marta Monge i Azemar en

la realitzacioé del treball de la qual és co-primera autora:

Clonatge del factor de transcripci6 ERM/ETV5 en fusi6 amb la proteina verda fluorescent

(GFP), en vectors d’expressio.

Generacio de cultius cel-lulars estables en la linea Hec-1A que sobreexpressen les diferents

construccions.

Analisi protedmic mitjangant tecnologia DIGE: preparacid de les mostres, electroforesi
bidimensional amb marcatge fluorescent i analisi comparatiu i quantificacié estadistica

mitjangant I's del software DeCyder v6.0.
Identificacié proteica per espectrometria de masses MALDI-TOF.

Analisi funcional de les proteines sobre- o infraexpressades mitjangant el software Ingenuity
Pathway Analysis (IPA).

Validacio dels resultats obtinguts mitjangant western blot i immunofluorescencia.

Caracteritzacié de I'expressié de la proteina Hep27 mitjangant western blot, fraccionament

cel-lular i immunofluorescéncia.

Validaci6 de la localitzacié de la proteina Hep27 en tumors generats en models animals a partir
de les linies establertes aixi com mostres humanes de carcinoma d’endometri mitjangant

immunohistoquimica.

Analisi dels llocs Ets en el promotor de Hep27, i validacié de la uni6 de ERM/ETV5 a aquest

promotor mitjangant immunoprecipitacié de cromatina.
Estudis d’estrés oxidatiu en les linies cel-lulars establertes.
Tractament estadistic de les dades obtingudes en els diferents assajos.

Definicié d’estratégies experimentals, posta a punt de les técniques emprades, discussio de

resultats, i elaboracié del manuscrit.
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Proteomic approach to endometrial carcinoma invasion front. Marta Monge,
Andreas Doll, Eva Colas, Antonio Gil-Moreno, Josep Castellvi, Angel Garcia, Nuria Colome,
Assumpcié Perez-Benavente, Nuria Pedrola, Xavier Dolcet, Santiago Ramon y Cajal, Jordi
Xercavins, Xavier Matias-Guiu, Francesc Canals, Jaume Reventos and Miguel Abal. Molecular
& Cellular Proteomics (en revisio).

Factor d’'impacte: 9.425

Informe del director per a especificar la participacid de la doctoranda Marta Monge i Azemar en

la realitzacio del treball de la qual és co-primera autora:

Recollida de mostres provinents de I'Hospital Universitari Vall Hebron (Barcelona) i I’'Hospital

Arnau de Vilanova (Lleida).

Analisi protedmic mitjangant tecnologia DIGE: preparacid de les mostres, electroforesi
bidimensional amb marcatge fluorescent i analisi comparatiu i quantificacid estadistica

mitjangant I'Us del software Progenesis Samespots v2.0.
Identificacié proteica per espectrometria de masses MALDI-TOF.

Analisi funcional de les proteines sobre- o infraexpressades mitjangant el software Ingenuity
Pathway Analysis (IPA).

Validacio dels resultats obtinguts mitjangant western blot.

Estudi de la preséncia i relaci6 amb estrés oxidatiu de la proteina BLVRB en el front de
migracié d’'una monocapa de cél-lules de carcinoma endometrial sotmeses a ferida i tractament

amb antioxidant mitjangant immunofluorescencia.

Validacié de la presencia de la proteina BLVRB en el front d’invasié en talls de carcinoma

endometrial huma mitjangant immunohistoquimica.
Tractament estadistic de les dades obtingudes en els diferents assajos.

Definicié d’estratégies experimentals, posta a punt de les técniques emprades, discussio de
resultats, i elaboracié del manuscrit.
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El cancer d’'endometri és la malaltia ginecologica més comuna i representa la quarta neoplasia
més frequient en la dona en els paisos desenvolupats després del cancer de mama, colorectal i
pulmé [19]. Actualment, i basicament gracies a [l'aparici6 de simptomatologia com la
metrorragia, és possible diagnosticar el 80% dels casos de EEC en estadiatge | F.I.G.O. i per
tant, poder aplicar cirurgia i presentar un bon prondstic. Com ja s’ha mencionat anteriorment,
I'estadiatge | F.1.G.O. inclou tres subtipus determinats en funcié de I'afectacié de 'endometri
(estadi IA) i la preséncia d'infiltracié miometrial, estadi IB quan I'afectacio és menor al 50%, i
estadi IC quan I'afectacid supera el 50% [8]. Aquest ultim grup correspon a les pacients amb
major risc de recurréncia després d’aplicar cirurgia i que, per tant, els cal aplicar un tractament
adjuvant, basat quasi exclusivament en radioterapia i quimioterapia. Durant els darrers anys
s’ha aprofundit en el diagnostic i prondstic del carcinoma endometrial, perd ha estat clara la
necessitat d’aprofundir en els aspectes genétics i els successos moleculars associats al procés

tumorogénic del carcinoma endometrial.

Per aquest motiu el nostre grup es va centrar en la identificacié de nous gens implicats en el
EEC. La recerca plantejada va ser I'estudi dels patrons d’expressié génica diferencial entre el
teixit endometrial sa, hiperplasic i tumoral, aixi com la cerca de nous gens associats al fenotip
carcinomatés endometrial amb potencial valor diagnostic i/o prondstic. Mitjangant I'is de
microarrays de cDNA i comparant mostres de pacients amb carcinoma endometrial
endometrioide en diferents estadis anvers mostres d’endometri proliferatiu normal i endometri
atrofic, es va trobar que els dos gens majorment sobreexpressats eren RUNX1/AML1 i
ERM/ETV5 i a més, aquests dos gens es troben sobreexpressats en l'adenocarcinoma
endometrial endometrioide, concretament en la fase en la qual el carcinoma esdevé invasiu.
Aquests resultats son un exemple de la necessitat de continuar en I'analisi genétic i molecular
per a identificar els esdeveniments que es donen durant el procés tumorogénic, i ja

concretament els esdeveniments que s’estan donant en Il'inici de la invasié miometrial.

Partint d’aquest coneixement, ens vam plantejar la caracteritzacié del mecanisme d’acci6 del
factor de transcripci6 ERM/ETV5 en el carcinoma endometrial endometrioide, i aportar les claus
dels esdeveniments inicials d’invasio i disseminacié del carcinoma endometrial. La possibilitat
de conéixer els mecanismes moleculars en EEC associats a linici de la invasié tumoral
representaria una millora clara en la cerca de dianes implicades en la metastasi. Alhora, tot
aquest coneixement seria de gran utilitat per a poder classificar les pacients, ja que I'afectacié
miometrial determina un augment en I'index de recidives després d'un primer tractament

quirdrgic i una disminucié de la supervivéncia després de cinc anys.

Es per aix0 que el primer plantejament dut a terme tenia per objectiu caracteritzar la possible
activitat gelatinasa associada a la sobreexpressié de ERM/ETV5 durant els estadis inicials de la
tumorogénesi endometrial associats al punt dinici de la infiltraci6 miometrial. Kaya i

col-laboradors destaquen que la progressié tumoral i 'augment d’expressié de proteases
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degradadores de matriu extracel-lular (MMP) es troben molt relacionades amb la capacitat
invasiva que confereixen els factors de transcripcio de la familia Ets [387]. Concretament, en el
seu estudi, determinen que la sobreexpressié del factor de transcripci6 E1AF en una linia
cel-lular de cancer de mama indueix major activitat migratéria i invasiva a les cél-lules,
juntament amb un augment en l'expressi6 de MMP-9. Més tard es va descriure que la
preséncia de gelatinases actives en el carcinoma endometrial resulta en alteracions del

microambient que promou la invasié tumoral i metastasi [381,342].

Amb aquests precedents, en un primer moment vam demostrar que la sobreexpressio del factor
de transcripci6 ERM/ETV5 en la linia cel-lular de cancer d’endometri Hec-1A, resultava en un
augment de I'activitat gelatinasa. La metal-loproteasa-2 (MMP-2) és un enzim amb activitat
gelatinasa responsable de la degradacié dels dominis helix del col-lagen tipus IV, aquest és el
principal component de la membrana basal. Ha estat descrit que els promotors induibles de les
MMP presenten elements conservats PEA3, els quals son punt d’'unié dels factors de
transcripcioé de la familia Ets, on s’inclou ERM/ETV5 [371]. Coneixent aquests antecedents i a
partir dels resultats que teniem, mitjangcant immunoprecipitaci6 de cromatina vam poder
demostrar la unio especifica del factor de transcripcié6 ERM/ETV5 a la regié promotora de MMP-
2 en la linia cellular estable Hec-1A GFP-ERM/ETV5. A continuacio, utilitzant un model
ortotopic de cancer d’endometri en ratolins nuus realitzat en el nostre laboratori vam confirmar
la correlacio existent entre la sobreexpressié de ERM/ETV5 i I'activitat gelatinasa de MMP-2. La
sobreexpressio de ERM/ETVS va resultar en 'augment tant dels nivells de MMP-2 com de la
seva activitat proteolitica. Finalment, aquest resultats van ser traslladats a mostres humanes.
Utilitzant un TMA amb més de 70 mostres representatives del procés tumorogénic en el EEC,
es va observar una correlacié significativa entre I'expressio proteica de ERM/ETV5 i MMP-2 en
les glandules epitelials. D’acord amb aquests resultats, recentment ha estat publicat que
I'expressié de MMP-2 pot ser utilitzada com a valor predictiu per als carcinomes endometrials
en estadi | [391]. A més, els experiments de zimografia in sifu sobre seccions tissulars de
carcinoma endometrial huma en estadi IC, mostraven que aquest augment d’expressid proteica
de MMP-2 es corresponia amb I'augment de I'activitat gelatinolitica de la proteina i que aquesta
es localitza en les glandules epitelials, on ja anteriorment, en el nostre grup, s’havia descrit que
ERM/ETVS5 es troba sobreexpressat [344]. Existeix una altre gelatinasa, MMP-9 la qual ha estat
associada amb infiltracié inflamatoria [392,393]. El fet que en les mostres del EEC utilitzades
per I'estudi no existeixi infiltracié inflamatoria suggereix que l'activitat gelatinolitica observada
en la zimografia in situ és deguda a I'activitat de MMP-2. Els resultats obtinguts en aquest
treball estan en linia amb d’altres estudis que correlacionen I'expressié de membres de la
familia Ets amb gens implicats en la remodelacié de la matriu extracel-lular. Per exemple,
Nerlov i col-laboradors van descriure que Ets-1 controla I'expressié del promotor de dues
metal-loproteases, stromelisin-1 (0 MMP-3) i col-lagenasa-I (0 MMP-13) i també del promotor de
I'activador de plasminogen uPA [396]. Alhora, també s’ha descrit que en el carcinoma hepatic
Ets-1, induit pel factor de creixement hepatic, estimula la sobreexpressié de MMP-7 [397].

ETV4 un altre membre dels factors de transcripcid de la familia Ets, esta implicat en la
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progressio tumoral del carcinoma colorectal i gastric a través de la induccié de I'expressié de
MMP [372]. De totes maneres, no s’ha trobat cap mena de correlacié entre I'expressié de
ERM/ETVS5 i I'activitat MMP en aquests dos tipus de carcinomes.

Amb la intenci6 d’anar una mica més enlla i analitzar el significat de la correlacié entre
I'expressié de ERM/ETVS5 i l'activitat gelatinolitica en el carcinoma endometrial, vam poder
descriure un nexe funcional entre la sobreexpressié de ERM/ETV5, causant d’'un augment de la
motilitat i dispersié de les cél-lules, i 'augment de I'activitat gelatinolitica, causant de la
modificacié de la interfase cél-lula-substrat. Per a determinar I'efecte especific de ERM/ETV5
mediat per MMP-2, vam utilitzar tant RNA d’interferéncia anvers la proteina de fusi6 com un
inhibidor especific de l'activitat gelatinasa i vam ser capacgos de revertir I'efecte dispersador
causat per la sobreexpressi6 de ERM/ETVS5. D’acord amb aquests resultats, Hahne i
col-laboradors van descriure que la sobreexpressié de Ets-1 en cél-lules epitelials tumorals
Hela resultava en un augment de la motilitat [398]. A més, es va descriure que Ets-1 esta
implicat en la migracid i invasié tumoral, resultat que correlaciona amb un augment de I'activitat

proteolitica de les cél-lules cancerigenes invasores [356].

De manera semblant, ETV4 s’ha descrit implicat en el potencial invasiu de linies cel-lulars
tumorals com neuroblastoma [399], cél-lules de carcinoma bucal [400] i carcinoma d’ovari [401].
A més, en el model animal hem mostrat que la capacitat migratoria degut a la sobreexpressio
de ERM/ETVS es tradueix en un patré d’infiltracid6 miometrial més agressiu, amb un perfil
infiltrant en el front d’'invasié del tumor. La implantacié del tumor en el teixit originari és un
procés essencial ja que el resultat del procés metastatic depén de la interaccio de les cél-lules

metastatiques amb I'ambient dels diferents organs [402].

Finalment, la major capacitat invasiva dels tumors ortotopics generats que sobreexpressen
ERM/ETV5 va ser confirmada a nivell de tumorogénesi humana. Planaguma i col-laboradors
van caracteritzar la sobreexpressio de ERM/ETV5 en l'estadi IC del EEC, on es dona >50%
d’infiltracié miometrial [344] i a continuacid el nostre estudi ha demostrat un marcat augment de
I'expressié6 de ERM/ETV5 i MMP-2 en el front d’invasid, suggerint que existeix una accio
coordinada i activa entre aquestes dues proteines en el moment de la invasid® miometrial.
D’acord amb les dades exposades, havia estat descrit que I'expressié elevada de MMP-2
conjuntament amb un baix nivell de I'inhibidor especific de MMP-2 sén dos marcadors de la
tumorogénesi endometrial amb elevat risc per a dur a terme disseminacio local i a distancia
[403]. A més, recentment, s’ha descrit que quan MMP-2 s’expressa en cél-lules tumorals de
mama esta implicat en la promocioé successiva de metastasis pulmonars [404]. Els resultats
exposats ens permeten suggerir que en el EEC, ERM/ETV5 podria actuar a través de MMP-2
per a donar capacitat invasiva associada al punt d’inici de la invasié miometrial. Es per aixd que
la possibilitat de conéixer els mecanismes moleculars en EEC associats a [‘inici de la invasio

tumoral representaria una millora clara en la cerca de dianes implicades en la metastasi.
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En el seglient estudi, molt relacionat amb l'anterior, I'objectiu plantejat es centrava en el
coneixement de les alteracions moleculars associades a la sobreexpressio del factor de
transcripcio ERM/ETV5 durant la infiltracié miometrial en el carcinoma d’endometri, permetent
la identificaci6 de nous marcadors moleculars o dianes terapéutiques que, presumiblement,
estarien sota el control de lactivitat transcripcional de ERM/ETV5. Es per aixd que el
plantejament es va centrar en I'analisi comparatiu dels patrons d’expressié proteica diferencial
de la linia cel-lular Hec-1A que sobreexpressa de forma estable la proteina de fusié GFP-
ERM/ETV5 anvers la linia cel-lular sense transfectar i la que presenta el vector GFP buit.
Aquest objectiu es va abordar mitjancant I'is de técniques protedmiques, concretament
mitjangant electroforesi bidimensional amb marcatge fluorescent (2D-DIGE) i espectrometria de

masses.

L’analisi protedmic mitjangant DIGE permet augmentar la deteccidé i quantificacié de les
proteines diferencials entre les mostres d’'un experiment. La inclusié d’un estandard intern que
és representacié de totes les mostres presents en I'experiment, ha permeés realitzar
comparacions més precises i eliminar les diferéncies intra-gels. La técnica 2D-DIGE implica el
marcatge de les proteines de les diferents mostres amb diferents fluorocroms, permetent la
comparacié de dues mostres diferentment marcades en un mateix gel i que totes les mostres
siguin sotmeses a les mateixes condicions tant en la primera com en la segons dimensio,
limitant-se aixi la variacié experimental i assegurant-se la maxima coincidéncia entre els gels de

I'experiment (Figura 16).

El fet que dues mostres puguin ser analitzades en un mateix gel, ja que es marquen amb

fluorocroms diferents, permet reduir el nombre de gels necessaris per a dur a terme

Detection and quantification in each gel Figura 16. Analisi imatge.
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'experiment. Realitzar experiments mitjancant 2D-DIGE juntament amb I'ds d’'un software
d’analisi d'imatges adequat permet detectar i quantificar de forma més acurada les diferéncies

d’expressio entre les mostres amb una significacié estadistica de confiancga.

En qualsevol estudi bioldgic és important aportar valor estadistic als resultats obtinguts, i
I'analisi protedmic mitjangant DIGE ofereix aquesta possibilitat a través dels valors de t-test o
anova associats a cada una de les diferéncies proteiques observades. Aixd ha estat possible
gracies a la introducci6 de l'estandard intern en cada un dels gels, ja que permet la
normalitzacié dels valors obtinguts i I'eliminacié de les diferéncia inter- i intragels [1].

En aquest treball, hem realitzat una aproximacié protedmica associada a la sobreexpressio de
ERM/ETV5 durant la infiltraci® miometrial en el carcinoma d’endometri. Es per aixd que,
mitjangant la técnica 2D-DIGE vam comparar les tres linies cel-lulars desenvolupades en el
treball anterior, Hec-1A, Hec-1A GFP i Hec-1A GFP-ERM/ETVS. Mitjancant MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-of-Flight) va ser possible identificar prop de
cinquanta proteines que estarien sota el control de la sobreexpressié de ERM/ETV5. Amb
I'objectiu de determinar els processos biologics que estaven alterats degut a la sobreexpressio
del factor de transcripci6 ERM/ETV5, es van carregar les dades géniques de les proteines

identificades al software Ingenuity Pathways Analysis (IPA).

Aquest software disposa d’'una potent i extensa base de dades i un sistema d’analisi per a
poder donar explicacié a com les proteines estan interaccionant per a produir efectes en les

cél-lules o com actuen en vies metabdliques i processos de senyalitzacio cel-lular.

L’analisi de les nostres dades ens indicava que la migracio cel-lular i l'invasio eren les vies
moleculars majorment alterades a través de la senyalitzacié per TGF-3 i progesterona i la
regulacié del citoesquelet. Com ja s’ha mencionat anteriorment, en el nostre grup havia estat
descrit que la sobreexpressié de ERM/ETV5 en el carcinoma endometrial correlaciona amb el
grau d’infiltracié miometrial [344] i en el treball préviament presentat s’aporten resultats in vitro i
in vivo que demostren que ERM/ETV5 actua a través de MMP-2 per a donar aquesta capacitat
invasiva associada al punt d’inici de la infiltracié miometrial [405]. Anteriorment s’ha descrit que
la progesterona presenta un efecte inhibidor del creiexement en el carcinoma endometrial, per
tant la progesterona i el seu receptor juguen un paper important en la regulacié de les
propietats invasives de les cél-lules del carcinoma endometrial [321]. D’altra banda, també ha
estat descrita la reorganitzacio del citoesquelet d’actina durant la migracioé cel-lular i invasié dels
processos tumorogénics [407] aixi com la sobreexpressié durant la invasié i en cél-lules
tumorals metastatiques de molécules que estableixen comunicacié entre els senyals migratoris
i el citoesquelet d’actina [408]. Relacionat amb el citoesquelet d’actina, Gimona i col-laboradors
van descriure que és possible localitzar polimeritzacié de filaments d’actina relacionats amb
protrusions en la membrana com a resposta a la migracio, a estimuls quemotactics i a la
degradacié de la matriu extracel-lular per podosomes i invadipodia [409]. Finalment, en el
carcinoma endometrial la migracié cel-lular depenent d’hormones esta relacionada amb el

trencament de les fibres d’estrés, 'acumulacié d’actina en la periféria cel-lular i la formacié de
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lamellipodia, filopodia i protuberancies puntiformes de la membrana [410]. Pel que fa a TGF-(3,
I'altre eix de senyalitzaci6 alterat degut a la sobreexpressié de ERM/ETVS en la linia cel-lular de
cancer d’endometri Hec-1A, aquesta és una molécula que pot actuar com a supressor tumoral
o com a factor pro-oncogenic, en estadis avancgats de la malaltia pot tenir efecte en el tumor i,
en les céllules estromals, pot estimular la invasid, angiogénesi i metastasi i pot inhibir la
immunitat responsable de la supervivéncia [411]. Aquesta evidéncia déna suport a la necessitat
de cercar noves estratégies terapeutiques contra la senyalitzacié duta a terme per TGF-3 per
tal d’inhibir la seva activitat com a factor promotor de la tumorogénesi, invasio i metastasi [412].
En referéncia a la invasido miometrial del carcinoma d’endometri, s’ha observat que en EEC de
tipus 1, les alteracions en la senyalitzacié per TGF-$ aixi com la localitzacio de SMADs pot ser
important en la infiltracié de la paret miometrial [413]. A més, la invasié miometrial implica un
augment en l'activitat gelatinasa que en cert punt pot ser regulada per TGF-f1 de manera
autocrina o paracrina [339].

El canvi d’expressio del gens significativament alterats degut a la sobreexpressié de ERM/ETVS
en la linia cel-lular de cancer d’endometri Hec-1A es movia entre 1.3-2.0, fet que representa un
canvi d’expressid proteica raonable per a una linia celllular que expressa un factor de
transcripcio de forma estable. De totes maneres, el gen més alterat mostrava una induccio en la
seva expressio de fins a 10 vegades en la linia que sobreexpressa ERM/ETV5. Aquesta
proteina corresponia a Hep27, membre de la superfamilia d’enzims deshidrogenasa/reductasa
de cadena curta (SDR). Els membres d’aquesta superfamilia sé6n enzims oxidoreductases
depenents de NAD(P)(H). Actuen en el metabolisme de diferents substrats com esteroids,
retinoids, prostaglandines, sucres i xenobiodtics. De totes maneres, la seva activitat enzimatica
no es limita a l'oxidoreduccio, ja que alguns dels membres de la familia també presenten
activitat isomerasa o liasa [414].

La proteina Hep27 va ser identificada per primera vegada en la linia cel-lular d’hepatoblastoma
HepG2 [415]. Mitjangant western blot vam confirmar la sobreexpressié de Hep27 associada a la
sobreexpressio de ERM/ETV5 en les linies de cancer d’endometri generades, aixi com la seva
localitzacié nuclear i citoplasmatica com ja havia estat descrit en la linia cel-lular HepG2 [416].
Aprofundint en la localitzacié citoplasmatica de Hep27, utilitzant un marcador especific del
compartiment mitocondrial, vam localitzar Hep27 a la mitocondria, fet que suggereix que podria

tenir un paper durant I'estrés oxidatiu.

De fet, les espécies reactives d’oxigen (ROS) han estat implicades amb la metastasi tumoral
com a mediadors de gens clau en I'adhesio cél-lula-cél-lula, transicié epiteli-mesenquima (EMT)
i migracié [417]. La produccié de ROS pot ser induida intercel-lularment per factors de
creixement o citoquines (com TGF-B i HGF) o inductors de la tumorogénesi com TPA, de
manera depenent de NADH oxidasa o depenent de mitocondria [418,419]. Com a molécules
senyalitzadores, ROS sén capacgos d’oxidar molécules diana rellevants per a la invasio tumoral
com PKC [420] o proteines tirosin-fosfatasa (PTP) [421]. Dues de les molécules regulades
down-stream per ROS sén MAPK i p-21 kinase (PAK). La cascada de la MAPK és la via de
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senyalitzacié més important per la seva implicacié en la metastasi tumoral, i és mediada per
PKC, TGF-B/Smad i la senyalitzacié mediada per integrines [422,423] (Figura 17).
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Figura 17. Vies de senyalitzacié alterades per Ros en la progressio tumoral.

De manera alternativa, s’ha demostrat que ROS indueixen apoptosi, arrest del cicle cel-lular i
senescéncia a través del desacoblament de la cadena de transport electronic del mitocondri i
una disminucié del potencial de membrana mitocondrial [424]. Com ja s’ha mencionat
anteriorment, existeixen varis factors de transcripcio, com AP-1, Ets, Smad i Snail, que regulen
gens important en la metastasi. AP-1 i Smad, a través de PKC i TGF-31, poden ser activats per
ROS [425]. D’altra banda, en les cél-lules tumorals ROS poden ser un factor important en la
regulacié directa de I'expressio de Ets-1, un altre membre de la familia Ets a la qual pertany
ERM/ETV5 [426]. S’ha descrit que la regulacié de MMP-1 per part de Ets-1 és sensible a I'estat
redox [427]. De la mateixa manera, la induccié d’angiogénesi per H,O, s’ha demostrat que ve

mediada per Ets-1 [428] (Figura 17). Finalment, també en el sindrome de Down o en
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I'Alzheimer [429] o en [larteriosclerosi induida per una dieta rica en colesterol [430] s’ha
relacionat I'estrés oxidatiu a la sobreexpressié de diversos factors de transcripcid Ets. En
resum, entendre la senyalitzacié transduccional, I'activacié transcricpional i la regulacio de
I'expressié génica per ROS ha de permetre comprendre l'important paper de ROS en la

progressio tumoral aixi com la creacié de noves estratégies terapéeutiques [417].

En aquest sentit, en el nostre estudi, vam demostrar que I'administracié de H,O, és capa¢
d’induir 'augment d’expressié de la proteina ERM/ETV5 en la linia cellular de cancer
d’endometri Hec-1A. En canvi, el tractament amb un antioxidant, implicava una disminuci6 en
I'expressié6 de ERM/ETVS5, indicant que la resposta a I'estrés oxidatiu induit era especifica.
Mitjancant immunoprecipitacié de cromatina vam mostrar la regulacié de Hep27 a través de la
unié directa de ERM/ETV5 al seu promotor, suggerint que aquesta regulacié té per objectiu la
proteccid6 del mitocondri als efectes citotdxics del compostos a-dicarbonilics. Aquests
compostos sén generats durant I'estrés oxidatiu o també es troben formant part de la dieta;
poden ser citotoxics causant pérdua cromosomica [406] o poden ser processats a AGEs
(advanced glycation endproducts) que es creu que soén causants de patologies complexes,
incloent inflamacié o els efectes esclerodtics detectats en les malalties croniques [431]. Wilson i
col-laboradors, mitjangant analisi de microarrays per a identificar possibles dianes del factor de
transcripcié Ets-1, van descriure la preséncia d’enzims implicats en la defensa antioxidant a
través de l'eliminacié dels efectes de [lestrés oxidatiu [432]. D’acord amb Shafgat i
col-laboradors, 'augment d’expressié de Hep27 degut a la sobreexpressi6 de ERM/ETVS
també podria tenir per objectiu protegir les cél-lules endometrials tumorals situades en el front

d’invasio de la produccié de ROS, i aixi mantenir-se el procés migratori i invasiu.

En resum, I'analisi de les proteines sotmeses al control de ERM/ETV5 en la linia cel-lular Hec-
1A reforga el rol d’aquest factor de transcripcié en la regulacié de la invasié i migracié tumoral
en el carcinoma endometrial. Més endavant, va ser possible caracteritzar una nova funcié per a

ERM/ETV5 en la resposta moduladora a I'estrés oxidatiu associat a la promocié de l'invasio.

Amb els resultats obtinguts fins aquest moment ha estat possible la caracteritzacié dels
mecanismes moleculars associats a la sobreexpressi6 de ERM/ETV5 en la tumorogénesi
endometrial i la seva clara connexié com a punt d’inici de la infiltracié miometrial. Amb aquests
antecedents, a continuacié vam pretendre caracteritzar els components especifics del front
d’invasio o I'estroma reactiu mitjangant la comparacié de l'area invasiva del tumor anvers el
tumor superficial i el teixit normal utilitzant mostres de pacients amb EEC estadi IC, en el qual

es déna més d’'un 50% d’invasié miometrial.

El microambient que envolta el tumor concentra esdeveniments importants que defineixen el
procés invasiu, amb I'existéncia d’'una profunda regulacié espai-temps entre el tumor i 'estroma
que 'envolta, en el que s’anomena front d’invasié. Es per aixd que, durant els Ultims anys, la
invasio tumoral ha esdevingut un terreny en plena activitat d’estudi [433]. Des d’un punt de vista

clinic, la invasié tumoral defineix la frontera entre el tumor estrictament delimitat en el teixit i la
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preséncia de cél-lules tumorals disseminades. El primer implica un bon pronéstic i la possibilitat
d’aplicar-ne cirurgia, en canvi el segon, implica mal pronostic, disminucié de la supervivéncia i
opcions terapéutiques basades en la radioterapia i la quimioterapia amb un baix percentatge
d’exit. En el cas del carcinoma endometrial, prop del 25% de les pacients que es sotmeten a

cirurgia presenten afectacio fora de I'tter (afectacié limfatica i d’annexes i metastasi) [250].

Les molécules que actuen durant la invasié no estan restringides a les cél-lules tumorals que
formen part de les glandules epitelials infiltrants, sind que en el punt d'inici de la infiltracio i
disseminaci6 també hi participen I'estroma reactiu que esta en contacte directe amb aquestes
glandules, els components inflamatoris activats degut al procés invasiu i I'endoteli activat

associat a angiogénesi [434,435,436].

En aquest treball s’ha dut a terme una aproximacié protedmica per a caracteritzar components
especifics del front d’invasio o I'estroma reactiu mitjangant la comparacié de I'area invasiva del
tumor anvers el tumor superficial i el teixit normal, totes tres mostres provinents de la mateixa
pacient. Independentment de la contribucié del miometri a I'area invasiva, vam poder identificar
proteines especificament sobre o infraexpressades en el front d’invasié. Degut a la complexitat
tissular, és possible 'aillament i analisi d’'un nombre petit de cél-lules provinents d’'una area
especifica de la seccid histologica mitjangant I'aillament de tipus tissulars especifics i
microdisseccidé amb laser (LCM). El procediment habitual per a I'estudi dels protagonistes
principals del procés invasiu ha estat la microdisseccié d’arees implicades en la infiltracio
miometrial, basicament mitjangant la gendmica i LCM combinada amb software assistit d’analisi
imatges. L’'Us de tincions saturants fan que les técniques de microdisseccié puguin ser
compatibles amb analisis protedmics posteriors [437,438]. Per a dur-ho a terme és necessari
'is de técniques d’espectrometria de masses altament sensibles per tal d’identificar les
proteines alterades i aillades utilitzant LCM [439], i per a dur a terme analisis protedmics a gran
escala de forma eficient, acurada i reproduible [440]. De totes maneres, tot i el prometedor futur
que espera a aquestes técniques, fins ara la identificacié de proteines implicades en la invasi6
tumoral ha estat dut a terme mitjancant métodes immunohistoquimics. Aquest és el cas de la
identificacié de la glicoproteina de matriu extracel-lular tenascin [441], la timidina-fosforilasa
angiogénica [442] o l'enzim indolamina 2,3-dioxigenasa [443], les quals sén proteines

implicades en el front d’'invasié del carcinoma endometrial.

L’aproximacié que hem dut a terme en el nostre laboratori indica que la composicié proteica de
'area de contacte existent entre el tumor endometrial invasiu i el miometri més proper esta
basicament representada per una mescla d’aquests dos tipus tissulars, perd les dades
obtingudes també informen que existeix un petit grup de proteines sobre o infraexpressades
especificament en el front d’invasié. Tenint en compte que la mostra de tumor profund esta
composta basicament de glandules epitelials tumorals i miometri, amb la zona de contacte de
glandules tumorals invasives i estroma reactiu, vam aproximar que les proteines
diferencialment expressades en el front d’invasié haurien de presentar nivells majors o menors
comparant-ho tant a les glandules epitelials tumorals del tumor pur (el tumor que anomenem

superficial, no invasiu) com del miometri. La nostra hipotesi va poder ser validada mitjangant
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western blot i immunohistoquimica. Una altra aproximacié valida hagués estat avaluar la
contribucié de cada component de la mostra de tumor profund per histopatologia i després
normalitzar I'expressid diferencial de cada spot detectat. De totes maneres, degut a la
complexitat quan es treballa amb mostres de diferents pacients amb diferents percentatges de
miometri o tumor en la mostra tumoral profunda (per tant, invasiva), sumat a I'heterogeneitat
dels tipus cel-lulars que formen part de les diferents arees tissulars analitzades, fan inviable
actualment una aproximacié global a I'estudi del front d’'invasio. Coneixent les limitacions del
nostre estudi, som conscients que potser estem passant per alt proteines amb major expressié
en el front d’'invasié del carcinoma endometrial quan es compara amb el tumor superficial ja que
s6n emmascarades per una major contribucié del la mostra de tumor profund anvers miometri,
0 a linversa. Aix0 resultaria en una disminucié de I'expressié de tota la mostra de tumor
profund comparat amb el tumor superficial, i en el nostre estudi hem estat capacos d’identificar
proteines que tenen major (0 menor) expressié en el tumor profund comparat amb el tumor
superficial i la mostra normal. Algunes de les proteines que han estat identificades com
diferencialment expressades en el front d’invasié del carcinoma endometrial, ja havien estat
descrites com a proteines especifiques del front d’invasié. Aquest és el cas de fascin1 en el
carcinoma colorectal, on presenta un sobreexpressid transitdoria que promou I'adquisicié del
fenotip migrador i invasiu que permet fer metastasi [444]. Altres proteines identificades com
Desmin, Miosin, Serpin H1 i Tropomiosin 4 semblen estar implicades en I'assemblatge cel-lular i
les interaccions cél-lula-cél-lula, crucials també en la transicié epiteli-mesénquima (EMT), quan
les céllules epitelials del carcinoma endometrial adquireixen el fenotip invasiu [13]. Es
d’especial interes, per la seva connexié amb els resultats obtinguts en el treball anterior en que
es descriu la induccié d’expressié de Hep27 degut a la sobreexpressié de ERM/ETV5 i la seva
relacié amb I'estrés oxidatiu, la identificacié de SOD1 | BLVRB, dos enzims implicats també en

aquest proceés.

L’enzim SOD1 catalitza la conversié dels radicals d'oxigen a perdxid d’hidrogen i oxigen.
Existeixen diferents tipus de SOD que difereixen en el tipus de metall al qual s’'uneixen, el
compartiment on s’ubiquen i la sensibilitat a diferents reactius. Entre aquests la superoxid
dismutasa Cu-Zn (SOD1) és la que es troba més ampliament distribuida i suposa el 90% de
totes les SOD. Aquest enzim que necessita de Cu i Zn per a dur a terme la seva activitat, té
molta importancia fisioldgica i com a potencial terapéutic. Estudis realitzats per Rao i
col-laboradors, han demostrat I'implicaci6 de SOD1 en la regulacié de I'expressié de gens de
resposta a estrogens i suggereixen que l'estradiol (hormona de la familia dels estrogens)
augmenta SOD1 provocant un augment en la supervivéncia de les cél-lules de cancer de mama
i la progressié dels tumors mamaris [445]. Aquests resultats estarien en linia als descrits en
aquest treball, on SOD1 tindria un paper en la proteccié de les cél-lules que formen part del
front d’invasié a I'estrés oxidatiu generat, per tal d’afavorir la progressié del tumor.

D’altra banda, BLVRB és un enzim implicat en la reaccié redox de conversié de la biliverdina a
bilirubina [446]. BLVRB intervé en la proteccié de les cél-lules contra I'estrés oxidatiu, pero

aquesta no és la seva Unica funcid; també s’ha demostrat que participa en varies vies de

-92 -



Resum global

senyalitzacié cel-lular [447]. Com ja s’ha descrit préviament, la produccié excessiva de radicals
liures d’oxigen (ROS) comporta dany a la cél-lula i mort cel-lular. L'estrés oxidatiu és
responsable de moltes alteracions com malalties cardiovasculars, complicacions de la diabetis
o cancer. Existeixen varis mecanismes per a defensar les cél-lules de ROS, un d’ells és la
produccié de bilirubina, un citoprotector produit a través de I'accié enzimatica de BLVRB [446].
Mitjancant immunohistoquimica sobre talls de carcinoma endometrial amb diferent grau
d’infiltracié miometrial, vam confirmar la sobreexpressié de BLVRB en el front d’invasié, fet que
s’explicaria pel seu paper com a protector cel-lular a I'estrés oxidatiu generat durant el procés

invasiu.

Com s’ha mostrat en el treball previ, en el nostre grup hem descrit I'accio de ERM/ETV5 com a
modulador de la resposta a I'estrés oxidatiu associat a la promocié de la invasioé tumoral en el
carcinoma endometrial. La nostra proposta es centra en la regulacié dels enzims que
protegeixen dels ROS generats durant el procés invasiu, i especificament localitzats en el front
d’invasié. Aquestes dades reforcen el paper de ROS en la induccié i resposta durant la
infiltracié6 miometrial en el carcinoma d’endometri i permeten pensar en el disseny de noves
terapies amb drogues adregades a lluitar contra la invasié. Seria especialment atractiu el
disseny de drogues que tinguessin I'efecte combinat en la inhibicié del proteasoma i la induccid
de l'apoptosi [448]. Tot i que el carcinoma endometrial pot ser detectat en els seus estadis
inicials degut als simptomes que presenta, prop d’'un 20% de les pacients presenten infiltracié
miometrial amb afectacio limfatica, fet que es correlaciona amb mal prondstic i una disminucié
en la supervivéncia. Després d’'un primer tractament amb cirurgia, s’ha demostrat que la
quimioterapia no aporta beneficis demostrats als tumors en estadi avangat que no responen a
hormones, aquest fet reflecteix la necessitat de desenvolupar noves terapies per al carcinoma
endometrial associat a la infiltracid miometrial, la disseminacié tumoral i metastasi [385]. Per
concloure, els resultats presentats aporten una nova aproximacié protedbmica que s’enfoca de
manera especifica a I'estudi del front d’invasié en el carcinoma endometrial, permetent la
identificacié de nous protagonistes de la infiltraci6 miometrial, els quals podrien ser diana de

noves terapies dirigides al punt d’inici de la metastasi endometrial.
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CONCLUSIONS

1. La sobreexpressié del factor de transcripci6 ERM/ETV5 a la linia cel-lular de cancer

d’endometri Hec-1A resulta en un augment de I'activitat gelatinasa MMP-2.

2. Tant els experiments d’'immunoprecipitacié de cromatina com els experiments amb RNA
d’interferéncia o I'is d'un inhibidor especific de MMP-2 mostren un nexe funcional entre la
sobreexpressio de ERM/ETVS i I'activaci6 de MMP-2, mostrant un augment de dispersio i
motilitat cel-lular en les cél-lules que sobreexpressen ERM/ETV5.

3. En el model animal ortotopic de carcinoma endometrial es demostra que I'augment de
l'activitat de MMP-2 associat a la sobreexpressié6 de ERM/ETV5 confereix major capacitat
invasiva als tumors endometrials. Els tumors ortotdpics implantats amb sobreexpressio de
ERM/ETV5 mostren un patré més agressiu i infiltrant d’invasié miometrial.

4. ERM/ETV5 i MMP-2 correlacionen en el front d’invasi6 de mostres de carcinomes
endometrials humanes amb infiltracié miometrial, pel que podem hipotetitzar que ERM/ETV5 té

un paper en els passos inicials de la disseminacié endometrial.

5. Analitzant les dades obtingudes, podem proposar que en el carcinoma endometrial
endometrioide, ERM/ETV5 actua a través de I'activitat gelatinolitica de MMP-2 per a donar
major capacitat invasiva, associat al punt d’inici de la infiltracié miometrial. Podria considerar-se
ERM/ETV5 com a un potent marcador per a la classificacio de les pacients amb EEC, aixi com
per buscar terapies especificament dirigides als inicis de la disseminacié endometrial.

6. L’analisi comparatiu dels perfils proteics associats a la sobreexpressio estable de ERM/ETVS
permet detectar prop de 50 proteines diferencialment expressades. Les rutes moleculars
implicades assenyalen la migraci6é cel-lular i l'invasié com a les vies moleculars majorment

alterades a través de la senyalitzacio per TGF-B i progesterona i la regulacié del citoesquelet.

7. El gen més alterat degut a la sobreexpressiéo de ERM/ETVS correspon a Hep27, membre de
la superfamilia d’enzims deshidrogenasa/reductasa de cadena curta (SDR). Aquesta proteina
presenta localitzacié mitocondrial depenent de ERM/ETV5. Estudis funcionals van demostrar

associacio amb I'estrés oxidatiu.

8. Analitzant els resultats obtinguts, podem concloure que I'analisi protedmic dut a terme amb la
linia cel-lular Hec-1A que sobreexpressa de forma estable ERM/ETVS, reforga el paper
d’aquest factor de transcripci6 com a factor regulador de la migracié i invasié tumoral, i
assenyala la seva implicacio en la resposta a I'estrés oxidatiu associat a l'inici de la invasié en

el carcinoma endometrial.
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9. L’aproximacié protedmica per a caracteritzar els components especifics del front d’invasié o
I’estroma reactiu indica que la composicio proteica de I'area de contacte existent entre el tumor
endometrial invasiu i el miometri més proper esta basicament representada per una mescla
d’aquests dos tipus tissulars, perd alhora ha estat possible identificar proteines especificament
sobre o infraexpressades en el front d’invasié. Aquestes es troben implicades en la morfologia
cel-lular, acoblament i moviment, aixi com mecanismes moleculars relacionats amb la

senyalitzacid i interaccio cél-lula-cél-lula i la resposta moduladora a 'estrés oxidatiu.

10. Es d’especial interés la identificacié de SOD1 | BLVRB, dos enzims implicats en la proteccié
enfront I'estrés oxidatiu generat durant el procés invasiu. Novament aquest resultat mostren

associacio entre el procés d’invasié i I'estrés oxidatiu.

11. En resum, ha estat possible descriure una nova estratégia protedmica que puntualitza
especificament en el front d’'invasié del carcinoma endometrial, permetent la identificacié de
nous protagonistes implicats en la infiltracié miometrial, els quals podrien ser diana de noves

terapies dirigides al punt d’inici de la metastasi endometrial.
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Recentment en el nostre grup hem descrit la sobreexpressi6 de ERM/ETV5, factor de
transcripcio de la familia Ets, en el carcinoma endometrial endometrioide (EEC) i que es mostra
associat a la infiltracié miometrial. Els membres de la familia Ets mostren correlaci6 amb la
progressié tumoral mitjangant la sobreexpressido de proteases degradadores de matriu. En
aquest estudi, analitzem la possibilitat que en el carcinoma endometrial, ERM/ETV5 pugui
actuar induint I'expressié de gens implicats en la remodelacid de la matriu extracel-lular. La
possibilitat de desxifrar els successos moleculars associats a linici de la invasié tumoral
representaria una millora important per a les pacients amb EEC. La sobreexpressio de
ERM/ETVS5 a la linia cel-lular de cancer d’endometri Hec-1A indueix dispersio cel-lular, fet que
correlaciona amb un augment de I'activitat gelatinasa de la metal-loproteinasa MMP-2. Tant els
experiments d'immunoprecipitacié de cromatina com els experiments amb RNA d’interferéncia
o I'ts d'un inhibidor especific de MMP-2 mostren un nexe funcional entre la sobreexpressié de
ERM/ETVS5 i I'activacié de MMP-2. En el model animal ortotopic de carcinoma endometrial es
demostra que I'augment de I'activitat de MMP-2 associat a la sobreexpressié de ERM/ETV5
confereix major capacitat invasiva als tumors endometrials. Els tumors ortotdpics implantats
amb sobreexpressié de ERM/ETV5 mostren un patr6 més agressiu i infiltrant d’invasio
miometrial. |, finalment, la hipdtesis que ens plantejavem es basava en que ERM/ETV5 tindria
un paper en els passos inicials de la disseminacié endometrial. Aquesta hipotesi es confirma en
mostrar-se la localitzaci6 de ERM/ETV5 i MMP-2 en el front d’invasi6 de mostres de
carcinomes endometrials humanes amb infiltracié miometrial. Analitzant les dades obtingudes,
aquests resultats ens permeten proposar que en el EEC, ERM/ETV5 actua a través de l'activitat
gelatinolitica de MMP-2 per a donar major capacitat invasiva, associat al punt d’inici de la
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infiltraci6 miometrial. Amb les dades obtingudes i els treballs previs realitzats al grup, podria
considerar-se ERM/ETV5 com a un potent marcador per a la classificacié de les pacients amb
EEC, aixi com per buscar terapies especificament dirigides als inicis de la disseminacio
endometrial.
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Abstract

We have recently described the Ets family transcription factor, ERM/ETV5, specifically up-
regulated in endometrioid endometrial carcinoma (EEC), and associated with myometrial
infiltration. Ets family members have been correlated to tumor progression by up-regulating the
expression of matrix-degrading proteases. In the present study, we investigated the possibility
that in EEC ERM/ETV5 may act by inducing the expression of genes involved in extra-cellular
matrix remodeling. Unraveling the molecular events associated with the initiation of tumor

invasion would represent an obvious improvement for EEC patients.

The overexpression of ERM/ETV5 induced scattering in the endometrial cancer cell line Hec-
1A, correlating to increased MMP-2 gelatinase activity. Both chromatin immunoprecipitation and
reversion experiments with RNA interference and specific MMP-2 inhibitor demonstrated a
functional link between ERM/ETV5 overexpression and MMP-2 activation. The increased MMP-
2 activity associated with overexpressed ERM/ETVS in a mouse model conferred invasive
capacity to endometrial tumors. Orthotopically implanted overexpressing ERM/ETV5 tumors
presented a more aggressive and infiltrative pattern of myometrial invasion. Finally, the specific
localization of ERM/ETV5 and MMP-2 at the invasive front of myometrial infiltrating human
endometrial carcinomas further reinforced the hypothesis of a role for ERM/ETV5 in the early
steps of endometrial dissemination.

Taken together, these results lead us to propose that in EEC, ERM/ETV5 acts through MMP-2
gelatinolytic activity to confer invasive capabilities, associated with an initial switch to myometrial
infiltration. They also postulate ERM/ETV5 as a valuable marker for patient stratification and a
transcription pathway that should be evaluated for therapies specifically targeting the initial
steps of EEC dissemination.
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Introduction

The tumorigenesis of sporadic endometrial cancer, the most common gynecological malignancy
encountered in western countries, is commonly explained on the basis of a dualistic model that
discriminates between Type | endometrioid (EEC) and Type Il non-endometrioid (NEEC)
endometrial tumors from both biological and clinical parameters (1). EECs represent the
majority of cases of sporadic endometrial cancer (70-80%), with unopposed oestrogen
stimulation as the etiological factor associated with the development of the carcinoma (2). EECs
usually develop in pre- and peri-menopausal women, express oestrogen (ER) and progesterone
(PR) receptors (3), and are associated with elevated levels of serum estradiol (4). Histologically,
most tumors are of low grade, they are frequently preceded by endometrial hyperplasia and,
overall, are characterized by a favorable prognosis. Nonetheless, myometrial affectation, as the
initial event in tumor invasion and distant dissemination, determines an increase in the rate of

recurrence after a first surgical treatment and a decrease in survival at the five-year follow-up.

From a molecular point of view, PTEN gene silencing, microsatellite instability associated with
defects in DNA mismatch repair genes (i.e., MLH1), and mutations in the K-ras gene have been
described as the maijor alterations defining the activation of EEC tumorigenesis, from normal
endometrium to hyperplasia and then on to carcinoma. Nevertheless, the molecular
determinants for steps towards advanced tumorigenesis, such as the transitions from a
localized to an infiltrating tumor and to a metastatic stage, remain more elusive (5). We have
recently characterized the up-regulation of the ERM/ETV5 gene in EEC with a specific and
significant increase restricted to those tumor stages associated with myometrial invasion (6, 7).
ERM/ETV5 belongs to the PEA3 sub-family, included in the Ets family of transcription factors.
This family is characterized by a sequence of approximately 85 amino acids in an evolutionarily-
conserved DNA-binding domain that regulates the expression of a variety of genes by binding to
a central A/GGAA/T core motif, in cooperation with other transcriptional factors and co-factors
(8, 9).

More to the point, tumor progression and the increased expression of matrix metalloproteinases
(MMPs), a family of neutral proteinases that catalyze the destruction of the extracellular matrix,
were found to be closely related with the tumor invasive capacities promoted by Ets
transcription factors (10). Active gelatinases have been described in endometrial carcinoma,
resulting in alterations to the microenvironment that promotes tumor invasion and metastasis
(11, 12). In the present study, we investigated the possibility that ERM/ETV5 may play a part in
the initial switch to myometrial infiltration by inducing the expression of the genes involved in

extra-cellular matrix remodeling.
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Materials and Methods

Cell Culture, Constructs and Stable Cell Line Generation. Hec-1A cells (provided by C.
Simon from the Instituto Valenciano de Infertilidad, Valencia, Spain), were cultured in McCoys
5A medium with GlutaMAX™ supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO, Invitrogen,
CA).

Plasmid construction consisted of the full-length human ERM/ETV5 being removed with EcoRI
from the pSV-hERM/ETV5 construct (a generous gift from Dr. Chotteau-Lelievre, Institut de
Biologie de Lille, UMR8117, Lille, France). It was then inserted at the EcoRI position at the
multiple cloning site of the pEGFP-C2 vector (BD Biosciences, San Jose, CA). The correct
ERM/ETVS5 orientation and reading frame were confirmed by sequencing.

Hec-1A cells were transfected with Fugene 6 (Roche Diagnostics, Switzerland) and either the
pEGFP-C2 vector alone or the hERM/ETV5 containing pEGFP-C2 vector. Hec-1A cells stably
expressing the GFP or GFP-ERM/ETV5 were established by incubation with 500 pg/ml of
geneticin G-418 (GIBCO, Invitrogen, CA).

Western Blot. Western blotting was performed as previously described (13). The primary
antibodies used were 1/400 mAb a-actin (NeoMarkers, Lab Vision Corporation, CA) and 1/100
rAb ERM/ETV5, and membranes were revealed with HRP-conjugated goat anti-rabbit
immunoglobulins (DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark) and the SuperSignaI® West Dura

substrate (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL).

Gelatin zymography. Active gelatinases A (MMP-2) and B (MMP-9) were analyzed in cell
lysates by gelatin zymography as previously described (14). The negative bands correlating to
gelatinase activity within the zymograms were quantified by densitometric analysis. At least five

independent experiments were performed.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP). GFP-ERM/ETV5 ChIP on HEC-1A GFP and HEC-1A
GFP-ERM/ETVS cells were performed as per manufacturer's recommendations for mAb GFP
(Roche Diagnostics, Switzerland) and rAb ERM/ETVS. Rabbit acetyl-Histone H4 (Upstate, Lake
Placid, NY) and normal rabbit IgGs (Upstate, Lake Placid, NY) were used as positive and
negative controls, respectively. For PCR analysis, 1 pl of input DNA extraction and 10 pl of
immunoprecipitated DNA were used for 35 cycles of amplification (annealing temperature
60°C). The primers for MMP-2 were obtained from the Thermo Electron Corporation (Waltham,
MA). The sequences were as follows: reverse primer: TAAAGGAAGCACCC and forward
primer: ACCCAGCACTCCAC. The 18S gene (reverse: CTTGTACTGGCGTGGATTCTGC;
forward: GATGGGCGGCGGAAAAT) was used as a control.
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siRNA sequences and transfection. Cells were transfected with 100 nM of eGFP and
negative control siRNA (reference: #4626; Ambion, Tx) using standard electrotransfection (10°
cells/125 pl in a BioRad (Bio-Rad, Hercules, CA) gene pulser cuvette 0.2 cm, 250 V, 250 uF,
infinite resistance). Following electroporation, samples were immediately combined with fresh
culture medium. Cells were plated and incubated at 37°C for 42h, followed by RNA and protein

extraction, and videomicroscopy assays.

Total RNA isolation and assay by quantitative real-time PCR (RT-Q-PCR). Total RNA was
extracted and purified using RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA). RT-Q-PCR was performed
as previously described (7). Human actin (Applied Biosystems, Foster City, CA) was used to

normalize.

Videomicroscopy. Cells treated with the negative control siRNA or GPF siRNA, or incubated in
the presence or not of a specific MMP-2 inhibitor Ill (12,5 nM; Calbiochem, Darmstadt,
Germany), were kept in a computer-controlled mini-incubator which provided stabilized
temperature of 37+ 0.5 °C, with 95% humidity and 5% CO,, and optical transparency for
microscopic observations. The incubator was fastened to an inverted microscope (Live Cell
Imaging CellR, Olympus, Japan). Images were taken with the 10X objective every 30 min at
least for 24 h.

At least 100 cells per video were manually tracked using the WCIF ImageJ software.
Comparisons between cell trajectories from the different cell types and conditions were
determined by the maximum relative distance to origin (MRDO) parameter (15). All experiments
were done in triplicate, at least.

Animal model. 5-week-old female athymic Swiss Webster mice (Charles River Laboratories
Inc., Wilmington, MA) were used for this study. The animals were housed in individually
ventilated cage units and were maintained under pathogen-free conditions. Food and water
were provided ad libitum. Animal care and experiments were carried out in accordance with the
guidelines of the Spanish Council on Animal Care.

Subcutaneous xenografts were established by the implantation of 2x10® HEC-1A, HEC-1A GFP
and HEC-1A GFP-ERM/ETVS tumor cells in 200 ul PSB into the subscapular region of two nude
mice per cell line. The animals were sacrificed at six weeks, and the tumors were dissected for

orthotopic implantation.

For orthotopic implantation, 4 mice per cell line were operated on by medial laparotomy. The
retroperitoneum was opened, and a tissue block of approx. 1 mm® of the generated
subcutaneous tumors was implanted onto the posterior face of the uterus, making a pocket to
isolate the tumor tissue from the rest of the organs in the abdominal cavity. The organs were

reintroduced into the abdominal cavity, and the retroperitoneum and skin were then closed with
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surgical suture. Two weeks later, the animals were sacrificed by cervical dislocation, the
peritoneal cavity was opened and the tumor was formalin-fixed and processed for histological

examination by hematoxylin-eosin staining and immunohistochemistry.

Immunohistochemistry and in situ zymography. The EEC invasive front tissue microarray
(TMA), constructed with tumors from the Vall d’Hebron Hospital (Barcelona, Spain), included
100 endometrioid, 12 serous papillary, 7 clear cell, 1 mucinous and 6 adenosquamous
carcinomas. The TMA was constructed with cores corresponding to the inner part of the tumor
and to the invasive border. The protocol was approved by the Institutional Review Board, and

informed consent was obtained from all of the patients.

Immunohistochemistry was performed as described (7). The primary antibodies used were
ERM/ETV5 (1:50; Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) and MMP-2 (prediluted
ab15478; Abcam, Cambridge, UK).

Alternatively, pQ™ gelatin processing for gelatinase activity on 7 micrometer-thick unfixed
frozen sections of stage IC EECs was performed as manufactors instructions (EnzCheck®;
Molecular Probes, OR). Sections incubated either without DQ™ gelatin or incubated with 50 uM
1,10-phenanthroline to block MMP activation were used as controls.

Statistical analysis. The Statistical Package for Social Science (SPSS 12.0) was used. The
non-parametric Krustal-Wallis test was applied to gel and in situ zymography, Kruskall-Wallis
test followed by Dunn's Multiple Comparison Test to cell migration data, while comparisons
between different groups of samples in the TMA were analyzed using Spearman Rho non-
parametric statistics.
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Results

ERM/ETV5 over-expression in the Hec-1A cell line resulted in enhanced MMP-2 activity.
The human endometrial cancer cells, Hec-1A, were transfected with pEGFP-ERM/ETV5 or
pEGFP without insert as a control (see M&M), and stable transfectants were selected with
geneticin following transfection. Western blot analysis showed similar levels of endogenous
ERM/ETV5 expression for all three cell lines, while only Hec-1A GFP-ERM/ETV5 expressed the
fusion protein GFP-ERM/ETVS (Fig. 1A). As expected, both the endogenous and the fusion
protein were localized in the nucleus (see Suppl. Fig. 1). The homogeneity of the selected cell

lines was assessed by flow cytometry (data not shown).

Within the established cell lines, we determined whether the over-expression of ERM/ETV5
could influence protease activity. For this purpose, we examined the activity of the two main
MMPs described in endometrial cancer, gelatinases A and B (MMP-2 and MMP-9, respectively),
by enzymatic zymography (16). A representative example of a gelatin-embedded gel is shown
in Fig. 1B, where the gelatinase activity of the total protein extracts from Hec-1A, Hec-1A GFP
and Hec-1A GFP-ERM/ETV5 was directly proportional to the band intensities. Increased
intensity, corresponding to the active form of MMP-2, was found in the Hec-1A GFP-ERM/ETV5
cell line when compared to the Hec-1A cells and those transfected with GFP. The densitometry
quantification of at least five gelatinase activity assays resulted in a statistically significant
increase in MMP-2 activity in the Hec-1A GFP-ERM/ETVS cell line (p<0.005; Fig. 1C). No
significant differences were found between the two control cell lines (Fig. 1C), and no gelatinase
MMP-9 activity was found among the three cell lines (Fig. 1B). These data suggested a
correlation between ERM/ETV5 over-expression and increased MMP-2 activity in the Hec1A

endometrial cancer cell line.

ChIP demonstrated a direct interaction between ERM/ETV5 and the MMP-2 promoter.
Next, by chromatin immunoprecipitation, we assessed whether ERM/ETV5 in vivo bound to the
MMP-2 promoter in the established cell lines. Briefly, cells were fixed with formaldehyde, and
soluble chromatin was fragmented by the sonication of cross-linked nuclei. Chromatin fragments
in the range of 500-1000 bp were immunoprecipitated by specific antibodies (GFP and
ERM/ETVS5). Purified genomic DNA from the immunoprecipitated chromatin was subjected to
semi-quantitative PCR using primers covering the 411-bp proximal region of the human MMP-2
promoter (Fig. 2A). Control reactions using IgG isotype did not exhibit specific
immunoprecipitation, while reactions containing antibodies to ERM/ETV5 or GFP to a lesser
extent demonstrated specific binding to this region of the MMP-2 promoter in the Hec-1A GFP-
ERM/ETVS cell line (Fig. 2B). Further controls showed no specific GFP antibody-mediated
immunoprecipitation with fragmented chromatin from the Hec-1A GFP cell line, neither when
PCR amplification was performed covering a promoter without putative Ets binding sites as for
the gene 18S (Fig. 2B).
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ERM/ETVS5 over-expression promoted MMP-2 dependent cell migration and scattering in
the Hec1A endometrial cancer cell line. Hec-1A cells over-expressing GFP-ERM/ETV5
demonstrated enhanced mobility compared to the control non-transfected or GFP-transfected
cell lines, as evidenced by video microscopy and cell migration tracking (Fig. 3). Representative
examples of the trajectories followed by the Hec-1A and Hec-1A GFP-ERM/ETVS cells are
represented (Fig. 3A-C). Enhanced MRDO values, as the maximal relative distance covered by
the cells, corresponding to Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cells showed statistical significance when
compared to Hec-1A or Hec-1A GFP cells (p<0,001; Fig. 3F). A gradual increase in MRDO
levels was found when Hec-1A cells expressing low levels of the fusion protein were compared
to high GFP-ERM/ETV5 expressing cells (see Suppl. Fig. 2).

RNA interference directed against the GFP to knockdown the over-expressed fusion protein
GFP-ERM/ETVS5, without interfering with the endogenous ERM/ETV5, reversed the activation of
MMP2 to the levels found in the control cell lines, as shown by gel zymography (Fig. 3E).
Likewise, GFP siRNA resulted in the reversion of the increased Hec-1A GFP-ERM/ETV5
migration (Fig. 3F). The resulting MRDO levels for the Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cells when the
expression of the fusion protein was silenced by a 58% (RT-Q-PCR; Fig. 3D) to a 72 % (WB;
Fig. 3E), were significantly lowered to those observed within the Hec-1A or Hec-1A GFP control
cell lines. MRDO levels in these control cell lines were unaffected by the interference with
neither the negative control nor the GFP siRNA (p<0,001; Fig. 3F). Finally, the increased MRDO
levels were also restored to those found in the control Hec-1A cell lines by the specific MMP-2
inhibitor 11l (p<0,001; Fig. 3F), further indicating the mediation of MMP-2 activity in the promotion
of migration induced by the over-expression of ERM/ETV5.

Moreover, the evaluation of cell scattering by the percentage of isolated cells (five
representative culture fields, approximately 300 cells per field) rendered statistical significance
(p=0,001) associated with the over-expression of ERM/ETV5 (10%; Fig. 3C), compared to the
non-transfected (4,7%; Fig. 3B) or the GFP transfected (4,3%; not shown) Hec-1A cells. Again,
this effect could be reversed by incubation with an inhibitor of MMPs (50 (1M 1,10-
phenanthroline), reinforcing a functional link between ERM/ETV5 and MMP-2.

All together, the results obtained with the developed Hec-1A cell lines indicated that ERM/ETVS
promotes the migratory capacity of endometrial tumor cells by activating MMP-2 gelatinase
through direct interaction with its promoter region.

Increased gelatinase activity in ERM/ETV5 over-expressing tumors was related to
myometrial infiltrating phenotypes in a mouse model. To analyze the implications of
overexpressed ERM/ETV5 for tumor invasion in a three-dimensional system within an accurate
tissue environment, we generated in vivo orthotopic models for endometrial cancer (Doll et al.,
unpublished). Briefly, we generated tumors in nude mice by subcutaneous injection of the Hec-
1A GFP-ERM/ETV5, Hec-1A GFP, and untransfected Hec-1A cell lines. Then, tumor pieces of

1mm® originating from each cell line were implanted onto the posterior face of the uterus, and
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two weeks post-implantation, the tumors were analyzed for MMP-2 expression and activity and

for myometrial infiltration.

Immunohistochemistry showed that the basal levels of MMP-2 expression associated with the
endogenous ERM/ETVS in the tumors originating from the control Hec-1A (not shown) or Hec-
1A GFP (Fig. 4A) cell lines. In contrast, the tumors derived from the Hec-1A GFP-ERM/ETVS
cell line markedly stained for MMP-2 (Fig. 4B). Extracts from these tumors were incubated in the
presence of a fluorescent-conjugate of gelatin, DQ™ Gelatin, in order to asses their gelatinolytic
activity (see M&M). In those tumors derived from the Hec-1A GFP-ERM/ETV5, the increase

(p=0,008) in fluorescence was indicative of further processing of the gelatin conjugate (Fig. 4C).

Interestingly, when we analyzed the interface between the orthotopic tumors and the
myometrium of the mice, we observed differences at the initial steps of myometrial invasion.
Tumors originating from Hec1A GFP-ERM/ETVS presented an infiltrative pattern at two weeks
post-implantation (Fig. 4E), compared to a more expansive pattern of invasion in the Hec1A
(data not shown) or Hec1A GFP (Fig. 4D) tumors. Three out of four animals presented tumoral
lesions that internalized into the myometrium associated with the overexpression of ERM/ETVS5,
compared to only one out of four animals in the Hec-1A GFP derived tumors. The median
number of invasive lesions for the Hec-1A GFP-ERM/ETV5 tumors was 16 + 5.9, while 12
lesions per 2 mm of myometrium interface in the unique GFP control animal that presented

myometrial infiltration.

These results permitted us to translate the association between ERM/ETV5 and MMP-2 to the
three dimensional structure of an in vivo model. Furthermore, they revealed the contribution of
ERM/ETV5 overexpression to a more aggressive and infilirative pattern at the initial steps of

myometrial invasion in endometrial cancer.

Gelatinolytic activity in human endometrial carcinoma. Using in situ zymography with the
fluorescent-conjugate gelatin, DQ™ Gelatin, we next examined the gelatinase activity in tumoral
tissue sections from human samples with elevated levels of ERM/ETV5 expression as assessed
by RT-Q-PCR (7). A representative tissue section corresponding to a stage IC EEC
demonstrated, in an area with profuse tumoral glands (see DAPI staining in Fig. 5B), a specific
fluorescent labeling indicative of gelatinase activity, mainly within the epithelial glands and with
low activity in the stromal compartment (Fig. 5A). The specificity of the assay was further
demonstrated on a consecutive section from the same stage IC EEC sample, incubated with
DQ™ Gelatin and the gelatinase inhibitor 1,10-phenanthroline (Fig. 5C), which showed almost
completely reversed gelatinase activity in the same epithelial glands (Fig. 5D). A consecutive
section incubated without DQ™ gelatin as an auto-fluorescence control rendered negative
results (data not shown).

These data broaden the correlation found in the in vitro and in vivo models between ERM/ETV5

expression and MMP-2 gelatinase activity to human samples.
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MMP-2 protein expression correlated to ERM/ETV5 up-regulation in human endometrial
carcinomas with a marked increase at the invasive front. We finally examined the
association between ERM/ETV5 and MMP-2 in human EEC tumor samples. First, we performed
immunohistochemistry on a TMA constructed with representative areas from 74 EECs (6). The
statistical treatment of the TMA assay indicated a strong correlation between MMP-2 and
ERM/ETVS5 protein expression (p<0,001; see Suppl. Fig. 3). Second, we analyzed in more detail
the eventual role of these proteins in myometrial infiltration using an invasive front TMA
constructed with a series of 126 infilirative human endometrial cancer samples (see M&M).
ERM/ETV5 was found positive in 107 cases (84.9%) and MMP-2 in 114 (90.5%), confirming that
the high levels of these proteins were associated with myometrial infiltration. More interestingly,
when we examined the interface between the tumor and the myometrium, we could find a
marked increase in ERM/ETV5 and MMP-2 expression at the invasive cores in 77.2% of the
MMP-2 positive cases and 61.7% of the ERM/ETV5 positive cases. In those areas where the
tumor glands infiltrated the myometrium at the invasive front, the intensity of both ERM/ETV5
(Fig. 6B) and MMP-2 (Fig. 6D) staining increased compared to the inner areas of the tumor (Fig.
6A-B). These results demonstrated the concomitant up-regulation of ERM/ETV5 and MMP-2 at

the invasive front of myometrial infiltrating human carcinomas.
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Discussion

In the present study, we have characterized the gelatinase activity associated with ERM/ETV5
up-regulation during the early stages of endometrial tumorigenesis, associated with an initial
switch to myometrial infiltration. First, we demonstrated that the overexpression of the
transcription factor ERM/ETVS in the endometrial cancer cell line, Hec-1A, resulted in enhanced
MMP-2 gelatinase activity. Gelatinase A (MMP-2, 72 kDa) is primarily responsible for the
degradation of the helical domains of type IV collagen, the principal collagen of basement
membranes. Conserved PEA3 elements, which bind members of the Ets transcription factors,
have been found in all inducible matrix metalloproteinase promoters (17). Correspondingly, we
could demonstrate the specific binding of ERM/ETV5 to the promoter region of the MMP-2 in the
established Hec-1A cell lines. Second, ERM/ETV5 up-regulation and MMP-2 gelatinase activity
were further confirmed in orthotopic mouse models originating from the different cell lines. The
overexpression of ERM/ETV5 resulted in both increased MMP-2 levels and proteolytic cleavage
of a fluorescent derivative of gelatin. Finally, TMA immunohistochemistry demonstrated a
significant correlation between ERM/ETV5 and MMP-2 protein expression in the epithelial
glands of more than 70 human carcinoma samples, representative of the tumorigenesis process
in EEC. In accordance with these results, MMP-2 expression has recently been proposed to
have a predictive value for stage | endometrial cancers (16). Likewise, the in situ zymography
demonstrated that increased MMP-2 expression corresponded to enhanced gelatinolytic
activity, localized to the epithelial glands in endometrial carcinoma sections from stages IC,
where ERM/ETV5 had been described to be specifically up-regulated (7). The other gelatinase,
MMP-9, has been mainly associated with inflammatory infiltration (18, 19). The fact that no
inflammatory infiltration was present in the EEC sections analyzed in this study suggests that
the gelatinolytic activity we observed in our in situ zymography series was mainly the result of
MMP-2 activity.

These results extend to endometrial cancer the results of those studies that describe a
correlation between the expression of members of the Ets family and genes involved in extra-
cellular matrix remodeling. Ets-1 controls the expression of two metalloproteinase gene
promoters, stromelysin-1 (MMP-3) (20) and collagenase-1 (MMP-13) (21), and the urokinase-
type plasminogen activator (u-PA) promoter (22). Induced by the hepatocyte growth factor, it
stimulates the over-expression of MMP-7 in human hepatocellular carcinoma (23). ETV4,
another Ets family transcription factor, has been implicated in tumor progression through the
induction of MMP expression in human colorectal and gastric cancer (24). However, no
correlation in ERM/ETV5 expression and MMP activity has been found in gastric and colorectal
cancer (24).

We went further and analyzed what this correlation could mean to endometrial carcinoma. We
were able to find a functional link between the over-expression of ERM/ETVS, resulting in
enhanced motility and scattering of the Hec-1A cells, and the increased gelatinase activity that
modifies the cell-substrate interface. Both RNA interference and specific inhibition of the

gelatinase activity were able to reverse the scatter effect of ERM/ETV5 over-expression.
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Accordingly, Ets-1 over-expression demonstrated improved migratory properties in tumoral
epithelial HeLa cells (25). Moreover, it has been found to be involved in cell migration and tumor
invasion, correlating to the increase in the proteolytic activity of the invading cancer cells (26).
Similarly, ETV4 has been involved in the invasive potential of cancer cell lines, such as
neuroblastoma (27), oral squamous cell carcinoma (28), and ovarian cancer (29).

Furthermore, we demonstrated within the animal model that the migratory capabilities conferred
by ERM/ETVS5 were translated into a more aggressive pattern of myometrial invasion, with an
infiltrative profile at the invasion front of the tumor. These results also reinforced the accuracy of
orthotopic models, compared to subcutaneous tumor implantations, for the study of the
mechanisms involved in the metastasis process, comprising the initial steps of adjacent tissue
invasion (i.e., myometrial infiltration in EEC). Tumor implantation at the original tissue site is
essential, since the outcome of metastasis depends on the interaction of the metastatic cells
with the different organ environments (30). Finally, the invasive properties of ERM/ETVS
overexpressing tumors were corroborated at the human carcinoma level. In addition to the
characterization of the specific ERM/ETV5 up-regulation in IC stage EECs, associated with
>50% of myometrial infiltration (7), we were able to demonstrate a marked increase in
ERM/ETV5 and MMP-2 labeling at the invasive front of the tumor, suggesting an active and
coordinated role for these proteins at the time of myometrial infiltration. In accordance with all
this data, high MMP-2 and low TIMP-2 expression were described as the most potent markers
of endometrial tumors with a high risk for local and distant spread (31). Also, MMP-2 has been
recently involved in the sequential promotion of pulmonary metastasis when expressed in

human breast cancer cells (32).

All of this prompts us to suggest that in EEC, ERM/ETV5 could be acting through MMP-2 to
confer the invasive capabilities associated with an initial switch to myometrial infiltration.
Unraveling the molecular events in EEC associated with the initiation of tumor invasion, would
represent an obvious improvement in the pursuit of rational targets for the onset of metastasis.
This knowledge would also be a valuable tool for the molecular stratification of patients, since
myometrial affectation determines an increase in the rate of recurrence after a first surgical

treatment and a decrease in survival at the five-year follow-up.
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Mange et al., Figure 5
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Figure Legends

Figure 1. Enhanced MMP-2 activity upon expression of the fusion protein GFP-ERM/ETV5. A,
Western blot detection of endogenous human ERM/ETV5 protein and transfected GFP-
ERM/ETV5 protein in the cell lines developed. Actin was used as a loading control. B,
Expression of GFP-ERM/ETV5 enhances gelatinase MMP-2 activity. Upper panel shows a
representative zymogram performed with cell lysates from the Hec-1A (first line), Hec-1A GFP
(second line) and Hec-1A GFP-ERM/ETVS5 (third line) cells. MMP-2 activity is shown as directly
proportional to the band intensities. No MMP-9 activity was detected in these cell lines.
Quantification of at least five gelatinase activity assays among the three established cell lines

(lower panel).

Figure 2. Direct interaction of ERM/ETV5 to the promoter region of MMP-2. A, The analysis of
the promoter region of MMP-2 shows one Ets and two PEAS3 putative binding sites. The forward
and reverse primers for MMP-2 promoter region PCR are shown underlined. B, PCR analysis of
the chromatin immunoprecipitated with antibodies directed against the GFP and ERM/ETV5,
shows specific binding to the promoter region of MMP-2. ChIP performed with antibodies
against the GFP in the Hec-1A GFP control cell line showed no specific binding of the GFP to
the promoter region of MMP-2. Irrelevant IgGs and antibodies directed against the acetylated
histone are shown as negative and positive controls, respectively. The 18S gene was used as a

negative control for a promoter not regulated by Ets-factors.

Figure 3. GFP-ERM/ETV5 expression results in enhanced cell migration mediated by increased
MMP-2 activity. A, Sequential phase contrast images showing representative examples of the
trajectories followed by Hec-1A cells stably expressing or not the GFP-ERM/ETV5. Hec-1A cells
transfected with the GFP behaved as the non-transfected Hec-1A cells (data not shown).
Elapsed time is indicated in hours; bar=10um. B-C, Phase contrast images of Hec-1A and Hec-
1A GFP-ERM/ETVS5 cells, at the end of video-recording, showing representative examples of
the increased migration that resulted in larger trajectories and in enhanced scattering in those
cells over-expressing ERM/ETVS. Bar=0,1mm. D, Histogram representing the percentage of
ERM/ETV5 expression determined by RT-Q-PCR, after treatment of the cell lines with the
negative control siRNA and the GFP siRNA. E, Western-Blot demonstrating the specific
silencing of the fusion protein GFP-ERM/ETV5 and not the endogenous ERM/ETV5 in the Hec-
1A GFP-ERM/ETV5 cells treated as in (C), with the resulting MMP-2 activity reduction
demonstrated by gel zymography. F, MRDO levels for the three cell lines treated with the
negative control siRNA or with the GFP siRNA, and in the presence or not of the specific MMP-
2 inhibitor Ill. The MRDO levels from the siRNA negative control and those obtained in the
absence of the MMP-2 inhibitor were pooled together (control). Statistical signification (**
p<0,001) was obtained when the MRDO levels from the Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cells were
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compared to those from the Hec-1A and Hec-1A GFP control cell lines, as well as when treated
with the GFP siRNA or the MMP-2 inhibitor Ill.

Figure 4. MMP-2 increased activity in the Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cell line confers invasive
properties to tumors in an orthotopic endometrial cancer model. Immunohistochemistry of
primary tumors originating from Hec-1A GFP A, or Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cells B, shows
increased MMP-2 levels associated with the overexpression of ERM/ETVS5. C, The
quantification of gelatinase activity in these tumors presents enhanced gelatin processing in the
Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cell line. D-E, Hematoxilin-eosin staining of orthotopically implanted
tumors, showing the interface between the generated tumor and the myometrium of the mice,
illustrates a more aggressive pattern of invasion with an infiltrative profile associated with the
overexpression of ERM/ETV5 (E) compared to GFP as a control (D). The dashed red line
highlights the interface between the myometrium and the orthotopically implanted tumors.

Figure 5. In situ zymography of endometrial carcinoma tissues. Serial frozen sections incubated
with 40 ug/ml fluorescein conjugated DQ™ gelatin A, DAPI localized to the profuse epithelial
glands of IC endometrial cancer tissue B, and with 50 uM 1.10-phenanthroline, as a control (C-
D). Note that in the same glands from a consecutive section, specific fluorescence
corresponding to gelatinase activity in the tumoral epithelial glands was abolished when the
gelatin conjugate was incubated in the presence of the MMP-inhibitor (see corresponding DAPI

in D). Images were taken at 20x.

Figure 6. Marked increase in ERM/ETV5 and MMP-2 proteins at the invasive front in human
carcinoma samples. ERM/ETVS (A-B) and MMP-2 (C-D) staining at the invasive front of human
endometrial carcinomas (B-D) present enhanced intensity levels compared to the inner parts of

the tumors (A-C). Images were taken at 40x.
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Supplementary Figures

Supplementary Figure 1. Cells cultured on coverslips were fixed with 4% paraformaldehyde for
10-15 min and permeabilized for 30 min in PBS 0.1% saponin. Cells were sequentially
incubated with 1/100 rAb ERM/ETV5 (Sta. Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), and with anti-
rabbit secondary antibodies conjugated with TRITC (Sigma, Saint Louis, MO) for 1 hr at RT.
Coverslips were mounted using the Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, Inc.,
CA), and fluorescence was visualized and imaged on a DM-IRBE inverted fluorescence
microscope (Leica, Wetzlar, Germany) coupled to a TCS-NT argon/krypton confocal laser

(Leica, Wetzlar, Germany).

As expected, immunofluorescence showed positive GFP staining in the Hec-1A GFP cells,
localized in both the nucleus and the cytoplasm, and low nuclear ERM/ETVS staining
corresponding to the endogenous protein, similar to the non-transfected Hec-1A cells (Suppl.
Fig. 1). In contrast, Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cells showed mainly nuclear GFP fluorescence co-
localizing with increased ERM/ETV5 signal that corresponded to both the transfected construct

and the endogenous proteins (Suppl. Fig. 1).

GFP o-ETVS DAPI

Monge et al., Supplementary Figure 1

Hec-1A GFP Hec-1A

Hec-1A
GFP-ETV5
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Supplementary Figure 2. Two different populations from the Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cell line
expressing low and high levels of the fusion protein GFP-ERM/ETV5, were selected by flow
cytometry and cell sorting depending on the GFP fluorescence. Flow cytometry was performed
using a Cell Sorter (BD FacsAria, Becton and Dickinson) equipped with a blue laser tuned to
488 nm. Data acquisition and analysis was carried out using CELLQuest software (Becton
Dickinson). Forward angle and side-scatter light gating was used to exclude dead cells and
debris. A 502 nm filter with a band-pass of 530/30 nm was used to collect the EGFP signal.

The procedure allowed us to collect GFP positive cells in two tubes depending on its GFP
levels, one fraction with high levels of GFP-ERM/ETV5 and another one with low levels of fusion
protein. These populations were further cultivated and processed for cell migration assay by

video-microscopy.

Western blotting (upper panel; Suppl. Fig. 2) and RT-Q-PCR (middle panel; Suppl. Fig. 2)
demonstrated the different levels of expression of the selected populations, without any change
on the levels of the endogenous ERM/ETV5 protein. Cell migration assays demonstrated a
gradation in the promotion of migration by the expression of the fusion protein, as shown by the

MRDO quantification of 100 cells tracked from each population (lower panel; Suppl. Fig. 2).
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Supplementary Figure 3. Endometrial tissue-array for ERM/ETV5 and MMP-2 protein
expression. For the global analysis of ERM/ETV5 and MMP-2 expression, 74 endometrial
carcinomas from patients of the Hospital del Mar in Barcelona (Spain) were evaluated on a TMA
described elsewhere [343].

Representative examples of corresponding immunohistochemical intensities in different sections
from the same cores in the TMA are shown, stained for MMP-2 (left panels) and ERM/ETV5
(right panels). Both ERM/ETV5 and MMP-2 proteins showed specific staining in the epithelial
glands of the endometrial cancer tissues, while they showed negative labelling in the stroma.

High-levels of MMP-2 correlated to strong ERM/ETV5 up-regulation (Suppl. Fig. 3A-B);
intermediate MMP-2 labeling coincided with medium ERM/ETVS5 expression (Suppl. Fig. 3C-D);
and, MMP-2 and ERM/ETV5 showed corresponding levels of low intensity staining (Suppl. Fig.
3E-F).Images were taken at 20x.
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El cancer d’endometri és una de les malalties ginecoldgiques més habituals en els paisos
occidentals i es caracteritza per presentar un pronostic favorable. De totes maneres, la invasio
miometrial profunda correlaciona amb tumors més indiferenciats, invasié limfo-vascular,
afectacio limfatica i una disminucioé de la supervivéncia. Previ a aquest estudi, vam descriure
que ERM/ETVS5, factor de transcripcié de la familia Ets, es troba especificament sobreexpressat
en el EEC associat a la infiltraci6 miometrial. Per entendre el paper d’aquest factor de
transcripcié durant la infiltraci6 miometrial, vam analitzar les proteines diferencialment
expressades en la linia cellular estable de cancer d’endometri que sobreexpressa ERM/ETV5
mitjancant la tecnologia 2D-DIGE. L’analisi de les rutes moleculars implicades assenyalen la
regulacié d’actina i la senyalitzacié per TGF-beta i progesterona com els processos regulats per
ERM/ETV5. A més, vam poder caracteritzar la sobreexpressié especifica de la proteina Hep27,
una deshidrogenasa/reductasa nuclear, que també presenta localitzacié mitocondrial depenent
de ERM/ETVS. Estudis funcionals van demostrar associacio amb l'estrés oxidatiu. Analitzant els
resultats obtinguts, podem concloure que 'analisi protedmic dut a terme amb la linia cel-lular
Hec-1A que sobreexpressa de forma estable ERM/ETV5, reforga el paper d’aquest factor de
transcripci6 com a factor regulador de la migracié i invasié tumoral, i assenyala la seva
implicacié en la resposta a l'estrés oxidatiu associat a l'inici de la invasié en el carcinoma
endometrial. L’aclariment dels successos moleculars que esdevenen en el EEC associats a
I'inici de la invasio tumoral, representaria una millora clara per a la cerca de dianes implicades
en l'inici del procés metastatic. Aquest coneixement seria alhora de gran utilitat per a la
classificacioé de les pacients, ja que I'afectacid6 miometrial determina un augment en la taxa de
recidives després d’un primer tractament quirdrgic i una disminucié en la supervivéncia després

de 5 anys.
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Abstract

Endometrial cancer, the most common gynecological malignancy encountered in western
countries, is characterized by a favourable prognosis. Nonetheless, deep myometrial invasion
correlates with more undifferentiated tumors, lymph-vascular invasion, node affectation and
decreased global survival. We have previously described the Ets family member ERM/ETV5

specifically up-regulated in EEC associated with myometrial infiltration.

To understand the role of this transcription factor during myometrial infiltration, we analysed by
2D-DIGE technology those proteins whose expression was altered in endometrial cell lines
stably over-expressing ERM/ETV5. Pathway analysis pointed to actin regulation and TGF-beta
and progesterone signalling as processes regulated by ERM/ETV5. In addition, we
characterized the specific up-regulation of the nuclear dehydrogenase/reductase Hep27, its
ERM/ETV5-dependent mitochondrial localization, and functional studies demonstrated a link

with oxidative stress.

Overall, the ETV5-related proteomic approach performed in the Hec-1A cell line reinforces a
role of this transcription factor in the regulation of the migratory and invasive tumour behaviour,
and points to a modulated response to oxidative stress associated with the promotion of
invasion in endometrial cancer. Unraveling the molecular events in EEC associated with the
initiation of tumor invasion, would represent an obvious improvement in the pursuit of rational
targets for the onset of metastasis. This knowledge would also be a valuable tool for the
molecular stratification of patients, since myometrial affectation determines an increase in the
rate of recurrence after a first surgical treatment and a decrease in survival at the five-year

follow-up.
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Introduction

The tumorigenesis of sporadic endometrial cancer, the most common gynecological malignancy
encountered in western countries, is commonly explained on the basis of a dualistic model that
discriminates between Type | endometrioid (EEC) and Type Il non-endometrioid (NEEC)
endometrial tumors from both biological and clinical parameters (1). EECs represent the
majority of cases of sporadic endometrial cancer (70-80%), with unopposed oestrogen
stimulation as the etiological factor associated with the development of the carcinoma (2). EECs
usually develop in pre- and peri-menopausal women, express oestrogen (ER) and progesterone
(PR) receptors (3), and are associated with elevated levels of serum estradiol (4). Histologically,
most tumors are of low grade, they are frequently preceded by endometrial hyperplasia and,
overall, are characterized by a favourable prognosis. Nonetheless, deep myometrial invasion
correlates with more undifferentiated tumors, lymph-vascular invasion, node affectation and
decreased global survival. As the initial event in tumor invasion and distant dissemination,
myometrial infiltration determines an increase in the rate of recurrence after a first surgical

treatment and a decrease in survival at the five-year follow-up (5).

Despite the characterisation of molecular events associated with the development of
endometrial carcinoma, those associated with the early steps of infiltration and invasion in
endometrial cancer are less known. The molecular pathology of myometrial infiltration that
defines the initial steps of invasion in endometrial cancer correlates with the downregulation of
E-cadherin as a main player of epithelial to mesenchymal transition, as well as modifications on
other molecules involved in cell-cell contacts that render cells with a migratory phenotype. In
addition, altered signalling pathways and transcription factors associate with myometrial
invasion, histological grade and metastasis (5).

One of these transcription factors involved in endometrial cancer invasion is the Ets family
member ERM/ETVS, described specifically up-regulated in EEC associated with myometrial
infiltration (6). Ets family members have been correlated to tumor progression by up-regulating
the expression of matrix-degrading proteases. The acquisition of a migratory phenotype by the
epithelial tumor cells together with the remodeling of the extracellular matrix must accompany
the process of cancer cell invasion. Indeed, ERM/ETVS has been shown to act through MMP-2
gelatinolytic activity to confer invasive capabilities, associated with an initial switch to myometrial
infiltration (7).

Proteomic approaches to the molecular interactions underlying pathophysiological states within
the field of cancer research are nowadays unravelling protein networks that play pivotal roles in
the establishment and maintenance of the hallmarks of malignancy, including cell invasion and
migration. To understand the role of the transcription factor ERM/ETV5 during myometrial
infiltration, we analysed by 2D-DIGE technology those proteins whose expression was altered in
endometrial cell lines stably over-expressing ERM/ETVS5, thus presumptively under the control
of its transcriptional activity. Specific deregulation of a reduced group of proteins indicated

changes in actin cytoskeleton or RNA processing. Interestingly, functional studies demonstrated
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an association between endometrial cancer invasion promoted by ERM/ETVS and oxidative
stress, through the induction of Hep27, a member of the superfamily of short-chain

dehydrogenases/reductases (SDR).
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Materials and Methods

Cell lines. The human endometrial carcinoma cell line, Hec-1A, was cultured in McCoys 5A
medium. Plasmid construction consisted of the full-length human ERM/ETV5 inserted at the
EcoRI position at the multiple cloning site of the pEGFP-C2 vector (BD Biosciences, USA), and
stable Hec-1A cell lines either transfected with the pEGFP-C2 vector alone (Hec-1A GFP) or the
hERM/ETV5 containing pEGFP-C2 vector (Hec-1A GFP-ERM/ETVS) were selected with G-418,
as described (7).

Proteomic analysis:

Sample preparation. Triplicates from each Hec-1A, Hec-1A GFP and Hec-1A GFP-ERM/ETV5
cell line were lysed with 400 pL of DIGE lysis buffer (7M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS, 30mM
Tris, pH 8.5), for protein extraction. After sonication, the cleared protein extract was further
purified by a modified TCA-acetone precipitation (2-D-CleanUp kit, Amersham Biosciences,
Munich, Germany), and redissolved in DIGE lysis buffer. Protein concentration was determined
using the BioRad RCDC Protein Assay (BioRad, California, USA).

Two-dimensional gel electrophoresis (2D-DIGE). A pool consisting on equal amounts of each
of the samples analyzed in a DIGE experiment was prepared to be used as internal standard for
quantitative comparisons (8). The triplicates from each Hec-1A, Hec-1A GFP and Hec-1A GFP-
ERM/ETV5 cell lines were labeled with Cy3 and Cy5 cyanine dyes while internal standard
pooled sample was labeled with Cy2 dye, by the addition of 400 pmol of Cy dye in 1 uL of
anhydrous N,Ndimethylformamide per 50 ug of protein. To avoid any possible bias introduced
by labelling efficiency, the samples from each group were alternatively labelled with both Cy3
and Cy5 dyes. After 30 min incubation on ice in the dark, the reaction was quenched with 10mM
lysine and further incubated for 10 min. Samples were finally combined according to the
experimental design, at 50 ug of protein per Cy dye per gel, and diluted twofold with IEF sample
buffer (7M urea, 2M thiourea, 4% w/v CHAPS, 2% DTT, 2% pharmalytes pH 3-10, 0.002%
bromophenol blue). The 2-DE was performed using GE-Healthcare reagents and equipment.
First dimension isoelectric focusing was performed on IPG strips (24 cm; linear gradient pH 3—
10) using an Ettan IPGphor system. Firstly strips were incubated overnight in 450 (L of
rehydration buffer (7M urea, 2M thiourea, 4% w/v CHAPS, 1% pharmalytes pH 3—-10, 100mM
DeStreak, 0.002% bromophenol blue). Then samples were applied via cup loading near the
acidic end of the strips. After focusing at a global voltage of 67 kV, strips were equilibrated first
for 15 min in 6 mL of reducing solution (6M urea, 100mM Tris-HCI pH 8, 30% v/v glycerol, 2%
w/v SDS, 5 mg/mL DTT, 0.002% bromophenol blue) and then in 6 mL of alkylation solution (6M
urea, 100mM Tris-HCI pH 8, 30% v/v glycerol, 2% w/v SDS, 22.5 mg/mL iodoacetamide,
0.002% bromophenol blue) for 15 min, on a rocking platform. Second dimension SDS-PAGE
were run by overlaying the strips on 12.5% isocratic Laemmli gels (24 x 20 cm), casted in low

fluorescence glass plates, on an Ettan DALTsix system. Gels were run at 20°C, at constant
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power 2.5 W/gel for 30 min followed by 17 W/gel until the bromophenol blue tracking front

reached the end of the gel.

Fluorescence images of the gels were acquired on a Typhoon 9400 scanner (GE Healthcare,
Buckinghamshire, England). Cy2, Cy3 and Cy5 images were scanned at 488 nm/520 nm, 532
nm/580 nm and 633 nm/670 nm excitation/emission wavelengths, respectively, at a 100 pym
resolution. Image analysis and statistical quantification of relative protein abundances were

performed using DeCyder V. 6.0 software (GE Healthcare).

Protein identification by mass spectrometry. Protein spots were excised from the gel using
an automated Spot Picker (GE Healthcare). In-gel trypsin digestion was performed as described
(9) using autolysisstabilized trypsin (Promega, Madison, USA). Tryptic digests were purified
using ZipTip microtiter plates (Millipore, Cork, Ireland). MALDI-MS analysis of tryptic peptides
was performed on an Ultraflex TOF-TOF Instrument (Bruker, Bremen, Germany). Samples were
prepared using CHCA as matrix on anchor-chip targets (Bruker, Bremen, Germany).
Identification of the proteins was carried out by PMF data and/or by TOF-TOF PSD
fragmentation spectra. Database searches were performed using the MASCOT program (Matrix
Science, Boston, USA). Alternatively, proteins were confirmed or identified by ion trap mass

spectrometry as described (10).

Signaling pathways analysis. Functional pathway and network analyses were generated
through the use of Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (version 2.0, Ingenuity® Systems, Mountain
View, Ca). IPA identified those canonical pathways, biological processes and gene interaction
networks that were most significant to the proteins selected from the 2D-DIGE analysis. Each
protein designation was mapped in the Ingenuity Pathways Knowledge Base. Proteins that met
the expression ratio cut-off of 1.3, a p-value cut-off of 0.005 for differential expression and were
associated with a canonical pathway in the Ingenuity Pathways Knowledge Base were

considered for the analysis.

Western Blot and subcellular fractionation. Whole protein extracts were prepared as
described (7). Proteins separated in SDS-10% polyacrylamide gels, and transferred onto
nitrocellulose membranes were then incubated with primary antibodies 1/400 mAb anti-actin
(NeoMarkers, Lab Vision Corporation, CA), 1/1500 mAb anti-Hep27 (11) and 1/100 rAb
ERM/ETV5 (Sta. Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), and developed with HRP-conjugated
rabbit anti-mouse and goat anti-rabbit immunoglobulins (DAKO, Glostrup, Denmark) and the
SuperSignaI® West Dura substrate (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL).

Alternatively, mitochondrial, cytosolic and nuclei fractions were obtained by differential
centrifugation of Hec-1A and Hec-1A GFP-ERM/ETV5 homogenates. Cells were trypsinized,

pelleted, washed with PBS and then redissolved in ice-cold isolation buffer containing 0.3M
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Mannitol, 0.1% BSA, 0.2mM EDTA, 10mM Hepes, adjust pH at 7.4 and protease inhibitors
(Sigma). Cells were homogenized on ice and were centrifuged 1000g at 4°C for 10 min. The
pellets with nuclei were stored at -80° C until used for SDS-PAGE, while the supernantants
were collected and further centrifuged 14000g for 15 min at 4°C. The resulting supernatants
were considered as the cytosolic fraction, while the pellets with the mitochondrial fraction were
washed twice with cold isolation buffer. Each fraction was redissolved in Laemmli’s loading
buffer and proteins were separated as described.

Immunofluorescence. Hec-1A, Hec-1A GFP and Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cells cultured on
coverslips were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min and permeabilized for 30 min in
PBS 0.1% saponin. Cells were sequentially incubated with 1/100 rAb ERM/ETV5 and with anti-
rabbit secondary antibodies conjugated with TRITC (Sigma, Saint Louis, MO) for 1 hr at RT in
dark. Alternatively, Hec-1A GFP-ERM/ETVS5 cells were fixed with methanol for 6 min at -20° C
and incubated with 1/10 mAb Hep27 and with anti-mouse secondary antibody conjugated with
488-alexa fluor (Molecular Probes, Invitrogen) for 1 hour at RT in dark. Coverslips were
mounted using the Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, Inc., CA), and
fluorescence was visualized and imaged on a DM-IRBE inverted fluorescence microscope
(Leica, Wetzlar, Germany) coupled to a TCS-NT argon/krypton confocal laser (Leica, Wetzlar,
Germany).

Finally, Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cells were incubated with growth medium containing 250nM
MitoTracker® (Molecular Probes, Invitrogen) for 45 minutes at 37° C and then rinsed three

times with PBS before processing for Hep27 localization at the mitochondria.

Immunohistochemistry. Paraffin-embedded sections from human endometrial carcinomas and
from tumors originated from Hec-1A and Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cells and orthotopically
implanted in mice (7), were stained for Hep27 pattern of expression by indirect
immunoperoxidase assay. Sections were treated with heat in 1mM EDTA pH 8 buffer for
antigen retrieval, and endogenous peroxidase activity was quenched with 3% H,O,. Sections
were incubated overnight with the primary antibody against Hep27 at a 1:300 dilution, washed
and incubated with peroxidase conjugated goat antimouse immunoglobulin (EnVision Dual
System, DAKO). Subsequently, sections were washed, and reactions were developed with
diaminobenzidine, followed by counterstaining with hematoxylin. Quantitative evaluation of
Hep27 cytoplasmic immunostaining on nine different fields per orthotopic tumor section

(approximately 30,000 cells), was performed by three independent investigators.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP). ChIP on Hec-1A GFP-ERM/ETVS cells was
performed with rAb ERM/ETVS as described (7). Rabbit acetyl-Histone H4 (Upstate, Lake

Placid, NY) was used as positive control. For PCR analysis, 1 pl of input DNA extraction and 10
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pl of immunoprecipitated DNA were used for 40 cycles of amplification (annealing temperature
60°C), with the following primers for Hep27: reverse primer: CAGAAAAGGCCTCACCCACAAC
and forward primer: TCTTTCCACAAGCAGCAAGCAGC.

Oxidative stress. Hec-1A and Hec-1A GFP-ERM/ETV5 were treated with 10M H,O, (Sigma
Chemical Co., Oakville, Canada) for 30 min, and allowed to recover for 5h before protein
extraction and processing for western blotting. Alternatively, cells were treated with 50mM NAC

(Sigma) for 4 hours, before the extraction of protein lysates.
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Results

Proteomic comparisons for the characterisation of ERM/ETV5 regulated proteins in Hec-
1A. Stable transfectants were established in the human endometrial cancer cell line Hec-1A
expressing the transcription factor ERM/ETV5 in fusion with the green fluorescent protein
(GFP), and further compared to the non-transfected cell line and the Hec-1A cells stably
expressing the empty vector with the GFP. As expected, immunofluorescence showed positive
GFP staining in the Hec-1A GFP expressing cells, localized in both the nucleus and the
cytoplasm, and low nuclear ERM/ETV5 staining corresponding to the endogenous protein,
similar to the non-transfected Hec-1A cells (Figure 1A). In contrast, Hec-1A GFP-ERM/ETV5
expressing cells showed mainly nuclear GFP fluorescence co-localizing with increased
ERM/ETV5 signal that corresponded to both the transfected construct and the endogenous

proteins (Figure 1A).

Protein extracts from the three cell lines were compared by 2D-DIGE technology. Triplicates of
each cell line were extracted, cleared and purified as indicated (Materials and Methods section),
labelled with electrophilic forms of 1-(5-carboxypentyl)-1'-propylindocarbocyanine halide (Cy3)
N-hydroxy-succinimidyl ester and 1-(5-carboxypentyl)-1'-methylindodi-carbocyanine halide
(Cy5) N-hydroxysuccinimidyl ester fluorescent dyes, and analysed as mixtures. Analysis was
repeated with reciprocal labelling. The proteins were separated in a 12,5% acrylamide gel after
a linear gradient of pH 3—-10 (Figure 1B). Approximately 2,900 spots were detected in the gels,
and statistical processing of the results considering a threshold of +1.3 fold variation and a p-
value <0.005, rendered 60 spots differentially expressed in the ERM/ETV5 over-expressing cell
line compared to the two control cell lines (Figure 1C-E). Of those, 47 proteins could be
identified by Maldi-TOF MS (Table I).

Data mining using the Ingenuity Pathway Analysis software showed up cancer as the main
biological alteration, principally focused on genes related to tumorigenesis. RNA post-
transcriptional modification, mainly due to the up-regulation of a group of heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins (HNRNPs), was also emphasized. Glycolisis/gluconeogenesis was
stressed as the major canonical pathway altered, with ALDH1A1, ALDH7A1, ALDOA, HEP27,
PGK1, PKM2 and TPI1 genes deregulated in ERM/ETV5 over-expressing Hec-1A cells. A more
detailed analysis, based on gene interactions and molecular relationships, pointed to cell
migration and invasion as the most relevantly perturbed biological processes upon the induction
of the transcription factor ERM/ETV5: TGF[] and progesterone signalling, actin cytoskeleton
regulation, annexin and tropomyosin modulation composed the main molecular network altered

under the control of ERM/ETV5 in the Hec-1A endometrial cancer cell line (Figure 2).

ERM/ETV5-dependent up-regulation of mitochondrial Hep27. Among the up-regulated
proteins Hep27 expression was found 12 and 10 fold increased compared to the control non-
transfected and GFP-expressing Hec-1A cells, respectively. Hep27 a member of the short-chain

dehydrogenase/reductase enzymes (SDR family), is a NADPH-dependent reductase enzyme
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active on cytotoxic a-dicarbonyl compounds (12)[406]. The induction of Hep27 upon ERM/ETVS
over-expression was further validated by Western blotting, confirming the notable induction of
Hep27 concomitant to the expression of the fusion protein GFP-ERM/ETV5, and independently
of the expression of the GFP or the unchanged levels of the endogenous ERM/ETV5 (Figure
3A).

To better understand the significance of the induction of Hep27 upon ERM/ETV5 over-
expression, we analysed the cellular localization of Hep27 in the Hec-1A GFP-ERM/ETV5S
expressing cell line. As already described (13), Hep27 presented a faint punctuated nuclear
pattern of expression (Figure 3B). In addition, a strong cytoplasmic labelling was found in some
cells that over-expressed ERM/ETV5 (Figure 3B). On the contrary to this heterogeneously
distributed cytoplasmic profile, the faint punctuated nuclear labelling was homogeneous
throughout the cell culture (Figure 3B). Control non-transfected or GFP-expressing Hec-1A cells
presented the same Hep27 nuclear pattern of expression, but the cytoplasmic staining was
specific of the cells over-expressing ERM/ETV5 (data not shown). Both immunofluorescence
and citometry experiments showed that this pattern of expression was independent of the GFP-
ERM/ETV5 levels of expression (data not shown). This cytoplasmic staining suggested that
Hep27 could be localized at the mitochondria, and thus we performed subcellular fractionation
in ERM/ETVS over-expressing Hec-1A cells that confirmed the mitochondrial localization of
Hep27 in addition to its nuclear profile (Figure 3C). We further analysed by confocal
immunofluorescence its co-localization with a specific marker of these organelles, showing a

clear co-localization between Hep27 and mitotracker (Figure 3D).

In vivo characterisation of Hep27 expression. We next investigated whether this pattern of
expression was reproduced in tissue samples both from an in vivo model and human
carcinoma. Hep27 immunoassaying was first performed in orthotopic tumours generated in
nude mice by subcutaneous injection of the Hec-1A GFP-ERM/ETV5, Hec-1A GFP, and
untransfected Hec-1A cell lines, and subsequent implantation onto the posterior face of the
uterus (7)[405]. As can be observed, the heterogeneous pattern of Hep27 expression with a
marked cytoplasmic staining in a reduced number of cells and a homogeneously distributed
nuclear labelling was reproduced in in vivo conditions (upper panels; Figure 4). In addition, and
compared to the orthotopic tumours generated from the control cell lines, those originated from
the GFP-ERM/ETV5 Hec-1A cells showed an increased number of cells presenting the
mitochondrial pattern, translating to an in vivo model the results obtained in vitro on the
ERM/ETV5 dependent induction of Hep27 (lower left panel; Figure 4). Next, the pattern of
Hep27 expression was analysed in representative samples of endometrioid endometrial
carcinomas where ERM/ETVS5 was found to be related to the initial steps of myometrial
infiltration and dissemination (6). This confirmed the diffuse staining at the cytoplasm and
nucleus, and the presence of isolated cells with a marked cytoplasmic labelling compatible with

the mitochondria profile characterised in the cell cultures (lower right panel; Figure 4).
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Up-regulation of ERM/ETV5 and Hep27 in response to oxidative stress. To investigate a
functional link between ERM/ETV5 over-expression and Hep27 up-regulation, we first analysed
by chromatin immunoprecipitation whether the transcription factor ERM/ETV5 binds to the
promoter of Hep27. Second, and based on the mitochondrial localization of Hep27 as well as its
active role in inactivation of cytotoxic a-dicarbonyl xenobiotics that are generated through
oxidative stress, we evaluated the response of both proteins to oxidative stress (12, 14)

ChiIP was performed by immunoprecipitation with ERM/ETV5 mAb in the Hec-1A GFP-
ERM/ETV5 cell line as described elsewhere (7). PCR amplification clearly demonstrated that
ERM/ETV5 specifically binds to the upstream region of the Hep27 gene, where two putative Ets-
binding sites were identified by bioinformatic prediction (Figure 5A). These results suggested
that the up-regulation of Hep27 found in the ERM/ETV5 over-expressing endometrial cancer
cells could be induced by direct binding of ERM/ETV5 to its promoter region.

Finally, to explore the possibility that this direct link could be related to oxidative stress, Hec-1A
cells over-expressing ERM/ETV5 were exposed to 1mM concentrations of the H,O, oxidizing
agent. This resulted in an increase of both endogenous and the GFP-fusion ERM/ETVS5,
concomitant to that of Hep27 (Figure 5B). Conversely, when exposed to the antioxidant agent
N-acetyl-L-cystein (NAC), both proteins dramatically decreased (Figure 5B). These data
suggest a role for ERM/ETVS in the induction of Hep27 as a protective response to oxidative
stress: the stress-increased Hep27 reductase activity can cope with the stress-induced

formation of cytotoxic adicarbonyls (12, 14).

-171 -



Publicacions-2

Discussion

In this work, we approached the proteome associated with ERM/ETV5 up-regulation during
myometrial infiliration in endometrial cancer. We used highly sensitive two dimensional
Difference Gel Electrophoresis (2D-DIGE) technology that involve labeling proteins from
different samples with different fluorescent dyes, size- and charge-matched as well as spectrally
distinct. This allows co-separation of different DIGE fluor-labeled samples in the same gel and
ensures that all samples will be subjected to exactly the same first- and second-dimension
electrophoresis running conditions, limiting experimental variation and ensuring accurate within-
gel matching. In addition, an internal standard resulting from the pooling of aliquots of all
biological samples in the experiment permits normalization and accurate quantitative
comparisons. Endometrial cancer cells stably over-expressing ERM/ETV5 were compared to
both control non-transfected cells and cells transfected with the empty vector. Around fifty
proteins under the presumptive control of ERM/ETV5 could be identified by MALDI-TOF MS
(Table I).

Data mining founded on gene interactions and molecular relationships with the aim of detecting
those biological processes relevantly perturbed upon the induction of the transcription factor
ERM/ETVS5, pointed to cellular migration and invasion as the main molecular network altered
through TGFB and progesterone signalling, and actin cytoskeleton regulation. Previous work
from the group described ERM/ETV5 up-regulation in endometrial cancer to correlate with the
degree of myometrial infiltration (6). More recently, in vitro and in vivo results demonstrated
ERM/ETV5 to act through MMP-2 to confer the migratory and invasive capabilities associated
with an initial switch to myometrial infiltration (7). In addition to the well-known growth inhibiting
effect of progesterone on endometrial cancer, progesterone and its receptors play an important
role in regulating invasive properties of endometrial cancer cells (15). It is also well known the
reorganization of the actin network during cancer cell migration and invasion (16). Molecules
that link migratory signals to the actin cytoskeleton are up-regulated in invasive and metastatic
cancer cells (17). Moreover, membrane protrusions in response to migratory and chemotactic
stimuli and focal extracellular matrix degradation by podosomes and invadopodia are related to
localized polymerization of submembrane actin filaments (18). Finally, hormone-dependent
migration in endometrial cancer cells was related to dissolution of stress fibers, dynamic actin
accumulation at the cell periphery, and formation of lamellipodia, filopodia, and membrane
spikes (19). Regarding TGF-beta, and in the context of its dual role as a tumor suppressor and
pro-oncogenic factor, it can exert effects on tumor and stromal cells in advanced disease stages
to stimulate invasion, angiogenesis, and metastasis, and to inhibit immune surveillance (20).
These evidences support new therapeutic strategies targeting TGF-beta signaling as a basis for
inhibiting its activity as an autocrine tumor promoting factor that enhances cancer invasion and
metastasis (21). Concerning endometrial tumor invasion, disturbances of the TGF beta
signalling as well as localization of SMADs may be important to the infiltration of the myometrial

wall by the type | endometrial carcinomas (22). Moreover, myometrial invasion of endometrial
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cancers involves an increase in gelatinase activity, regulated to some extent by TGF-beta 1 in

an autocrine or paracrine fashion (23)[339].

The gene expression fold change of significantly altered genes under the control of ERM/ETV5
ranged 1.3-2, which represents reasonable changes in protein expression for a cell line stably
expressing a transcription factor. Nonetheless, the most altered gene showed more than ten
fold induction in the ERM/ETV5 over-expressing cell line. Hep27, a member of the superfamily
of short-chain dehydrogenases/reductases (SDR), was first identified in human hepatoblastoma
HepG2 cells (11). The important induction of this gene associated with the up-regulation of
ERM/ETV5 was further confirmed by western blot analysis in the endometrial cancer cell lines
generated, and its both nuclear and cytoplasmic localization corresponded to that described in
the HepG2 cells (13).

The fact that Hep27 was localized at the mitochondria suggested a physiological function linked
to oxidative stress. Reactive oxygen species (ROS) have been proposed to be involved in
tumour metastasis as mediators of key genes relevant to cell adhesion, epithelial-mesenchymal
transition and migration (24). Alternatively, ROS have also been demonstrated to induce
apoptosis, cell cycle arrest and cellular senescence through the uncoupling of the electron
transport chain in mitochondria and to a decrease in mitochondrial membrane potential (25).
Interestingly, in tumour cells ROS may be an important factor in directly regulating the
expression of ets-1, the founder member of the Ets family of transcription factors to which
ERM/ETV5 belongs (26). Indeed, ets-1 regulation of matrix metalloproteinase-1 expression has
been described to be redox sensitive (27). Likewise, H,O,-induced angiogenesis has been
shown to be mediated by ets-1 (28), as well as angiotensin Ill-induced imflammation (29).
Finally, in Down’s syndrome and Alzheimer’s disease (30), or in high-cholesterol diet-induced
atherosclerosis (31), oxidative stress has also been related to up-regulation of diverse ets
transcription factors. Likewise, in this study we demonstrated that exogenous H,O, is capable of
inducing an increase in ERM/ETV5 protein in the Hec-1A endometrial cancer cell line.
Antioxidant treatment led to a decrease in ERM/ETV5 expression, indicating that the oxidative
stress-induced response is likely specific. The concomitant regulation of Hep27 gene through
the direct binding of ETV5 to its promoter region suggests a contribution to protect mitochondria
from the cytotoxic effect of a-dicarbonyl compounds. These reactive dicarbonyls, which are
generated through oxidative stress (or are found as dietary constituents), can be cytotoxic
causing chromosome loss (12) or processed into advanced glycation endproducts (AGEs) that
are thought to cause complex underlying pathologies, including inflammation or sclerotic effects
found in chronic diseases (14). Accordingly, Hep27 could play an important role as scavenging
enzymes of reactive a-dicarbonyls. To this regard, microarray analysis to identify putative
targets of Ets-1 described enzymes involved in antioxidant defence by quenching the effects of
the oxidative stress (32).

In conclusion, the analysis of proteins under the control of ETV5 in the Hec-1A cell line
reinforces a role of this transcription factor in the regulation of the migratory and invasive tumour

behaviour in endometrial cancer. We further characterised a role for ETV5 in a modulated
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response to oxidative stress associated with the promotion of invasion in endometrial cancer.
Our results contribute to unravel the molecular events in EEC associated with the initiation of
tumor invasion. In addition to represent an improvement in the pursuit of rational targets for the
onset of metastasis, this knowledge would also be a valuable tool for the molecular stratification
of patients, since myometrial affectation determines an increase in the rate of recurrence after a

first surgical treatment and a decrease in survival at the five-year follow-up.
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Table I. Identities of differentially expressed proteins in the Hec-1A GFP-ERM/ETVS5 cell line.

Average . . Theor. Observed Pep %
nusn?l(t))ter abundance Protein description dez;ofmzlgon rﬁjcn?nise?l?g) MW (Da) app. MW '\gizfgt match seq
ratio (a) 9 (©) (Da) @ C)
674 -1,44 Ezrin EZR P15311 69484 71379 167 28 44,0
703 1,36 glycine-tRNA ligase GARS P41250 83828 70543 69 13 21
704 1,37 glycine-tRNA ligase GARS P41250 83828 83828 153 19 30
heterogeneous ribonuclear
959 1,56 particls protein L HNRNPL P14866 60719 64860 103 21 42
969 1,62 heterogeneous ribonuclear HNRNPL P14866 60719 64479 79 13 27,8
particle protein L
970 1,51 heterogeneous ribonuclear HNRNPL P14866 60719 64479 84 13 27,8
particle protein L
1085 1,43 pyruvate Kinase, M1 PKM2 P14618 58339 61509 157 24 46
Isozyme
3-methylcrotonyl-CoA
1150 1,32 carboxylase subunit MCCB MCCC2 QYHCCO 61808 59899 79 1 20
1164 -1,61 tryptophan -tRNA ligase WARS P23381 53474 59023 88 10 27,2
1168 -1,36 similar to tubulin alpha 2 TUBA1B Q8WU19 37707 58849 110 10 39
1198* 1,78 tryptophan -tRNA ligase WARS P23381 53474 58849 48 9 27,6
1215+ 14 sf;g?’r']y; cyclase-associated CAP1 Q01518 51795 58590 78 8 29
1233 -1,31 FK506-binding protein 4 FKBP4 Q02790 51926 57903 108 14 28
(PPlase)
1242 1,38 heterogeneous nuclear HNRPH1 P31943 49484 57394 86 17 44
ribonucleoprotein H
1277 -1,48 Testin TES QoUGI8 48703 56721 87 7 24,8
1349 1,52 Aldehyde dehydrogenase ALDH7A1 P49419 55714 55155 64 7 18,4
family 7. member A1
1361 1,38 S’Z\'ff"s"me RNA helicase BAT1 Q13838 49416 54912 69 1 40
1362* -1,33 GDP dissociation inhibitor 2 GDI2 P50395 51087 54912 81 16 33
1362+ -1,33 methionine MAT2A P31153 43975 54912 69 2 6
adenosyltransferase
1378* 1,37 SK"chosome RNA helicase BAT1 Q13838 49416 54188 78 14 35
1378** 1,37 RuvB-like 2 RUVBL2 Q9Y230 48489 54188 116 19 8
similar to eukaryotic
1378** 1,37 translation termination ETF1 Q96CG1 45662 54188 62 4 1
factor 1
1409 -1,81 Guanine aminohydrolase GAH Q9H335 53316 53317 106 10 28,2
1534* 1,34 L‘,\R DNA - binding protein- | 1\rpgp Q13148 44711 50563 67 7 35
1561 1,44 keratin 8 KRT8 P05787 53671 49239 121 18 47
1568** 1,51 heterogeneous nuclear HNRPA3 P51991 39799 49530 65 1 20,0
ribonucleoprotein A3
1570 -1,72 Isocitrate dehydrogenase IDH1 075874 46944 49603 87 8 19,6
1571* 1,45 heterogeneous nuclear HNRPA3 P51991 39799 49384 74 1 32
ribonucleoprotein A3
1573 -1,48 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 P00558 44568 49384 167 27 73
1607 1,58 heterogeneous nuclear HNRPA3 P51991 39799 48519 88 13 40,2
ribonucleoprotein A3
1634 1,38 Fructose-bisphosphate, ALDOA P04075 39720 47880 138 19 65
aldolase A
1682* -1,44 aspartate aminotransferase GOT1 P17174 46316 46971 55 8 17
1682* -1,44 acyl-CoA hydrolase ACOT7 000154 37795 46971 54 9 26
1715 1,45 heterogeneous nuclear HNRPA2B1 P22626 37464 45809 82 1 38
ribonucleoprotein B1
1725 1,39 heterogeneous nuclear HNRNPC Q86SF8 32375 45540 66 10 37
ribonucleoprotein C
1733 1,59 heterageneous nuclear HNRPAB Q99729 30683 45406 81 9 27
ribonucleoprotein A/B
1735* 1,64 heterogeneous nuclear HNRPAB Q99729 30683 45339 93 10 30,5
ribonucleoprotein A/B
1747 14 heterogeneous nuclear HNRPAB Q99729 30569 44940 89 15 42
ribonucleoprotein A/B
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heterogeneous nuclear

1757 1,37 ! ! HNRNPA2B1 P22626 37464 44676 74 15 47
ribonucleoprotein B1

1760 1,43 nucleophosmin NPM1 P06748 32726 44742 90 12 33

1783 1,57 Annexin A1 ANXA1 P04083 38787 43828 109 1 40,0

1800 1,08 Annexin A1 (Annexinli) ANXA2 P04083 38787 43507 149 16 49,9
(Lipocortin)

1803 1,46 heterageneous nuclear HNRPC Q86SF8 32318 43379 75 12 29
ribonucleoprotein C

1810* 1,43 heterogeneous nuclear HNRPC Q86SF8 4,94 32318 63 14 41
ribonucleoprotein C

1820 1,41 Annexin A2 (Annexin If) ANXA2 P07355 38677 43379 140 20 50,6
(Lipocortinll)

1829 1,4 heterogeneous nuclear HNRNPA2B1 P22626 37407 42997 88 13 37
ribonucleoprotein B1

1851* 1.4 heterogeneous nuclear HNRPH3 P31942 31505 42368 86 15 51
ribonucleoprotein 2H9

1852 -1,34 transaldolase TALDO1 P37837 36531 42243 68 10 30

1857 1,53 heterogeneous nuclear HNRPA1 P09651 38805 41933 154 16 38
ribonucleprotein A1

1864 -1,97 3alpha-hydroxysteroid AKR1C3 P52895 37111 41933 72 10 455
dehydrogenase

} 3alpha-hydroxycholanate

1869 3,23 deytrogenase AKR1C2 P52895 37111 41687 108 13 37,2

1875 1,34 AtU-rich element RNA HNRPDL 014979 30337 41625 72 10 25
binding factor

1905 1,34 transaldolase TALDO1 P37837 36531 40536 58 8 25

1917 1,45 heterogeneous nuclear HNRNPA1 P09651 38805 40655 199 19 50
ribonucleprotein A1

2264 -1,34 phosphoglycerate mutase 1 PGAM1 P18669 28769 30012 80 9 35

2331 -1,38 Triosephosphate isomerase TP P00938 26807 28004 94 11 58

2340 10,99 a-dicarbonyl reductase HEP27 Q13268 29926 27307 101 12 38,9

2444 -1,39 probable thioredoxin PRDX1 Q06830 22324 24060 150 13 55
peroxidase
Adenine

2782 1,43 hospharibosyltranferase APRT PO7741 19635 12806 48 5 22

2816* 1,41 Cystatin B CSTB P04080 11167 11167 46 4 55,1

*protein identification was confirmed by ion trap mass spectrometer

**protein was identified by ion trap mass spectrometer

a) Abundance ratio averaged from the different gels of the DIGE experiment.
b) Accession numbers of proteins were derived from Uniprot database.

¢) Theoretical molecular mass calculated from the amino acid sequence and mature protein,

respectively.

d) Number of peptides matched and percentage of sequence coverage.
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Legends to Figures

Fig. 1. 2D-DIGE analysis of ERM/ETV5 regulated proteins in Hec-1A cell line. A,
Immunofluorescence against GFP and ERM/ETV5 in the Hec-1A, Hec-1A GFP and Hec-1A
GFP-ERM/ETV5 endometrial cancer cell lines. B, Protein extract from the three cell lines were
labeled with fluorescent Cy dyes, combined and separated by 2-DE on a pH 3-10 non-linear
gradient IPG strip and a 12.5% acrylamide gels. The image shows a fluorescence image in
which the relevant spots that were submitted to MALDI-TOF MS identification were marked with
its Master spot number. The differences were detected with a fold variation of plus-minus 1.3
and a p-value <0.005. C, 3-D view and fluorescence image gel amplification for 2340 spot. D,
Standardised abundance plots for spot #2340, identifies by MS as Hep27. The graph displays
the abundance observed for spot #2340 in each of the nine gel images corresponding to Hec-
1A, Hec-1A GFP and Hec-1A GFP-ERM/ETV5 samples, after standardising the values using
the internal standard pool images (Cy2) of each of the nine gels. The line links the average
abundance values for each group of samples (crosses). E, MALDI reflector mass spectrum of
the tryptic digest of spot #2340, allowed the identification by PMF of Hep27.

Fig. 2. Pathway analysis of proteins differentially expressed under the control of ERM/ETVS5 in
the Hec-1A endometrial cancer cell and analysed by 2D-DIGE. When the 60 spots differentially
expressed in the Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cell line were input into IPA, it mapped them to a
network with TGF[1, progesterone and actin in the main nodes. Information about the analysis
of biological functions and pathways, as well as network interactions is available at the IPA
website (Ingenuity Systems 2008). Color shading corresponds to the type of deregulation, red
for up-regulated genes, and green for down-regulated. White open nodes are not from among
the protein list but are proteins associated with the regulation of some of these proteins
identified by 2D-DIGE. A line denotes binding of proteins while a line with an arrow denotes
'acts on'. A dotted line denotes an indirect interaction. Descriptions of the genes, including P

value (<0.005) and average fold change (ranging +1.3) are provided in Table I.

Fig. 3. Over expression of ERM/ETV5 induces mitochondrial Hep27 up-regulation. A, Western
blot detection of endogenous human ERM/ETVS protein, transfected GFP-ERM/ETV5 protein
and Hep27 in the cell lines developed. Actin was used as a loading control. B, Hep27
immunofluorescence detection in the stable cell line Hec-1A GFP-ERM/ETV5. C, Hep27 protein
expression after subcellular fractionation in ERM/ETV5 over-expressing Hec-1A cells. D, Laser
scanning confocal microscopy showing the results of double-labeling experiments on Hec-1A
GFP-ERM/ETVS. In green immunolocalization of Hep27 protein which colocalizes with the red

signal produced by the MitoTracker marker.

-184 -



Publicacions-2

Fig. 4. Increased Hep27 expression in the Hec-1A GFP-ERM/ETVS orthotopic endometrial
cancer model. Upper panels: Hep27 immunostaining of primary tumors originated from Hec-1A
or Hec-1A GFP-ERM/ETVS cells, showed increased Hep27 positive cells associated with the
overexpression of ERM/ETV5. Lower left panel: the graphic represents the quantification of
cytoplasmic positive Hep27 staining and evaluated by three independent investigators. Lower
right panel: Hep27 staining in human endometrial carcinoma tissue sections.

Fig. 5. Up-regulation of ERM/ETV5 and Hep27 in response to oxidative stress. A, The analysis
of the promoter region of Hep27 shows Ets putative binding sites. PCR analysis of the
chromatin immunoprecipitated with antibodies directed against ERM/ETV5 shows specific
binding to the promoter region of Hep27 in the Hec-1A GFPERM/ETVS5 cell line. Irrelevant 1IgGs
and antibodies directed against the acetylated histone are shown as negative and positive
controls, respectively. B, Hec-1A GFP-ERM/ETV5 cell line was treated with 0.1 and 1 mM of
H,O, for 30min. In the same way, stable cell line Hec-1A GFP-ERM/ETV5 was treated for 4h
with 50mM NAC. The protein extracts were analysed by western blot against ETV5 and Hep27,
and actin was used as a loading control.

-185 -






Publicacions-3

[Molecular & Cellular Proteomics, submitted]

Proteomic approach to endometrial carcinoma invasion front

Marta Monge', Andreas Doll', Eva Colas’, Antonio Gil-Moreno®®, Josep Castellvi*®, Angel
Garcia®®, Nuria Colome®, Asummpcio Perez-Benavente?, Nuria Pedrola’, Xavier Dolcet®,
Santiago Ramon y Cajal*®, Jordi Xercavins®®, Xavier Matias-Guiu®, Francesc Canals*, Jaume

Reventos"® and Miguel Abal’

'Unitat de Recerca Biomeédica, Institut de Recerca Hospital Universitari Vall d’'Hebron; 2Departament de
Ginecologia Oncologica, Hospital Universitari Vall d’Hebrén; 3Departament de Patologia, Hospital
Universitari Vall d’Hebron; “Laboratori de Protedmica, Programa de Recerca Oncoldgica Médica, Institut
de Recerca Hospital Universitari Vall d’'Hebron; SUniversitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Espanya;
6Departmen’[ de Patologia i Genética Molecular, Hospital Arnau de Vilanova, Universitat de Lleida, IRB-

LLEIDA, Espanya

La invasio tumoral defineix la transicié entre carcinomes restringits al teixit, amb un bon
pronostic ja que és possible aplicar cirurgia, i els tumors metastatics associats a mal pronostic i
amb una disminuci6 considerable de la supervivéncia. En el carcinoma endometrial, la infiltracio
miometrial representa un parametre molt valués per a determinar el pronostic de la malaltia. En
el front d’invasié existeix una forta regulacié espaitemps provinent del tumor i de I'estroma que
I'envolta. Fins ara, la immunohistoquimica ha estat I'eina utilitzada per a la identificacié de
proteines implicades en la invasiéo del carcinoma endometrial, sense tenir en compte la
percepcié global del front d’invasié. En aquest treball hem dut a terme una aproximacié
protedmica per a caracteritzar components especifics del front d’invasié o I'estroma reactiu
mitjangant la comparacio de I'area invasiva d’un carcinoma endometrial anvers 'area tumoral
superficial no invasiva i el teixit normal provinents de la mateixa pacient. Aquesta estrategia ens
ha permés identificar proteines diferencialment expressades en el front d’invasié i que es troben
implicades en la morfologia cel-lular, acoblament i moviment, aixi com els mecanismes
moleculars relacionats amb la senyalitzacio i interaccio cél-lula-cél-lula i la resposta moduladora
a l'estrés oxidatiu. En resum, ha estat possible descriure una nova estratégia protedmica que
puntualitza especificament en el front d’invasié del carcinoma endometrial, permetent la

identificacid de nous protagonistes implicats en la infiltracié miometrial.
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Summary

Tumor invasion defines the transition between tissue-restricted carcinomas, with good outcome
as optimal surgery becomes possible, and metastatic tumors associated with poor prognosis
and a dramatic decreased in survival. In endometrial cancer, myometrial infiltration represents a
determinant parameter highly valuable in prognosis. A profound spatio-temporal regulation from
both the tumor and the surrounding stroma occurs at the invasive front. To date, the
identification of proteins involved in endometrial carcinoma invasion has been essentially
conducted by immunohistochemical methods, without a global perception on the invasive front.
In this work we attempted a proteomic approach to characterise specific components of the
invasive front or reactive stroma by comparing the invasive area of an endometrial carcinoma
with the noninvasive superficial area and normal tissue from the same patients. This strategy
led us to identify proteins involved in cellular morphology, assembly and movement,
differentially expressed at the invasive front, as well as pathways like cell-to-cell signalling and
interaction and a modulated response to oxidative stress as events related to endometrial
carcinoma invasion. In conclusion, we describe a novel proteomic approach that specifically
deals with endometrial carcinoma invasion front, allowing the identification of new players of

myometrial infiltration.
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Introduction

The heterogeneity of tumor tissues has been largely illustrated not only in terms of space with
miscellany in morphology and biology among different areas of the same tumor but also in
terms of time as a continuous tumor evolution. These evidences are nurturing functional
proteomics and genomics as a more realistic perspective in cancer research than a steady state
analysis where gene modifications on bulk tumor specimens are correlated with carcinogenesis
(1). In this context, one of the areas of a tumor tissue where protein expression has been
observed to be dynamically adapted is the invasive front, as a principal component of the
interaction between a tumor and the surroundings. This has been evidenced not only on those
tumor modifications that are induced by the microenvironment as cytokines or inflammatory
mediators but also on those associated with the phenotype of the epithelial cells that become
invasive (i.e., epithelial to mesenchymal transition). All this has led tumor invasion to become an
active and promising field of research (2). From a clinical point of view, tumor invasion defines
the frontier between tissue-restricted carcinoma and disseminated tumor cells. The former
represents good outcome as optimal surgery, the best therapeutic alternative nowadays,
becomes possible. The later is associated with poor prognosis and a dramatic decreased in
survival, with therapeutic options based on radiotherapy and chemotherapy showing limited
efficacy and being still a promise when dissemination and metastasis are present. Endometrial
cancer, the most frequently diagnosed malignancy of the female genital tract in industrialized
countries, represents an example of this dichotomy. Endometrial carcinomas are usually well to
moderately differentiated, showing endometrioid morphology, and confined to the uterine corpus
at diagnosis, and thus most can be cured. Notwithstanding its excellent prognosis, myometrial
infiltration and distant metastasis are the most devastating points in endometrial cancer;
approximately 25% of the patients who have undergone surgical staging are found to have
extrauterine disease (3, 4). Indeed, myometrial invasion is the most valuable parameter for
prognosis, together with grade. Tumor stratification is revised after pathology examination and

the therapeutic intervention is defined by these parameters.

The precise molecular events that occur during the development, progression/invasion and
formation of metastasis in endometrial carcinoma are largely uncharacterised and are still
relatively poorly understood (5). Gradually, the complexity of endometrial tumor invasion is
being characterised. Players during invasion are not restricted to the tumor cells that conform
the epithelial glands infiltrating the myometrium, but also the reactive stroma in close interaction
with these glands, the inflammatory components activated in reaction to the act of invasion, and
the activated endothelia associated with angiogenesis play essential roles in the initial

achievement of infiltration and dissemination (6-8).

At the same time, immunohistochemical methods describing the pattern of expression of a
particular protein have been the standard in the study of endometrial tumor invasion, without a
global perspective to the invasive front of endometrial carcinomas. In this article, we designed a
novel approach based on proteomics to the study of endometrial tumor invasion. By comparing

areas of tumor infiltration with areas of no tumor infiltration and normal endometrium from the
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same patients, we characterised new proteins differentially expressed at the invading front.

-192 -



Publicacions-3

Experimental Procedures

Patients and sample collection. In this study we included a group of patients, who underwent
surgery for endometrial carcinoma in the Departments of Gynecological Oncology at the
Hospital Vall d’Hebron in Barcelona, and at the Hospital Arnau de Vilanova, Lleida, Spain.
Patients ranged from 50 to 80 years of age. None of the patients had received radiation and/or
hormonal therapy or chemotherapy treatment prior to surgery. The protocol was previously
approved by the Institutional Review Boards, and informed consent was obtained from all of the
patients involved in the study. After surgery, each tissue sample was immediately dissected by
a pathologist, with normal tissue, superficial and deep tumor sections being collected from each
patient, and stored at —80°C and paraffin-embedded until analysis. The proteomic analysis was
performed in a four patient series of endometrial carcinomas from stage IC. An additional
confirmation series was formed by specimens from five independent patients also diagnosed for
stage IC invasive endometrial carcinomas, and finally, a set of thirty tissue sections from
invasive and non-invasive endometrial carcinomas from stages IA, IB and IC were selected for

protein analysis by immunohistochemistry.

Sample preparation for two-dimensional gel electrophoresis proteomic analysis. Normal
tissue, superficial and deep tumor sections were lysed by the addition of 500 pL of lysis buffer
(7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 30 mM Tris, pH 8.5). The mixture was sonicated 8 times
for 10 seconds on ice and then centrifuged at 12,000 g at 4°C for 3 min. 100 uL of each protein
extract was further purified by a modified TCA-acetone precipitation (2-D-CleanUp Kit,
Amersham Biosciences, Munich, Germany) and, finally, resuspended in lysis buffer. Protein

concentration was determined using the BioRad RCDC Protein Assay (BioRad, Madrid, Spain).

Two dimensional differential in gel electrophoresis (2D-DIGE). A pool consisting of equal
amounts of each of the samples analyzed in the DIGE experiment was prepared to be used as
internal standard for quantitative comparisons (9). Tissue samples were labeled with Cy3 or Cy5
cyanine dyes while internal standard pooled sample was labeled with Cy2 dye, by the addition
of 400 pmol of Cy dye in 1 yL of anhydrous N,Ndimethylformamide per 50 ug of protein. To
avoid any possible bias introduced by labelling efficiency, half of the samples from each group
were labelled with Cy3 dye and the other half with Cy5 dye. After 30 min of incubation on ice in
the dark, the reaction was quenched with 10 mM lysine and additionally incubated for 10 min.
Samples were finally combined according to the experimental design, at 50 ug of protein per Cy
dye per gel, and diluted twofold with IEF sample buffer (7 M urea, 2M thiourea, 4% w/v CHAPS,
2% DTT, 2% pharmalytes pH 3—10, 0.002% bromophenol blue). The 2D-DIGE was performed
using GE-Healthcare reagents and equipment (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK). First
dimension |IEF was performed on IPG strips (24 cm; linear gradient pH 3—-10) using an Ettan
IPGphor system (Amersham Biosciences). Initially, strips were incubated overnight in 450 pL of
rehydration buffer (7 M urea, 2M thiourea, 4% w/v CHAPS, 1% pharmalytes pH 3—10, 100 mM
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DeStreak, 0.002% bromophenol blue). Then samples were applied via cup loading near the
acidic end of the strips. After focusing for a total of 67 kV x h, strips were equilibrated first for 15
min in 6 mL of reducing solution (6 M urea, 100 mM Tris-HCI pH 8, 30% v/v glycerol, 2% wi/v
SDS, 5 mg/mL DTT, 0.002% bromophenol blue) and then in 6 mL of alkylating solution (6 M
urea, 100 mM Tris-HCI pH 8, 30% v/v glycerol, 2% w/v SDS, 22.5 mg/mL iodoacetamide,
0.002% bromophenol blue) for 15 min, on a rocking platform. Second dimension SDS-PAGE
were run by overlaying the strips on 12.5% isocratic Laemmli gels (24 x 20 cm), casted in low
fluorescence glass plates, on an Ettan DALTsix system (Amersham Biosciences). Gels were
run at 20°C, at constant power 2.5 W/gel for 30 min followed by 17 W/gel until the bromophenol
blue tracking front reached the end of the gel. Fluorescence images of the gels were acquired
on a Typhoon 9400 scanner (GE Healthcare). Cy2, Cy3 and Cy5 images were scanned at 488
nm/520 nm, 532 nm/580 nm and 633 nm/670 nm excitation/emission wavelengths respectively,
at a 100 um resolution. Image analysis and statistical quantification of relative protein
abundances was performed using Progenesis Samespots v2.0 software (NonLinear Dynamics,
Newcastle, UK).

Protein identification. Protein spots of interest were excised from the gel using an automated
Spot Picker (GE Healthcare). In-gel trypsin digestion was performed as described (10), using
autolysis-stabilized trypsin (Promega, Wisconsin, USA). Tryptic digests were purified using
ZipTip microtiter plates (Millipore, Bedford, USA). MALDI-MS (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization-Mass Spectrometry) analysis of tryptic peptides was performed on an
Ultraflex TOF-TOF Instrument (Bruker, Bremen, Germany). Samples were prepared using -
cyano-4-hydroxy-cinnamic acid (CHCA) as matrix on anchor-chip targets (Bruker). Calibration
was performed in the external mode using a peptide calibration standard kit (Bruker Daltonics).
The spectra were processed using Flex Analysis 3.0 software (Bruker Daltonics). Peak lists
were generated using the signals in the m/z 800 to 4000 region, with a signal to noise threshold
of greater than 3. The SNAP algorithm included in the software was used to select the
monoisotopic peaks from the isotopic distributions observed. After removing m/z values
corresponding to usually observed matrix cluster ions, an internal statistical calibration was
applied. Peaks corresponding to frequently seen keratin and trypsin autolysis peptides were
then removed. The resulting final peak list was used for identification of the proteins by peptide
mass fingerprint. Mascot 2.2 program (Matrix Science Ltd, London UK) was used to search the
Swuissprot 55.4 database, limiting the search to human proteins (19630 sequences). Search
parameters were as follows: trypsin cleavages excluding N-terminal to P, 1 or 2 missed
cleavages allowed, carbamidomethylation set as fixed modification, methionine oxidation as
variable modification, mass tolerance less than 50 ppm, monoisotopic mass values. In the case
of the identified fragments of proteins, the searched protein mass was set to the observed mass
according to the gel position. Criteria for positive identification were a significant Mascot
probability score (score >55, p < 0.05). Alternatively, proteins were identified by ion trap mass

spectrometry as described (12).
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Functional pathway and network analyses é/vere generated through the use of Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) (version 2.0, Ingenuity Systems, Mountain View, Ca).

Western-blot. Protein lysates from normal tissue, superficial and deep tumor from five
independent stage IC endometrial carcinomas were used to validate protein identification as
described (13). Membranes were incubated with primary antibodies 1/1000 mAb [1-SOD1 (Sta.
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), and 1/200 mAb a-actin (Sta. Cruz Biotechnology), and
were revealed with HRP-conjéJgated rabbit anti-mouse immunoglobulins (DAKO, Glostrup,

Denmark) and the SuperSignal West Dura substrate (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL).

Cellular treatment and immunofluorescence. The human endometrial carcinoma cell line
Hec-1A was cultured as previously described (13). Hec-1A cell line was cultured to confluence
on coverslips, and a small area was disrupted by scratching a line through the layer with a
pipette tip. The remaining cellular debris was removed and cells were then cultured in fresh
medium with 2% FBS. After 48 hours, cells were treated with 50mM NAC (N-acetyl-L-cystein,
Sigma Chemical Co., Oakville, Canada) for 30 min and fixed and permeabilized as described
(13). Cells were then sequentially incubated with 1/50 mAb BLVRB (Abcam, Cambridge, UK) for
2 hours and with anti-mouse secondary antibody conjugated with 488-alexa fluor (Molecular
Probes, Invitrogen, UK) for 1 hour at RT in dark. Coverslips were mounted using the
Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, Inc., CA), and fluorescence was visualized
and imaged on a DM-IRBE inverted fluorescence microscope (Leica, Wetzlar, Germany)

coupled to a TCS-NT argon/krypton confocal laser (Leica).

Immunohistochemistry. BLVRB was detected by indirect immunoperoxidase assay in 3-[Im
paraffin-embedded sections, treated with heat in citrate buffer pH 7.3 for antigen retrieval.
Endogenous peroxidase activity was quenched with 3% H,O,; sections were incubated with the
primary antibody against BLVRB (Abcam) overnight at a 1:1000 dilution. Then sections were
washed and were incubated with peroxidase conjugated goat antimouse immunoglobulin
(EnVision Dual System, DAKO). Subsequently, sections were washed, and reactions were
developed with diaminobenzidine, followed by counterstaining with hematoxylin. Quantitative
and qualitative evaluation for BLVRB-positive immunostaining was performed by three
independent investigators. The intensity of positive immunostaining was evaluated as follows:
0= negative, 1=low, 2=medium, and 3=high, and the statistical Wilcoxon analysis performed
with the Statistical Package for Social Science (SPSS 12.0).
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Results
Sample selection and description of the experimental approach.

To identify proteins differentially expressed at the invasive front of endometrial carcinomas, the
following parts were macroscopically isolated from the same patient (Figure 1): the normal
atrophic epithelia (normal tissue), the superficial part of the tumor (superficial tumor), and the
invasive area of the tumor, where the epithelial glands infiltrate the myometrium (deep tumor). In
the last case, the sample is mainly composed of infiltrating tumor glands and reactive stroma,
with a minor contribution of non-infiltrating tumor glands and non-reactive stroma, as well as
myometrium with vessels and inflammatory components (blow-up in Figure 1). The superficial
part of the tumor is composed almost exclusively by tumor epithelial glands with a minimal
proportion of stroma and vessels (blow-up in Figure 1). Finally, the normal tissue is participated
by a thin layer of atrophic endometrial glands surrounded by non-reactive stroma, in close
vicinity with the myometrium (blow-up in Figure 1). By comparing the proteome of whole
extracts of each of these three areas from a number of invading carcinomas, we sought to
identify specific components of the invasive front of endometrial tumors. The comparison of the
deep tumor with the superficial tumor samples would render proteins differentially expressed in
the infiltrating area, independently of its epithelial or reactive stromal origin. Likewise, the
contribution of the residual myometrial component of the deep tumor sample should be solved
by comparing the deep tumor sample with the normal tissue, which is mainly composed of
myometrium. This approach should also address to what extent the features of the invasive
area of a tumor are the result of specific proteins expressed in the contact area, in addition to
the mere mix of epithelial tumor glands, reactive stroma and myometrium in a variable

proportion.

DIGE analysis and identification of proteins differentially expressed at the invasive tumor
front.

We analysed these three areas from four different patients by DIGE technology, to identify
specific proteins of the invasive front. DIGE permits direct comparison of all components from all
patients as protein gels are normalized with a pool of proteins from all the samples included in
the study. The proteins were resolved in a 12.5% acrylamide gel after an IEF in linear gradient
strips of pH 3— 10, and the statistical analysis performed with the Progenesis SameSpots v2.0
software (Nonlinear Dynamics, UK). To avoid any possible bias derived from the labeling
efficiency, half of the samples of each group were labeled with Cy3 dye and the other half with
Cy5 dye. A third fluorescent dye, Cy2, was used to label the internal standard sample. Two
samples and an aliquot of the internal standard pool were then separated by 2D-DIGE in each
one of the gels. We found 715 spots differentially expressed with a significant value (T test
<0.05 and fold change + 1.3), when we compared deep tumor samples with both superficial
tumor or normal tissue samples. Correlation analysis and hierarchical clustering classified the

detected spots depending on their behaviour among the three types of samples. Of these
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differentially expressed spots, 63% corresponded to proteins that increased their expression
from normal endometrial tissue to tumor tissue (Figure 2). Focussing on the deep tumor
samples, the vast majority of these proteins presented intermediate levels between the normal
tissue levels and the superficial tumor samples. A group of them showed levels of expression in
the deep tumor sample similar to those in the normal endometrial tissue (42% of total
differentially expressed spots; Figure 2A), and another group presented levels of expression
similar to that of the superficial tumor samples (20.3% of total differentially expressed spots;
Figure 2B). These results suggested that the majority of the proteins in the deep tumor
specimens behaved as a mix of normal and tumor tissue components. Moreover, the fact that in
the deep tumor samples the expression of a particular protein was similar to the normal tissue
or to the superficial tumor tissue levels must be a reflection of the contribution of each
component to the invasive tumor area. More interestingly, a small number of proteins showed
increased levels of expression in the deep tumor samples compared to both the normal and
superficial tumor tissues (1.4% of total differentially expressed spots; Figure 2C). The
experimental approach that we conducted implied that these proteins should be specifically
over-expressed in the invasive tumor glands or in the reactive stroma, independently of the
different contribution of the normal and superficial tumor components. This same profiling
accounted for the reverse behaviour where the tumor samples presented decreased levels of
expression compared to the normal endometrial tissue, and a reduced set of proteins whose
expression also decreased when compared between the superficial and deep tumor specimens
(data not shown). Once selected, this small group of spots representing proteins differentially
expressed in the tumor invasive front were submitted to digestion and MALDI-TOF identification.
Of those spots in which the identification was possible, proteins are described in Table I.
Interestingly, the biological interpretation of these results by Ingenuity Pathway Analysis showed
that among the biological processes most significantly perturbed in the deep tumor area, we
found cell morphology, cellular assembly and organization, cellular movement or tissue
morphology, with a number of proteins involved in several pathways as DES, MSN, SERPINH1,
FSCN1, SOD1 and TPM4. Likewise, the protein interactions and molecular relationships pointed
to cell-to-cell signalling and interaction as the main network altered, with the antioxidant enzyme
Superoxide Dismutase 1 (SOD1) as a main player (14).

Validation of SOD1 expression profile in normal tissue and in superficial and deep tumor

samples.

To confirm the expression profile of proteins specific of the deep tumor specimens, we first
analysed by western-blot the levels of expression of SOD1. For this, five additional patients with
their respective normal tissue, superficial and deep tumor specimens, were analysed. In Figure
3, two representative examples of the levels of SOD1 are shown, corresponding to two different
patients (upper panel), and the overall normalized evaluation of the SOD1 levels in the different
specimens from the five patients is represented in the histogram (lower panel). As can be

observed, SOD1 levels dropped from normal to superficial tumor tissue and continued to
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decrease when compared the superficial with the deep area of the tumor. These results
confirmed those obtained in the DIGE analysis and suggested a specific inhibition of SOD1 at

the invasive front of the tumor.

Validation of BLVRB as a protein differentially expressed in the invasive front of

endometrial carcinomas.

We further sought to evaluate by immunohistochemistry the precise expression of one of the
proteins identified as differentially expressed in the deep tumor specimens. To this purpose, we
analyzed the expression of Biliverdin Reductase B (BLVRB), a possible protector of cells from
oxidative damage (15), in a series of tumor samples with a focus on the invasive tumor region
(Figure 4). Thirty-three endometrial carcinoma samples presenting different degrees of
myometrial infiltration (9 stage IA EECs, 14 stage IB EECs and 10 stage IC EECs) were
analyzed. Overall, BLVRB positively labelled the normal atrophic endometrial glands, the
myometrium and the tumor with a cytoplasmic and nuclear staining. More specifically, the
intensity of the labelling was markedly increased at the epithelial glands in contact with the
myometrium that define the tumor front, while reduced at the reactive stroma (left panel, Figure
4). When analysed BLVRB staining in those samples that presented a certain degree of
myometrial infiltration (stages IB and IC, n=24), the statistical treatment of the data rendered
significance to an increased expression of BLVRB at the tumor invasion front when compared to
the superficial mass of the tumor (p<0,001; right panel, Figure 4). No differences on BLVRB
expression where found between the tumor boundary and the contiguous stromal tissue in the
endometrial carcinoma samples that do no present myometrial invasion (stage IA, n=9; not
shown). Finally, we sought to further confirm the specific location of BLVRB at the tumor
invasion front by analysing its expression profile in a model system as the invasive front of a
monolayer of endometrial cancer cells, Hec-1A, after a wound with a tip. Twenty-four hours after
the wound-healing, when the monolayer of Hec-1A cells presented an active invasive front,
BLVRB showed increased levels at the migrating front cellular region as compared to the inner
mass of the monolayer (upper panel, Figure 5). We further evidenced the specificity of this
pattern of expression by incubating the wounded cells with the antioxidant agent N-acetyl-L-
cystein (NAC) (lower panel, Figure 5).
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Discussion

The immediate tumor cell microenvironment concentrates crucial events that define tumor
invasion, with a profound spatio-temporal regulation from both the tumor and the surrounding
stroma in the so called invasion front. In this work we attempted a proteomic approach to
characterise specific components of the invasive front or reactive stroma by comparing the
invasive area of a tumor with the superficial tumor area and normal tissue from the same
patients. Independently of the contribution of the myometrium to the invasive area, we could
identify proteins specifically up-or down-regulated in the invasion front. Traditionally, tissue
complexity required the isolation of specific cell types and laser capture microdissection (LCM)
provided the capability to isolate and analyse small numbers of cells from a specific area of a
histology section. Microdissection of areas involved in tumor infiltration has been the standard
procedure for the study of specific actors of invasion, mainly by genomics and combining LCM
and software assisted image analysis. Saturation dyes are making microdissection techniques
to become compatible with downstream proteomic analyses (16, 17). This will also require the
use of highly sensitive MS techniques to identify the significantly altered proteins isolated using
methods such as LCM (18), to end on the execution of large-scale proteomics in an efficient,
accurate and reproducible way (19). Nevertheless, and in spite of the promising future of these
technologies, to date the identification of proteins involved in tumor invasion has been
essentially conducted by immunohistochemical methods. This was the case for the identification
of the extracellular matrix glycoprotein Tenascin (20), the angiogenic Thymidine phosphorylase
(21), or the Indoleamine 2,3-dioxygenase enzyme (22), as proteins involved at the invasive front
of endometrial carcinomas. The approach that we conducted indicates that the protein
composition of the contact area between an invading endometrial tumor and its adjacent
myometrium is mainly represented by a mixture of these two tissue types, but it also reveals that
there is a reduced group of proteins specifically up-or down-regulated at the invasive front.
Taking into account that the deep tumor sample is composed of tumor epithelial glands and
myometrium, with a contact layer of invasive tumor glands and reactive stroma, we envisaged
that a protein differentially expressed in this invasive front should present higher or lower
expression levels when compared to the pure tumor epithelial glands and to the myometrium.
The validation of our results by western-blot and immunohistochemistry, confirmed this
hypothesis. Another approach would consist in evaluating the contribution of each component of
the deep tumor sample by histopathology, to then normalize the differential expression of each
detected spot. However, the complexity when working with samples from different patients with
different percentages of myometrial or tumor contribution to the deep tumor samples, in addition
to the heterogeneity of cell types that compose the different tissue areas analysed, avoid
nowadays a global approach to the invasive front comparable to the one we conducted.
Concerning the limitations of our study, we are aware that we are probably missing proteins
whose increased expression at the invasive front of endometrial carcinomas compared to the
superficial tumor can be masked by a major contribution to the deep tumor sample of a low

expressing myometrium (or viceversa). This would result in a lower level of expression of the
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whole deep tumor sample compared to the superficial tumor, and our approach identifies
proteins whose expression in the deep tumor samples is higher (or lower) to both the superficial
tumor and the normal tissue. Some of the proteins that we identified as differentially expressed
at the invasive front of endometrial carcinomas, have been already described as specific of the
invasive tumor front, like Fascin1 in colorectal cancer, with a transient up-regulation that
promotes the acquisition of migratory and invasive phenotypes that led to metastasis (23).
Likewise, cellular assembly and cell-to-cell interactions are considered as key events in
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), during the acquisition of an invasive phenotype by
epithelial endometrial carcinoma cells (5). The identification of different enzymes involved in
oxidative stress, as SOD1 or BLVRB was especially interesting. Reactive oxygen species
(ROS) have been recently proposed to be involved in tumor metastasis. ROS is generated
during tumor progression and ROS targets downstream molecules to trigger tumor metastasis,
especially in the initial stage that includes EMT and cell migration (24). Changes in cellular
redox state have been coupled to the control of actin cytoskeleton rearrangements by Rho
GTPases (25). Alternatively, ROS have also been demonstrated to induce apoptosis, cell cycle
arrest and cellular senescence through the uncoupling of the electron transport chain in
mitochondria and to a decrease in mitochondrial membrane potential (26). ROS and tumor
invasion has been connected through the transcriptional activation of nuclear factor (NF)-
kappaB (27, 28), the extracellular signal-regulated kinase (ERK) (29), or the AP-1 signaling
pathway (30). Indeed, we described a role for the transcription factor ETV5 in a modulated
response to oxidative stress associated with the promotion of invasion in endometrial cancer
(Monge et al., adjunct manuscript on review). We propose a regulation of enzymes protective
against ROS that are generated during and promote the process of tumor invasion, specifically
located at the invasive front. These findings led us to strengthen the value of ROS induction and
response during myometrial infiltration in endometrial cancer, in the design of anti-invasive drug
cancer therapies. The potential combination with an effect on proteasome inhibition and
induction of apoptosis (31), makes it an attractive therapeutic approach to explore. Although
early detected in its initial stages by disease-related symptoms, 20% of patients present
myometrial invasion and/or lymph node affectation, main indicators related to poor prognosis
and decrease in survival rate. After primary surgical treatment, chemotherapy demonstrated no
proven benefit in advanced tumors that do not respond to hormones, highlighting the necessity
of developing new therapies in endometrial cancer associated with myometrial infiltration, tumor
dissemination and metastasis (32). To conclude, we present a novel proteomic approach that
specifically deals with endometrial carcinoma invasion front, allowing the identification of new
players of myometrial infiltration and thus potential targets for therapies directed against the
initial steps of endometrial metastasis.
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Figure Legends

Figure 1. Myometrial infiltration in endometrial cancer. Hematoxylin/Eosin images of a
representative area of endometrial tumor infiltration where we depict in the blow-ups the
different areas selected for the proteomic approach: the normal atrophic epithelia (normal
tissue), the deep bulk of the tumour (superficial tumour), and the invasion front where the

epithelial tumor glands infiltrate the myometrium (deep tumour).

Figure 2. Correlation Analysis enables the clustering of proteins according to their expression
profile among normal tissue and superficial and deep tumor. A. Selected red nodes in the
dendrogram correspond to spots whose expression is higher in the deep tumor samples
compared with normal endometrial tissue samples, but lower than in the superficial tumor
sample. B. Group of spots with similar expression profiles between the invasive area and
superficial tumor rather than normal tissue samples. C. Set of proteins whose expression is

increased in deep tumor samples compared with both normal and superficial tumor specimens.

Figure 3. Western blot detection of human SOD1 protein in human endometrial carcinoma
tissue samples validates DIGE analysis. The expression levels of SOD1 were compared by
western blot in normal tissue, superficial and deep tumor from five independent human
endometrial cancer patients. Two representative examples are shown in the upper panel, with
actin as a loading control. In the histogram are represented the median normalized values for all
samples analyzed (lower panel). Error bars represent standard deviation of five measurements.

Figure 4. Specific BLVRB expression at the invasive front of human endometrial tumor tissue
sections. A. BLVRB expression at the invasive tumour region of a representative human
endometrial carcinoma. Note the increased BLVRB staining at the deep tumor (DT), compared
to normal atrophic endometrial glands (EN), the myometrium (M) and the superficial tumor (SP).
Magnification: 40x. B. Statistical analysis of BLVRB expression in human endometrial
carcinomas with a certain degree of myometrial infiltration (stages IB and IC, n=24) reveals

increased BLVRB expression at the tumour invasion front (p<0,001, Wilcoxon Analysis).

Figure 5. BLVRB localizes at the invasive front in a monolayer of Hec-1A endometrial cancer
cell line. Hec-1A cell line cultured to confluence were subjected to a wound by lightly scratching
with a pipette tip, and further processed for BLVRB immunofluorescence staining. BLVRB is
specifically expressed at the invasive front of the monolayer after 24h of wounding (upper
panel). The specificity of this labeling was assessed by treatment with the antioxidant agent N-
acetyl-L-cystein (NAC), revealing the complete inhibition of BLVRB expression at the invasive

front (lower panel). The invasive front is marked with a red dotted line.
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Tables Table1. Identities of proteins differentially expressed specifically in the invasive area of the tumor. Spots were selected according to their expression

profile as indicated in Fig. 2C.

Theoretical Observed Average abundance ratio

Spot i ificacti Uniprot Mascot | Matched | Seduence

Protein Identificaction i Coverage

number Access # pl MW (Da) pl MW (kDa) | Score | peptides % Nvs ST NvsDT | STvsDT

103 Serpin H1 P50454 8,75 46525 ~8,5 48 95 (41) | 13(35) 34 -2,21 -3,72 -1,68
155 Nicotinamide N-methyltransferase* P40261 5,56 30011 ~ 5,3 28 47,22 1 3,79 -1,52 -3,18 -2,09
269 Tropomyosin alpha-4 chain) P67936 4,67 28487 ~4,5 29 (1450% 16 (26) 52 -1,71 -2,51 -1,47
288 Desmin P17661 5,21 53429 =55 30 61 (40) | 10 (26) 28 1,84 2,43 1,32
358 Transthyretin P02766 5,33 12835 ~53 14 84 (45) | 6(20) 46 1,61 2,24 1,39
586 Biliverdin reductase B P30043 7,31 22088 ~ 74 23 74 (40) 5(8) 27 1,23 1,71 1,39
615 Transport protein Sec23 isoform A T09574 6,64 87004 ~ 6,8 90 (14145) 16 (30) 24 -1,24 -1,67 -1,35

Succinate dehydrogenase P21912 9,14 32406 ~87 30 79 (50) | 12 (35) 37
648 (ubiquinone) 1,30 1,59 1,23

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Q53GD8 9,43 25245 ~8,7 30 86 (41) 9 (26) 35
676 | Human Superoxid dismutase P00441 5,7 16023 | ~57 18 (15142) 8 (22) 69 133 151 114
704 Fascin Q16658 6,81 54992 ~6,9 52 70 (53) | 8(20) 20 -1,29 -1,39 -1,08
1023 | Moesin P26038 6,09 67761 ~6,2 73 (2f72) 42 (28) 49 -1,19 -1,71 -1,44

* NNMT protein identification was performed by ion trap mass spectrometer

Mascot search scores are shown for the top match and, in parenthesis, for the highest ranked hit to a non-homologous protein. "Matched peptides" column

shows the number of peptides matching to the top-match protein and, in parenthesis, the number of unmatched peptides in the spectra. Average abundance

ratios between normal (N), superficial (ST) and deep tumor (DT) tissue, are shown in the last three columns.
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Figures

Monge et al., figure 1
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Monge et al., figure 5
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