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DISCUSSIÓ  

El carcinoma endometrial és la tercera neoplàsia més freqüent en la dona en els països 

desenvolupats i la primera del tracte genital femení. Al llarg dels darrers anys s’ha realitzat un 

destacat avenç en el coneixement de l’etiologia, la millora del diagnòstic i del pronòstic 

d’aquesta patologia. Tanmateix, també s’ha fet més evident la necessitat d’aprofundir en els 

aspectes genètics i moleculars associats a la transformació i progressió neoplàsica d’aquest 

teixit, els quals es podrien equiparar als fonaments sobre els quals se sustenta la patologia 

neoplàsica. 

Per aquest motiu el nostre grup s’ha interessat, des de fa anys, en el coneixement del complex 

entramat molecular que regeix la neoplàsia endometrial, motiu pel qual l’estratègia plantejada 

en l’equip de recerca ha estat l’estudi dels patrons d’expressió gènica diferencial entre el teixit 

endometrial sa, hiperplàsic i tumoral, així com la cerca de nous gens associats al fenotip 

carcinomatós endometrial amb potencial valor diagnòstic i/o pronòstic. Amb aquest propòsit 

s’ha obtingut un perfil d’expressió gènica diferencial entre mostres de fenotip normal i fenotip 

tumoral a partir de la tècnica d’hibridació de filtres de cDNA (microarrays de cDNA). El treball 

d’aquesta tesi s’ha centrat en l’estudi de dos dels gens identificats per aquest mètode, 

RUNX1/AML1 i ETV5/ERM. Dos gens que es troben sobrexpressats en l’adenocarcinoma 

endometrial endometrioide, concretament en la fase en la qual el carcinoma esdevé invasiu. 

 

21. Anàlisi dels perfils d’expressió gènica diferencial obtinguts per microarrays 

de cDNA en l’EEC 

L’endometri és un teixit que es troba en constant remodelació. Al llarg de la vida fèrtil 

l’endometri pateix un canvi permanent a causa de les variacions dels nivells hormonals 
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d’estrògens i progesterona que ocorren fisiològicament en la dona. És conegut que el nivell 

d’esteroides ovàrics, així com dels seus receptors, poden influir sobre l’expressió gènica en 

l’endometri; no obstant això, l’aparició del carcinoma endometrial s’origina principalment 

després de la menopausa. El carcinoma endometrial és el resultat de la transformació 

neoplàsica de les cèl·lules epitelials glàndulars, les quals segueixen un patró de successos que 

condueixen el teixit normal, passant per la hiperplàsia simple i complexa, fins al teixit 

pròpiament tumoral. Anàlisis prèvies utilitzant la tecnologia dels microarrays de cDNA s’havien 

en la caracterització de l’expressió gènica entre diferents histiotips de carcinoma endometrial 
(249), però mai s’havien estudiat els perfils d’expressió gènica en l’endometri atròfic “normal”, 

en la hiperplàsia simple, la hiperplàsia complexa i el carcinoma alhora. Com ja ha estat 

anteriorment comentat, els esdeveniments moleculars que estableixen l’aparició i el 

desenvolupament del carcinoma endometrial resten encara per aclarir. Per trobar nous gens 

candidats a ser marcadors moleculars així com perfils gènics característics de la patologia 

endometrial s’ha utilitzat la tecnologia dels microarrays de cDNA. Els microarrays (LifeGridTM) 

contenen 8345 sondes de cDNA, principalment de gens coneguts, que equivalen a un 33% del 

repertori trancripcional humà (257). Les comparacions dels nivell d’expressió es van realitzar 

hibridant cDNAs de quatre mostres tumorals de carcinoma endometrioide i dues mostres 

d’endometri sa. Les dues mostres d’endometri sa corresponien a un conjunt de mostres 

d’endometri atròfic (n=16) i a un altre conjunt de mostres d’endometri normal proliferatiu de 

dones en edat fèrtil (n=4). Aquestes dues mostres controls es van dissenyar, per una banda, 

per tenir una mitjana de l’expressió de gens en condicions normals, i per una altra per 

incrementar el volum de mostra atròfica, atès que aquest teixit és escàs ja que esta constituït 

per un epiteli monocapa; així doncs, es podia disposar de suficient cDNA per fer la hibridació 

dels filtres. A més, es va tenir en compte el fet de diferenciar dos tipus de mostres normals, 

l’endometri atròfic i l’endometri proliferatiu. L’endometri atròfic, per les seves 

característiques, de ser el teixit majoritari en la dona postmenopàusica, es va constituir com a 

l’estat basal d’expressió dels gens en condicions normals. Per tant s’ha establert la 

sobrexpressió o infraexpressió de le seqüències aïllades en funció de l’estat d’expressió gènica 

d’aquest teixit. L’endometri, en l’etapa fèrtil, presenta una renovació constant, per tant el fet 

d’incloure mostra endometrial normal en fase proliferativa ens ha permès discriminar falsos 

positius, és a dir tots aquells gens que s’expressen pel sol fet d’estar implicats en el procés 

normal de proliferació endometrial. A més totes les mostres d’aquest grup és trobaven al 
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mateix dia del cicle menstrual; d’aquesta manera també es van descartar diferències 

d’expressió gènica degudes al component hormonal. Nogensmenys, el fet d’eliminar els gens 

expressats en l’endometri proliferatiu ens ha impedit detectar qualsevol d’aquests, que, a més 

de participar en la proliferació fisiològica, ho faci també en el creixement tumoral. De les 

mostres hibridades, a part dels dos controls d’endometri normal, es van incloure 4 mostres 

tumorals; 3 d’estadi baix IA i una d’estadi més avançat IIB, per tal de veure l’expressió gènica 

en diferents etapes de l’evolució tumoral (Taula 12). Un cop establerts els diferents criteris 

que ens permetien aproximar-nos de manera objectiva als gens alterats degut a l’estat tumoral 

es van realitzar les diferents comparacions entre les mostres normals i tumorals. Es van 

seleccionar tots aquells gens que es trobaven 1,25 vegades per sobre o 0,75 vegades per sota 

els nivells d’expressió basals, que és el nivell d’expressió diferencial amb significació estadística 

acceptat (252-255). Així, es van obtenir 53 seqüències de cDNA que es trobaven significativament 

alterades en les mostres tumorals, que corresponien al 0,635% del total de seqüències del 

filtre (Fig. 41, Taula 16). Aquest gens es poden classificar en 7 categories funcionals en funció 

del nombre de gens de cada categoria: 1) metabolisme cel·lular (24%), 2) senyalització 

cel·lular (21%), 3) regulació de la transcripció (21%), 4) regulació del cicle cel·lular i 

proliferació (11%), 5) receptors de membrana (9%), 6) resposta immunològica (8%), 7) 

trànsit cel·lular (6%). Com era d’esperar, les diferents categories establertes responen a 

funcions essencials de la cèl·lula, les quals es troben alterades quan la cèl·lula esdevé tumoral. 

On s’han trobat més gens alterats ha estat en les categories de regulació del metabolisme, 

senyalització intracel·lular, transcripció i proliferació cel·lular (Fig. 43). Per tant aquests 

resultats semblen coherents amb els criteris que es van establir per portar a terme els 

experiments d’hibridació. 

Per poder avaluar l’informació generada es va realitzar una anàlisi d’agrupament o de clustering 

(ordenament jeràrquic dels gens en funció de les semblances quant als nivells d’expressió, (Fig. 

41). D’aquesta manera vam poder seleccionar els gens que ens van semblar més interessants 

per dur a terme l’estudi. L’anàlisi d’agrupament genera dos tipus de distribucions: una segons 

la semblança entre les diferents mostres, en funció dels perfils d’expressió gènica que 

presenten, i una altra segons les semblances del nivell d’expressió de cadascun dels gens. La 

distribució en arbre de les mostres va presentar tres branques ben diferenciades (Fig. 42b). A 

la primera (color taronja), s’hi trobava la mostra d’endometri normal proliferatiu, mostra 

utilitzada per calibrar els possibles falsos positius. La segona branca (color blau) corresponia a 
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les mostres de carcinoma endometrial d’estadi baix IA, és a dir mostres amb carcinogènesi 

inicial que només s’estenen al teixit endometrial. I finalment la tercera branca (color negre), la 

qual comprenia la mostra d’estadi alt IIB, en què el tumor s’estén fins a l’estroma 

endocervical. Una de les crítiques que se solen fer als microarrays de cDNA és la variabilitat que 

hi ha entre les diferents hibridacions. Aquest problema s’intenta solventar incorporant un 

conjunt de controls interns al filtre que garanteixen la correcta hibridació; tanmateix aquesta 

variació existeix i a més, també s’ha de tenir en compte la variació intraespecífica (no totes les 

mostres d’un mateix tipus es comporten igual). Tenint en compte aquestes limitacions, 

l’anàlisi bioinformàtica de clustering a partir de les variacions entre mostres amb significació 

estadística, va agrupar cadascuna de les mostres pel seu histiotip respectiu. Aquests resultats, 

per una banda es van utilitzar com a control de qualitat per validar la reproduïbilitat de les 

hibridacions, i per l’altra banda per suggerir que el perfil d’expressió gènica de cada histiotip 

podria mostrar l’evolució de la tumorigènesi, així com l’estadi tumoral en el càncer 

d’endometri. 

La segona distribució que va generar l’anàlisi de clustering jeràrquic, segons les semblances del 

nivell d’expressió de cadascun dels gens, també va presentar tres branques majoritàries (Fig. 

42c). A la primera branca (color verd) hi havien aquells gens que s’infraexpressaven en relació 

amb l’endometri atròfic. La segona branca (color vermell) representava aquells gens que es 

sobrexpressaven en relació amb l’endometri atròfic. La tercera branca (color negre) incloïa 

aquells gens que presentaven una expressió variable entre les diferents mostres, fet que reflexa 

la variabilitat intraespecífica que anteriorment es comentava. La distribució jeràrquica per gens 

resultant presenta una certa complexitat. Per facilitar la visualització d’aquest tipus de 

distribució s’han diferenciat diversos grups de gens. Cal destacar dos subgrups a cadascun dels 

extrems: els gens que s’infraexpressaven en tots els histiotips (1-7. Fig. 41, Taula 16) i els gens 

que es sobrexpressaven en tots els histiotips (51-53. Fig. 41, Taula 16). Aquests dos grups de 

gens ens van resultar molt interessants per dues raons: en primer lloc perquè eren els gens 

amb el nivell d’expressió més alterat de tota l’anàlisi i en segon lloc, pel fet que l’alteració, 

tant sobrexpressió com infraexpressió, es trobava en totes les mostres tumorals i no en les 

normals, la qual cosa suggereix un possible paper d’aquests dos grups de gens en la 

tumorigènesi endometrial. 

Un altre subgrup de gens que es trobava representat en la distribució jeràrquica contenia els 

gens que presenten una expressió diferencial entre mostres d’histiotip baix IA, mostres 
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d’histiotip alt IIB i la mostra control atròfica. Són els gens que s’infraexpressaven en les 

mostres d’histiotip baix (8-29. Fig. 41, Taula 16) i els gens que se sobrexpressaven en les 

mostres d’histiotip més alt (37-50. Fig. 41, Taula 16). També cal destacar aquest conjunt 

d’alteracions, perquè els resultats fan pensar que aquests gens podrien estar implicats en la 

progressió tumoral, l’evolució del tumor i possiblement en el desenvolupament metastàtic. A 

partir d’aquest ampli conjunt de dades ens vàrem plantejar començar a estudiar els gens que 

estiguessin englobats en algun d’aquests grups amb major significació patològica. 

L’estudi comportava la confirmació de l’expressió diferencial d’RNA per una tècnica més 

sensible, en aquest cas la PCR a temps real, així com la caracterització de l’expressió a nivell 

de proteïna per western blot i immunohistoquímica. El treball també comportava l’estudi de 

l’evolució de l’expressió al llarg de l’establiment del procés tumorigènic. Aquest estudi es va 

realitzar a partir de la construcció de microarrays de teixit partint del teixit normal atròfic, 

passant pel teixit preneoplàsic (hiperplàsia simple i hiperplàsia complexa), fins arribar al teixit 

tumoral endometrial. Finalment també ens vàrem plantejar la caracterització funcional i la 

significació patològica de l’expressió gènica diferencial. Es va decidir començar a treballar pels 

dos gens que van aparèixer més alterats en l’anàlisi de microarrays de cDNA. El gen 

RUNX1/AML i el gen ETV5/ERM, que pertanyien al grup de gens amb sobrexpressió en totes 

les mostres tumorals respecte del nivell d’expressió basal, grup possiblement relacionat amb la 

tumorigènesi endometrial. A més, eren gens que presentaven antecedents d’estar relacionats 

amb alteracions oncològiques. A continuació es descriu en detall cadascun d’aquests gens, així 

com els antecedents bibliogràfics i les raons que ens van portar a llur elecció. 

 

22. RUNX1/AML1 gen sobrexpressat en l’EEC 

22.1. El gen RUNX1/AML1  

El gen RUNX1 (de l’anglès Runt-related transcription factor 1), també anomenat AML1 (acute 

myeloid leukaemia 1), PEBP2αB (B alpha subunit of polyomavirus enhancer-binding protein 2) o 

CBFα2 (core bindig factor alpha) (258), pertany a la família de factors de transcripció caracteritzats 

per presentar el domini Runt, responsable tant de la unió al DNA com de l’heterodimerització 

amb el factor de transcripció PEBP2ß/CBFß (259, 260). La família de factors de transcripció amb 

domini Runt està representada per tres membres, el gens RUNX1/AML1, RUNX2 i RUNX3. 
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RUNX1/AML1 està relacionat freqüentment amb la leucèmia mieloide aguda humana, RUNX2 

mostra un potencial oncogènic en sistemes experimentals murins i RUNX3 és un important 

supressor tumoral candidat a tenir un rol destacat en el càncer gàstric (261). A més tots els 

membres són reguladors importants del desenvolupament, amb un paper destacat en diversos 

tipus de càncers humans, i poden induir tumors en models experimentals murins (261, 262). 

 

22.2. Estructura genòmica de RUNX1/AML1  

Estudis d’evolució molecular han determinat que els gens relacionats amb el domini Runt es 

poden remuntar fins a un precursor comú de C.elegans, el gen run (263). Estudiant les possibles 

vies d’evolució a partir d’aquest precursor comú fins a les tres variants de RUNX conegudes en 

mamífers s’ha determinat que RUNX1/AML1 és el gen més gran de la família, amb 260 kb i 12 

exons, mentre que RUNX3, amb 67 kb i 6 exons, n’és el més petit. Sembla, per tant, que 

RUNX3 és el més antic de tots tres i RUNX1/AML1 el més recent (264, 265). Tot i així, calen 

altres estudis més detallats per determinar-ne la cronologia exacta (266). A més de les tres 

variants gèniques de RUNX el gen RUNX1/AML1 presenta tres isoformes diferents que 

s’originen pel procés d’empalmament alternatiu (splicing): (a), (b) i (c) que es diferencien pel 

seu extrem N terminal. El gen que es va seleccionar a partir de l’anàlisi dels microarrays de 

cDNA fou RUNX1/AML1, ja que era un dels gens més expressats en el carcinoma endometrial. 

A més, mitjançant l’anàlisi bioinformàtica en les bases de dades públiques (NCBI, Gene) 

(http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/) es va poder determinar que corresponia a la variant majoritària 

RUNX1/AML1 (b) (138). 

 

 

 
Figura 64, esquema del gen RUNX1/AML1 (267, 268): esquema on es mostra l’estructura del gen 
RUNX1/AML1 (variant majoritària B). Les caixes representen els 12 exons del gen. En negre es destaca el domini 
Runt, de l’exó 2 al 4a. En gris es mostren les regions no traduïdes (UTR). 
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22.3. Localització i funció del gen RUNX1/AML1 

El gen RUNX1/AML1 (258), es troba localitzat al braç llarg del cromosoma 21 (269) concretament 

a la posició 22.3 (270). RUNX1/AML1 codifica la subunitat alfa de la proteïna PEBP, que es 

combina amb la subunitat beta per formar el factor de transcripció heterodimèric PEBP o CBF 

que és funcionalment actiu. La funció de RUNX1/AML1 com a factor de transcripció difereix 

depenent de la seva interacció amb altres cofactors. Per una banda RUNX1/AML1 actúa com 

a activador transcripcional de gens relacionats amb l’hematopoesi a través de la interacció amb 

el coactivador histona acetiltransferasa p300/CBP (271). Però per una altra part, pot comportar-

se com a repressor transcripcional mitjançant la interacció amb un corepressor (272). El gen 

RUNX1/AML1 juga un rol important en l’hematopoesi, i la seva desregulació funcional 

comporta la desregulació de la proliferació i la diferenciació cel·lulars. Per aquest motiu la seva 

alteració està fortament associada a la leucèmia mieloide (256). A més, també s’ha demostrat que 

RUNX1/AML1 pot regular l’aparició de cèl·lules mare hematopoètiques a partir de les cèl·lules 

hematogèniques endotelials (273). 

 
22.4. Alteracions de RUNX1/AML1 i càncer 

Una de les alteracions més freqüentment descrites en aquest gen és la que el situa com a diana 

de translocació associada a la leucèmia humana (270, 274, 275). Entre les més comunes es troben: 

AML1-ETO a t[8;21], CBFβ-SMMHC a inv[16], AML1-Evi1 a t[3;21], i TEL-AML1 a t[12;21] 
(276, 277). En molts casos els gens quimèrics generats a partir de les translocacions 

cromosòmiques en el locus de RUNX1/AML1 inhibeixen la pròpia funció del gen. Tanmateix 

en altres casos apareix un guany de funció. En general l’absència o la reducció de la funció de 

RUNX1/AML1 bloqueja la diferenciació granulocítica, que normalment va acompanyada de 

proliferació cel·lular. Contràriament, però, altres estudis recents han mostrat que l’alteració 

de RUNX1/AML1 regula el cicle de manera negativa. Si els gens quimèrics de RUNX1/AML1 

que inactiven la funció de RUNX1/AML1 poden causar leucèmia, llavors la pèrdua de funció 

per mutació de RUNX1/AML1 també pot causar leucèmia. Recentment s’han identificat i 

descrit moltes mutacions puntuals del gen RUNX1/AML1 en diversos tipus de leucèmies, cosa 

que suggereix que la incidència de les mutacions puntuals sobre RUNX1/AML1 és comparable a 

les translocacions cromosòmiques clàssiques que pateix el gen (278). Una de les conseqüències 

de la mutació en el domini Runt és la pèrdua de la capacitat d’unió al DNA, amb la consegüent 

pèrdua de funció de la proteïna (279). A més de la pèrdua de funció per translocació o mutació, 
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el guany de funció del gen ha estat recentment relacionat amb possibles efectes en la gènesi de 

la leucèmia. S’ha descrit l’amplificació del gen en la leucèmia d’una fins a tretze còpies (280-284). 

Un clar exemple de l’amplificació del gen RUNX1/AML1 és dóna en persones afectades per la 

Síndrome de Down o trisomia del cromosoma 21, cromosoma on es troba el gen 

RUNX1/AML1. S’ha descrit que certs tipus de leucèmies es diagnostiquen fins a 10 vegades 

més en nens que presenten aquesta síndrome (285, 286). Sembla, a més, que les alteracions en la 

dosi gènica de RUNX1/AML1 en aquests pacients predisposaria a patir alteracions en el 

desenvolupament dels megacariòcits, cèl·lules precursores de les plaquetes (287). 

La primera prova obtinguda que el gen RUNX1/AML1 intacte podia tenir un potencial 

oncogènic intrínsec va sorgir dels experiment de transfecció en fibroblasts 3T3, en què es va 

descriure que el gen RUNX1/AML1 ectòpic induïa transformació morfològica i conversió 

tumorigènica, un procés que requeria el domini Runt d’unió al DNA funcional i intacte (288, 

289). A més altres estudis mostren que aquest efecte estaria relacionat amb la part N terminal de 

la proteïna, en concret, la de la isoforma majoritària AML1b (290). Altres propietats que 

confereixen un paper de dominant oncogènic potencial al gen RUNX1/AML1 inclouen 

l’acceleració de la progressió de la fase S en les cèl·lules mieloides 32Dcl3 (291) a part de 

l’habilitat de rescatar la proliferació de les cèl·lules mieloides 32Dcl3 i limfoides Ba/F3 que 

presenten expressió d’inhibidors dominants negatius (292-294). D’altra banda un estudi recent de 

desenvolupament en què s’utilitza com a model la garota de mar (Paracentrotus lividus) revela 

una forta correlació entre l’expressió de l’homòleg de RUNX1/AML1 (SpRunt) i els teixits 

proliferants, i sembla que aquest és necessari per a la divisió cel·lular durant l’embriogènesi 
(295). Un dels últims resultats publicats pel que fa al nivell d’expressió de RUNX1/AML1 en 

línies cel·lulars mieloides i limfoides descriu un augment del nivell proteic de RUNX1/AML1 

en la transició G1-S a causa de l’estabilització de la proteïna. A més, aquest augment indueix 

l’expressió del gen de la ciclina D3, també implicada en la transició G1-S (296). Per tant una 

desregulació d’aquest mecanisme que impliqui un augment de la proteïna estable, ja sigui per 

mutació o per sobrexpressió gènica, i per tant un balanceig a favor de la transició G1-S, i 

consegüentment de la progressió tumoral, estaria potencialment relacionada amb la 

transformació neoplàsica. Finalment, el grup de Ramaswamy i Golub van caracteritzar el gen 

RUNX1/AML1 com un dels 17 gens que determinen una signatura molecular predictiva de 

metàstasi en adenocarcinoma de diferents orígens, entre els que hi ha inclosos els càncers 

ginecològics d’úter, mama i ovari (297). 
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El nostre estudi per tant ha aportat el coneixement, per primera vegada, d’una nova alteració 

en el carcinoma endometrial endometrioide, en concret la sobrexpressió del gen 

RUNX1/AML1 (138). Així doncs, es va decidir continuar l’estudi amb aquest gen no només per 

ser un gen amb un potencial paper oncogènic en el càncer d’endometri, sinó també per 

aportar nous coneixements a les bases moleculars del carcinoma endometrial. 

 
23. ETV5/ERM, gen sobrexpressat en l’EEC 

23.1. El gen ETV5/ERM 

El gen ETV5 (de l’anglès, ETS translocation variant 5), també anomenat ERM (ETS-related 

molecule) o (ETS variant gene 5), pertany a la família proteica de factors de transcripció 

caracteritzats per presentar el domini ETS. En concret ETV5/ERM pertany a la subfamília 

PEA3 de factors de transcripció ETS. ETS és un domini conservat d’aproximadament 85 

aminoàcids responsable de la unió al DNA. El domini ETS s’uneix al DNA i reconeix el motiu 

central A/GGAA/T per regular en cooperació amb altres factors de transcripció i cofactors 

l’expressió d’un conjunt de gens (298). La subfamília de factors de transcripció PEA3 relacionats 

amb el domini ETS està composta per tres membres coneguts: els gens PEA3 (ETV4) (299, 300), 

ERM(ETV5) (301) i ER81(ETV1) (302-304). Les diferents subfamílies de factors de transcripció 

relacionats amb el domini ETS s’agrupen en funció de la semblança del seu domini ETS. En el 

cas de la subfamília PEA3 tenen una semblança de més del 95% en el domini ETS i més d’un 

85% en el domini d’activació (305).  

 
23.2. Estructura genòmica d’ETV5/ERM 

El gen humà consta de 14 exons distribuïts al llarg de 65 kd de DNA genòmic. Estudiant les 

parts del gen es poden diferenciar dos dominis funcionals principals, el domini acídic o de 

transactivació i el domini ETS o d’unió al DNA. Aquests dos dominis es troben, cadascun, 

codificats per tres exons diferents. La regió 3’ no traduïda d’ETV5/ERM consta de 2.1 kb, 

mentre que la regió 5’ consta de 0.3 kb; això permet que la transcripció d’ETV5/ERM generi 

un trànscrit de 4 kb. Per llurs característiques, aquests tres gens provenen d’un gen ancestral 

comú, ja que la semblança entre els tres gens és de més del 95%; tots tres codifiquen per un 

domini N-terminal d’activació transcripcional de 72 residus i un domini, més situat cap a la 

reigió C terminal, d’unió al DNA, el domini ETS, de 85 residus (306). El gen que es va 
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identificar a partir de la hibridació dels microarrays de cDNA com a més sobrexpressat en 

carcinoma endometrial respecte a les mostres normals corresponia al membre ETV5/ERM de la 

família de PEA3 (138). 

 

 

 
Figura 65, esquema del gen ETV5/ERM (302): esquema on es mostra l’estructura del gen 
ETV5/ERM. Les caixes representen els 13 exons del gen. En negre es mostra el domini ETS, de l’exó 
11 al 13, també es destaca el domini acídic. En gris es mostren les regions no traduïdes (UTR).   

 
 

23.3. Localització i funció del gen ETV5/ERM 

El gen ETV5/ERM humà es troba localitzat a la regió 28 del braç llarg del cromosoma 3 (307). 

ETV5/ERM codifica el factor de transcripció ETV5/ERM, una característica del qual és la 

presència del domini ETS (308). El factor de transcripció ETV5/ERM es troba implicat en 

processos de desenvolupament, però el seu rol específic al llarg d’aquest procés no està clar. 

Estudis recents han descrit una forta expressió d’ ETV5/ERM a les cèl·lules pluripotents de la 

cresta neural. S’han descrit aspectes de la funció d’ETV5/ERM en el desenvolupament de la 

cresta neural a partir d’experiments d’interferència d’RNA. Si es bloqueja l’expressió del gen 

ETV5/ERM s’observa una dràstica disminució de la taxa de proliferació de les cèl·lules de la 

glia, cosa que suggereix que ETV5/ERM té un paper específic en el control de la progressió del 

cicle cel·lular en les cèl·lules de la glia. Així doncs, en contrast amb altres membres de la 

subfamília PEA3 que es troben implicats en processos finals de la neurogenèsi, ETV5/ERM 

sembla que es requereix en etapes inicials del desenvolupament de la cresta neural. A més, les 

dades senyalen papers d’ETV5/ERM específics de les cèl·lules mare de la cresta neural i les 

seves derivades, cosa que indica que la funció d’ETV5/ERM depèn del context extrínsec i 

intrínsec de la cèl·lula (309). 
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23.4. Alteracions d’ETV5/ERM i càncer 

ETV5/ERM, a part de jugar un rol en processos de desenvolupament, també ha estat relacionat 

amb l’oncogènesi degut a fenòmens de sobrexpressió, mutació o translocació. Hi ha constància 

de la relació entre la subfamília PEA3 i l’oncogènesi mamaria. S’ha observat sobrexpressió 

d’aquest gen en diversos tumors mamaris, així com en tumors mamaris induïts (305, 310, 311). 

Experiments de cotransfecció dels membres de PEA3, conjuntament amb vectors que 

contenien elements de resposta a ETS en línies cel·lulars de carcinoma mamari suggereixen 

que les proteïnes de la subfamília PEA3, potser per interacció amb altres factors de 

transcripció com el c-jun (312), són factors de transcripció altament actius a les línies cel·lulars 

de carcinoma mamari (305). També han estat descrits altres promotors de gens implicats en el 

carcinoma mamari que contenen elements actius de resposta a ETS. Aquests estudis han 

mostrat que el promotor de l’oncogèn c-erbB2/neu conté un lloc d’unió a ETS actiu a línies 

cel·lulars de carcinoma mamari i també la presència d’una proteïna ETS de 60 kDa amb 

interacció al lloc d’unió ETS (313). Més endavant es va veure que aquesta proteïna corresponia a 

ETV5/ERM (305). Un altre aspecte interessant és la presència d’elements d’unió a membres de 

la família ETS en tots els promotors induïbles de metal·loproteases de matriu MMPs (314). A 

més, hom ha descrit un paper del membre ETS-1 com a regulador de l’expressió de les 

proteases MMP-1, MMP-3 MMP-9, del plasminogen tipus uroquinasa (uPA), així com del 

factor de creixement vascular endotelial (VEGF) i del seu receptor, fet que el relaciona amb 

l’angiogènesi, la migració cel·lular i la invasió tumoral associada a l’increment de l’activitat 

proteolítica de les cèl·lules tumorals invasores (315). L’expressió d’un membre de la família 

PEA3: ETV4 ha estat correlacionada amb la sobrexpressió d’MMP-1 i la progressió del càncer 

colorectal (316). Finalment, membres de la família ETS han estat relacionats amb la malignitat 

en el carcinoma endometrial. En concret, la sobrexpressió del gen Elf-1 es relaciona amb el 

potencial maligne del carcinoma endometrial (317, 318). 

Aquest estudi a permès descriure una altra alteració no descrita abans en el carcinoma 

endometrial endometrioide, la sobrexpressió del gen ETV5/ERM (137). A més, els resultats de 

l’estudi d’hibridació dels microarrays de cDNA el situaven com al gen amb major sobrexpressió 

en condicions tumorals (138). Per tant, es va decidir continuar l’estudi de caracterització de 

l’expressió gènica diferencial en la patologia endometrial endometrioide tenint en compte les 

alteracions dels gens RUNX1/AML1 i ETV5/ERM. 
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24. Anàlisi del nivell d’expressió gènica de RUNX1/AML1 i d’ETV5/ERM    

per PCR a temps real en l’EEC 

Per validar la sobrexpressió tant de RUNX1/AML1 com d’ETV5/ERM, es van valorar els nivells 

d’expressió d’ambdós gens per PCR a temps real en un panell ample de 30 mostres d’EEC. 

Aquest panell estava representat per mostres agrupades per diferents estadis. Els grups 

contenien des de l’estadi menys invasiu IA fins a l’estadi metastàtic IIIA (Taula 10). Aquest 

assaig ens va permetre no només validar la sobrexpressió dels dos gens, sinó també 

caracteritzar la distribució del nivells d’expressió gènica depenent de l’estadi tumoral del 

carcinoma endometrial. L’expressió de RUNX1/AML1 i d’ETV5/ERM es va normalitzar 

utilitzant dos controls: teixit endometrial atròfic (EA) (estat postmenopàusic) i teixit 

endometrial en cicle (ENP) (estat premenopàusic) (vegeu M i M). Així doncs, vàrem poder 

veure els nivells d’expressió gènica de les mostres tumorals en dues circumstàncies diferents. 

D’una banda utilitzant un control de calibració premenopàusic, que presenta un entorn 

hormonal actiu i el teixit endometrial es troba en proliferació ENP, i d’altra banda fent servir 

un segon control de calibració postmenopàusic, que no presenta entorn hormonal actiu i el 

teixit és atròfic EA. El fet d’utilitzar aquests dos controls és una estratègia per veure la 

influència dels estats proliferatiu i hormonal sobre els perfils d’expressió gènica. A partir de 

l’anàlisi bioinformàtica realitzada sobre els resultats dels microarrays de cDNA es va poder 

descartar la influència tant de l’estat proliferatiu com de l’entorn hormonal. Per tant l’anàlisi 

de la PCR a temps real ens ha permès comprovar que la sobrexpressió dels gens RUNX1/AML1 

i ETV5/ERM no està influenciada ni per l’estat proliferatiu ni per l’estat hormonal, ja que els 

perfils d’expressió, obtinguts de la calibració amb el control atròfic i el control proliferatiu, 

han resultat ser molt semblants en totes les mostres (Fig. 45a i 45b, Fig. 47a i 47b). 

 
24.1. Expressió del gen RUNX1/AML1  

Com es pot observar en el perfil d’expressió gènica de RUNX1/AML1 en normalitzar els nivells 

d’expressió de RUNX1/AML1 amb les mostres calibradores EA (Fig. 45a) i ENP (Fig. 45b) va 

resultar trobar-se clarament sobrexpressat en l’EEC. A més, l’estudi es va acompanyar d’una 

rigorosa anàlisi estadística del conjunt de dades de les diferents poblacions que van dotar de 

significació estadística (p=0.001) la sobrexpressió de RUNX1/AML1 (Fig. 46). Estudiant tot el 

conjunt de població de mostres es va fer evident que el màxim nivell d’expressió corresponia a 
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l’estadi histopatològic de la F.I.G.O. IC, estadi definit per extendres al teixit contigu. L’estadi 

IC comprèn els tumors que presenten un nivell d’infiltració al miometri superior al 50%. IC es 

considera el primer estadi amb una important difusió del carcinoma fora del teixit 

endometrial. Estudiant l’expressió de RUNX1/AML1 en estadis inicials de la carcinogènesi 

endometrial es va obtenir sobrexpressió amb significació estadística (p=0.002) en els estadis 

IA, on el tumor no és infiltrant i en els estadis IB on la infiltració miometrial representa menys 

d’un 50%. En estadis més avançats de la carcinogènesi endometrial (estadis II i III), es va 

obtenir una sobrexpressió de RUNX1/AML1 tot i que a un nivell menor (p=0.001). Observant 

el perfil d’expressió gènica al llarg dels estadis es va observar que l’expressió de RUNX1/AML 

s’acostava a un model de distribució normal, en forma de campana, amb un augment 

progressiu de l’expressió als estadis baixos IA i IB, un màxim d’expressió a l’estadi IC i un 

descens de l’expressió als estadis II i III. Aquest perfil, que presenta una correlació significativa 

entre l’augment d’expressió i el nivell d’infiltració del miometri (p=0,001), ha permès 

especular sobre el fet que el gen RUNX1/AML1 podria estar implicat en processos d’invasió 

miometrial i per tant, a part de tenir un paper destacat en la patologia endometrial, podria 

esdevenir un marcador de progressió tumoral. Les actuals investigacions del grup estan 

dirigides en aquest sentit. 

 
24.2. Expressió del gen ETV5/ERM 

Els resultats obtinguts per PCR a temps real, d’una banda van confirmar les diferències 

d’expressió entre les mostres control i les mostres tumorals (Fig. 47a i 47b), i per l’altra varen 

mostrar que ETV5/ERM es troba sobrexpressat en els estadis inicials de la carcinogènesi 

endometrial, especialment en l’EEC, i en concret en l’estadi histològic IC, en el qual el tumor 

es troba confinat al cos uterí i presenta una infiltració miometrial de més del 50% (Fig. 48). El 

perfil d’expressió d’ETV5/ERM seguia una distribució semblant a la de RUNX1/AML1, però es 

diferenciava en què l’expressió baixava a nivells basals al llarg de la progressió tumoral. En 

realitzar la normalització dels nivells d’expressió, en funció tant del teixit atròfic com del teixit 

proliferatiu, es van obtenir perfils similars. Per tant aquests resultats constaten el fet que 

l’augment d’expressió de les mostres tumorals no depèn de l’estat proliferatiu o de l’entorn 

hormonal sinó que, com passava amb el gen RUNX1/AML1, depèn de factors intrínsecs al 

tumor. Realitzant la correlació entre els perfils d’expressió d’ETV5/ERM i RUNX1/AML1 al 

llarg dels estadis histològics es va obtenir una correlació significativa tant pel test de la Rho 
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d’Spearman com pel test de Wilcoxon per dades aparellades. Per tant aquests resultats van 

permetre especular sobre el fet que ETV5/ERM pogués tenir un paper destacat en el procés 

d’invasió miometrial, degut al fet d’estar sobrexpressat en l’estadi on es dóna la invasió 

miometrial a un nivell més alt IC, i en segon lloc per ser un gen descrit com a activador de 

diverses proteases (314-316). Els resultats també suggerien que ETV5/ERM podria estar actuant 

conjuntament amb RUNX1/AML1 per dur a terme aquest procés. Finalment, el fet que en 

estadis més avançats decaigui l’expressió d’ETV5/ERM podria tenir sentit, perquè en aquest 

punt de la carcinogènesi ja s’ha dut a terme el procés d’invasió i sortida del tumor de la cavitat 

uterina i es limita a estendre’s per altres teixits, per tant decau l’expressió de moltes proteases 

així com la dels factors i cofactors que les activen. 

 
25. Estudi proteic de RUNX1/AML1 i d’ETV5/ERM en l’EEC 

25.1. Anàlisi de l’estructura proteica de RUNX1/AML1  

A nivell proteic, el factor de transcripció RUNX1/AML1 presenta dos dominis principals: el 

domini d’unió al DNA o Runt i el domini de transactivació, situats als extrem N terminal i C 

terminal respectivament (263, 319). El domini d’unió al DNA Runt permet seguir la filogènia 

d’aquest grup de proteïnes, ja que les proteïnes d’aquesta família es classifiquen en funció de 

Runt, un domini que està molt conservat. El domini Runt és d’una importància crucial, ja que 

no tan sols permet la unió al DNA sinó que també permet l’heterodimerització amb el factor 

de transcripció PEBP2ß/CBFß per poder portar a terme la seva funció. La cristal·lització i 

resolució de l’estructura tridimencional de RUNX1/AML1 va ser realitzada pel grup de Tang i 

col·laboradors l’any 1999 (320) i posteriorment se’n va refinar l’estructura tridimencional (321). 

Aquests estudis han permès descriure que el domini Runt està format per dues làmines beta 

antiparal·leles enfrontades. Els estudis de visualització molecular utilitzant el programa de 

renderització bioinformàtica i visualització molecular Protein Explorer 7.0© desenvolupat per 

Eric Martz (http://www. proteinexplorer.org), i utilitzant les dades públiques de cristal·lització de 

RUNX1/AML1 (NCBI, 3D Domains) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ens han permès visualitzar 

la unió del complex RUNX1/AML1-PEBP2ß/CBFß al DNA (Fig. 66a i 66b). 
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Figura 66a, imatge 3D de la proteïna RUNX1/AML1: imatges de la reconstrucció estructural de la proteïna 
RUNX1/AML1 obtingudes amb el programa Protein Explorer 7.0© 1) estructura esquemàtica de la proteïna 
RUNX1/AML1 en la qual s’observen les 11 làmines beta antiparal·leles que en formen part. També s’indiquen el 
domini Runt i el el domini de transactivació; 2) estructura atòmica de la proteïna RUNX1/AML1, es destaquen en 
gris els AA hidrofòbics i en violeta els AA polars. Cal destacar els AA del domini Runt i els del domini de 
transactivació són gairebé tots polars; 3) esquema on es mostra la superfície de van der Waals de la proteïna 
RUNX1/AML1. Les zones clares mostren els punts de contacte amb el DNA i la proteïna CBFβ.  

Figura 66b, imatge 3D del Heterodímer RUNX1/AML1-CBFβ i el DNA: la reconstrucció estructural amb 
el programa Protein Explorer 7.0© ha permès visualitzar la dimerització de RUNX1/AML1 amb CBFβ i la seva unió al 
DNA. 1) la imatge mostra al dimerització de RUNX1/AML1 (superfície de van der Waals gris) amb 
CBFβ (esquema estructural violeta). També es mostra l’unió al DNA pel domini Runt i el domini de transactivació, 
així com els punts de contacte de RUNX1/AML1 amb les dues molècules (colo blanc i rosat); 2) la imatge mostra 
una altre orientació de la visualització del dímer RUNX1/AML1-CBFβ unit al DNA. Destaca la grapa que formen 
el domini Runt i el domini de transactivació per unir-se al DNA. 
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Amb el programa Morph Viewer© (http://www.molmovdb.org), hem reconstruït la successió de 

processos de canvis en l’estructura de RUNX1/AML1, des de l’heterodimerització fins a la 

unió al DNA. En aquesta reconstrucció es pot observar la mobilitat remarcable de l’extrem C 

terminal de RUNX1, on es troba el domini de transactivació,  per entrar dins el solc ample del 

DNA, així com del domini d’unió al DNA Runt (Fig. 67).  

 

 

 
 

Figura 67, imatge de la reconstrucció 3D de la unió de RUNX1/AML1 al DNA: la imatge obtinguda amb 
el programa Morph Viewer© permet observar el moviment que fa la proteïna RUNX1/AML1 al unir-se al DNA. 1) 
representació esquemàtica de la proteïna RUNX1/AML1: en blau es destaca el domini de transactivació i en violeta 
el domini Runt; 2) s’observa com el domini de transactvació i el domini Runt es van desplegant; 3) el domini Runt 
contacta amb el DNA i el domini de transactivació entra desplegant-se pel solc ample del DNA.   

 
 

25.2. Anàlisi dels nivells d’expressió proteica de RUNX1/AML1  

25.2.1. Anàlisi de western blot  

L’anàlisi de western blot per determinar l’expressió del factor de transcripció RUNX1/AML1 a 

l’EEC no només ens va permetre validar els resultats trobats tant en l’assaig de microarrays de 

teixit, com en l’assaig de PCR a temps real, sinó que ens va aportar els primers resultats 

d’expressió diferencial proteica de RUNX1/AML1 en el carcinoma endometrial. Els resultats 

mostraven una clara sobrexpressió proteica de RUNX1/AML1 a l’EEC en comparació amb 

les mostres de teixit atròfic sa (Fig. 49a i 49b). Aquests resultats van aportar nous 

coneixements a l’alteració descrita de RUNX1/AML1, cosa que va permetre correlacionar 

l’augment d’mRNA amb l’augment de proteïna. Respecte al perfil d’expressió proteica en 

funció dels estadis I o II els resultats han mostrat que hi ha un decrement de l’expressió quan 

es comparen les mostres IC amb la mostra IIB. La disminució de l’expressió en la mostra 
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d’estadi més avançat per una banda concorda amb el perfil d’expressió gènica obtingut per a 

RUNX1/AML1 i per l’altra suggereix que la sobrexpressió de RUNX1/AML1 estaria associada 

als estadis inicial de carcinogènesi endometrial. Els estudis proteics, però, s’han completat 

amb l’estudi immunohistoquímic en els arrays de teixit endometrial. 

 
25.2.2. Anàlisi immunohistoquímica en arrays de teixit endometrial 

Per tal de caracteritzar l’expressió RUNX1/AML1 a nivell proteic en el carcinoma 

endometrioide es va optar per l’estratègia de construir diversos arrays de teixit. D’aquesta 

manera es podia descriure l’evolució de l’expressió de la proteïna al llarg del desenvolupament 

del procés neoplàsic, des del teixit atròfic fins al carcinoma endometrioide passant per les 

hiperplàsies simples i complexes. És a dir, poder caracteritzar l’expressió de RUNX1/AML1 

en un ampli panell de mostres representatives dels teixits més rellevants que es troben en 

pacients postmenopàusiques amb i sense patologia endometrial. En l'array d’endometri atròfic, 

utilitzat com a control normal d’expressió, s’observa un marcatge negatiu tant en les glàndules 

epitelials atròfiques com en l’estroma endometrial (en la majoria de casos no s’observa 

marcatge ni citoplasmàtic ni nuclear). Tot i així, en algun punt es pot trobar un marcatge 

puntual i lleu de les glàndules endometrials, majoritàriament a la part perinuclear i apical de 

l’epiteli glandular (Fig. 52a). L’epiteli de superfície, negatiu en la majoria dels punts, també 

mostra un patró semblant quan presenta positivitat. Quan es compara aquest teixit amb la 

hiperplàsia simple, la complexa i el carcinoma, s’observa una destacada gradació en la intensitat 

de marcatge de RUNX1/AML1, que augmenta a mesura que progressa la patologia. Així 

doncs, trobem des de marcatges pràcticament negatius del teixit atròfic, marcatges mitjos (1-

2) en les hiperplàsies simples (HS) i (1-3) en les complexes (HC) i els marcatges intensos (2-3) 

en el carcinoma endometrial (EEC). Observant amb detall la intensitat del marcatge es pot 

constatar que tant l’HC com l’EEC no presenten cap mostra amb marcatge negatiu és a dir, 

sempre hi ha un nivell d’expressió destacable (Fig. 52b i 52c). L’anàlisi quantitativa i l’estudi 

estadístic realitzat sobre els resultats atorguen significació a aquestes diferències d’expressió 

entre les diferents mostres i a l’augment d’expressió en el procés tumorigènic. Aquests 

resultats per una banda confirmen la sobrexpressió de RUNX1/AML1 en el carcinoma 

endometrial del tipus endometrioide i per una altra mostren la gradació positiva en els nivells 

d’expressió al llarg del desenvolupament tumoral des del teixit normal fins al carcinoma. Hom 

es podria preguntar pels resultats dels nivells d’expressió tenint només en compte els estadis de 

les mostres tumorals, com a l’estudi realitzat per PCR a temps real. Sobre aquest fet cal dir 
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que, tot i que s’ha observat una tendència cap a nivells d’expressió majors en els estadis 

primerencs I, en concret en els estadis IC on hi ha major invasió miometrial i en estadis no 

gaire més avançats com els IIA, no s’ha pogut dotar de significació estadística. Una possible 

explicació seria la sensibilitat de la tècnica de la PCR a temps real. Aquesta tècnica és molt més 

sensible i ens permet jugar més amb les diferències quant als nivells d’expressió que la 

immunohistoquímica amb diaminobenzidina (DAB) convencional, que només permet 

diferenciar entre marcatges baixos, mitjos i alts. Per tant els resultats de major expressió de 

RUNX1/AML1 en els estadis IC podrien restar apantallats. 

Un altre aspecte interessant s’obté de l’estudi en detall del marcatge clarament epitelial de la 

tinció. A nivell cel·lular s’observa un important marcatge citoplasmàtic de RUNX1/AML1, 

conjuntament amb un marcatge puntejat nuclear en algunes cèl·lules (Fig. 52b). Per una part el 

marcatge citoplasmàtic de RUNX1/AML1 suggereix l’existència d’un reservori d’aquest factor 

de transcripció que es podria translocar al nucli per realitzar la seva funció, així mateix també 

podria suggerir una funció a citoplasma. A més la sobrexpressió de RUNX1/AML1 trobada en 

el carcinoma endometrial reforçaria la seva possible implicació en la patologia endometrial. Els 

resultats de localització es van corroborar amb la construcció de la proteïna de fusió 

RUNX1/AML1-GFP transfectada a la línia cel·lular HEC-IA i els posteriors assaigs de 

col·localització de la proteïna RUNX1/AML1 fusionada amb la GFP. Recentment s’ha descrit 

un nou mecanisme de regulació in vivo pel factor de transcripció RUNX1/AML1 que 

consisteix en un intercanvi dinàmic entre el nucli i la matriu nuclear (322). Aquest treball també 

descriu la localització nuclear puntejada de RUNX1/AML1, així com s’ha descrit en el nostre 

grup, i suggereix un paper en el control de la transcripció. Els resultats aquí mostrats, en què 

s’observa localització tant nuclear com citoplasmàtica de RUNX1/AML1 suggereixen un 

intercanvi dinàmic entre el nucli i el citoplasma que podria representar un nivell addicional de 

regulació en el carcinoma endometrial. 

RUNX1/AML1, pel fet de ser un factor de transcripció, regula l’expressió d’altres gens, per 

tant és factible pensar que podria estar regulant l’expressió de gens implicats en el carcinoma 

endometrial. S’ha dit que RUNX1/AML1 es troba implicat en l’activació transcripcional 

mitjançant l’organització de diferents factors en els promotors i enhancers dels gens dianes, els 

quals s’associen amb altres factors i cofactors que són necessaris per la regulació gènica (323). 

Sembla que l’àcid retinoic podria ser el responsable de l’activació de l’expressió de 

RUNX1/AML1 tot i que upstream l’activació de RUNX1/AML1 és poc coneguda; downstream se’n 
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té un coneixement millor. S’han descrit diferents promotors de gens que presenten elements 

dianes de les proteïnes RUNX, tot i que és sabut que aquesta interacció és part d’un complex 

multiproteic. Dins les principals dianes descrites per a RUNX1/AML1, hi ha proteïnes 

reguladores del cicle cel·lular com p21WAF1/CIP1 o p14 (272, 324, 325). L’efecte de RUNX1/AML1 

sobre els promotors dels dos gens dóna lloc a un augment de la seva expressió en diverses 

línies cel·lulars. Cal destacar, però, l’efecte inhibidor que té RUNX1/AML1 sobre 

p21WAF1/CIP1 en la línia de fibroblasts NIH3T3 (272). Per tant, efectes en la desregulació de 

l’expressió de RUNX1/AML1 com la sobrexpressió descrita en el carcinoma endometrial 

podrien tenir efectes directes en la regulació del cicle cel·lular a partir de les alteracions de 

reguladors de cicle cel·lular com p21WAF1/CIP1 o p14. 

 

25.3.  Anàlisi de l’estructura proteica d’ERM/ETV5 

Malgrat que el factor de transcripció ETV5/ERM no ha estat mai cristal·litzat i tampoc no s’ha 

pogut determinar l’estructura tridimensional de la proteïna, es coneix que presenta dos 

importants dominis: el domini ETS, que permet la unió d’ETV5/ERM al DNA i es troba 

localitzat a l’extrem C terminal i el domini de transactivació localitzat a l’extrem N terminal 
(306). El domini ETS, com el domini Runt, es troba altament conservat, fet que és d’una gran 

importància perquè permet definir una família de proteïnes.  

A partir de la informació cristal·logràfica del domini ETS i de les diverses proteïnes de la 

família ETS, com és el cas d’ETS-1 (326), obtinguda en les bases de dades públiques (NCBI, 3D 

Domains) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) i utilitzant els programes de predicció d’estructura 

tridimensional SWISS-MODEL© (http://swissmodel.expasy.org) i de de visualització molecular 

Protein Explorer 7.0© (http://www.proteinexplorer.org) s’ha pogut realitzar la predicció de 

l’estructura tridimensional del factor de transcripció ETV5/ERM. L’estructura d’ETV5/ERM 

presenta dos dominis, l’ETS i el de transactivació. Cal destacar el domini ETS amb una 

estructura de hèlix-gir-hèlix de 85 residus, responsable del contacte entre el factor de 

transcripció i el DNA (Fig. 68). 
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Figura 68, imatge de la predicció 3D de la proteïna ETV5/ERM: la programa SWISS-MODEL© ha 
permès la predicció de l’estructura 3D d’ETV5/ERM basant-se amb les dades cristal·logràfiques de la família 
ETS. La imatge mostra la superfície de van der Waals de la proteïna ETV5/ERM, així com la seva interacció amb 
el solc ample del DNA a traves del domini ETS. Les zones clares i rosades mostren els punts de contacte. A la 
dreta de la fig. es mostra l’esquema proteic d’ETV5/ERM, el qual conté 4 hèlix alfa i 4 làmines beta. 

 
 

25.4. Anàlisi dels nivells d’expressió proteica d’ERM/ETV5  

25.4.1. Anàlisi de western blot  

L’expressió proteica del factor de transcripció ETV5/ERM a l’EEC també es va valorar per 

western blot amb la mateixa intenció que per a la proteïna RUNX1/AML1. Els resultats 

obtinguts a nivell proteic es corresponien amb els resultats obtinguts a nivell gènic és a dir, 

s’observava una sobrexpressió d’ETV5/ERM a l’EEC en comparar-lo amb l’expressió en les 

mostres d’endometri atròfic sa, validant així la sobrexpressió descrita per ETV5/ERM tant en 

microarrays de cDNA com en la tècnica de la PCR a temps real (Fig. 50a i 50b). Els resultats de 

western blot per ETV5/ERM no només mostraven la sobrexpressió proteica d’aquest factor de 

transcripció a l’EEC sinó que, a més, també mostraven un perfil d’expressió més elevat per a 

les mostres d’estadi IC que per a les mostres d’estadi IIB com en el cas del seu perfil 

d’expressió gènic. Aquests resultats, sorprenentment, coincidien també amb els obtinguts per 

a RUNX1/AML1, cosa que suggeria que la sobrexpressió d’ETV5/ERM no només estaria 
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associada a estadis inicials de carcinogènesi endometrial sinó que ETV5/ERM podria estar 

desenvolupant un paper cooperatiu amb RUNX1/AML1 en aquest procés. Com en el cas de 

RUNX1/AML1 els estudis proteics s’han completat amb l’anàlisi immunohistoquímica dels 

arrays de teixit endometrial. 

 
25.4.2. Anàlisi immunohistoquímica en arrays de teixit endometrial 

De la mateixa manera que es va realitzar per a RUNX1/AML1, també es va voler caracteritzar 

l’expressió proteica d’ETV5/ERM al llarg del desenvolupament tumoral mitjançant la tècnica 

d’immunohistoquímica en arrays de teixit en diferents etapes de la tumorigènesi endometrial. 

En primer lloc cal destacar que la localització de l’expressió d’ETV5/ERM es va mostrar 

clarament epitelial tant en el teixit normal com en les hiperplàsies i al carcinoma (Fig. 53a). 

Aquest fet incrementa la significació dels resultats d’expressió obtinguts, ja que el marcatge és 

específic d’epiteli i obvia la possible contribució del component estromal. Els resultat 

mostraven una clara sobrexpressió d’ETV5/ERM en l’array de carcinoma endometrial, tot 

corroborant els resultats obtinguts tant en el microarray de cDNA com en la PCR a temps real. 

Aquests resultats no només confirmen la sobrexpressió d’ETV5/ERM, sinó que descriuen una 

gradació en l’augment d’expressió a través del procés tumorigènic, partint del teixit atròfic 

amb valors d’expressió baixos (0-1), seguit de valors mitjos en la hiperplàsia simple (0-2), 

mitjos-alts en la complexa (1-3) i finalitzant amb els valors més alts en el carcinoma (2-3) (Fig. 

53b). Aquesta gradació en el nivell d’expressió, per tant, aporta noves proves que recolzen la 

idea que la sobrexpressió d’ERM/ETV5 podria estar jugant un rol important en l’aparició i/o 

desenvolupament del carcinoma endometrial. Analitzant el marcatge d’ETV5/ERM a nivell 

cel·lular es va observar un marcatge principalment citoplasmàtic acompanyat d’un patró 

puntejat al nucli, que semblava que es trobava localitzat als dominis subnuclears. Estudis 

d’especificitat de marcatge, amb la transfecció in vitro de la proteïna ERM/ETV5-GFP en la 

línia cel·lular HEC-IA, varen corroborar aquesta informació. Una altra característica a destacar 

del marcatge d’ETV5/ERM ha estat la localització en molts casos d’una tinció més destacada 

en la part basal de la glàndula (Fig. 53a). Aquesta característica es podria explicar pel fet que 

diversos estudis han correlacionat l’expressió de membres de la família ETS (ETS-1)(327), o fins 

hi tot de la subfamília PEA3 (ETV4/E1AF) (316, 328) amb la progressió tumoral. Per tant, els 

marcatges més destacats d’ETV5/ERM en la zona basal de les glàndules es correlacionarien 

amb el front de progressió del carcinoma, que exactament es localitza en aquesta regió. A més, 
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com ja ha estat anteriorment comentat a l’apartat del gen d’ETV5/ERM, cal esmentar que hi 

ha diversos treballs que a part de correlacionar les proteïnes ETS amb la progressió tumoral 

descriuen la presència d’elements d’unió d’aquestes proteïnes als promotors de diferents 

metal·loproteases de matriu (MMPs) (314, 329, 330). 

Un dels membres més importants de la família ETS, el protooncogèn c-ets1, ha estat descrit 

com a marcador valuós en la carcinogènesi endometrial (318). c-ets1 controla l’expressió de gens 

implicats en la remodelació de la matriu extracel·lular. Ha estat descrit com a regulador de 

l’expressió de les proteases MMP-3 (331). A més s’ha descrit que ETS-1 regula l’expressió 

d’MMP-3, MMP-9 (315), del plasminogen tipus uroquinasa (uPA) (332), així com del factor de 

creixement vascular endotelial (VEGF) i del seu receptor, fet que el relaciona amb 

l’angiogènesi, la migració cel·lular i la invasió tumoral associada a l’increment de l’activitat 

proteolítica de les cèl·lules tumorals invasores (315). També s’ha correlacionat l’expressió de 

membres més propers a ETV5/ERM, com és el cas de ETV4/ E1AF, amb la sobrexpressió 

d’MMP1 i la progressió del càncer colorectal (316), el càncer gàstric (328), el càncer de mama i el 

càncer d’ovari (333, 334). Sembla doncs que la sobrexpressió d’ETV5/ERM pot jugar un paper 

important en la progressió del carcinoma endometrial, mitjançant l’activació de l’expressió de 

diverses metal·loproteases de matriu que permetrien la infiltració del carcinoma al teixit 

adjacent. Una altra prova en aquest sentit és el fet d’haver trobat la major sobrexpressió 

d’ETV5/ERM, determinada per PCR a temps real, en l’estadi IC, estadi on es dóna la major 

infiltració al miometri. 

 

 

26. Anàlisi de possibles  mecanismes d’acció  de la sobrexpressió de RUNX1/ 

AML1 i d’ETV5/ERM en l’EEC 

Per tal d’aprofundir en els resultats obtinguts de RUNX1/AML1 i d’ERM/ETV5 en l’EEC, 

ens vàrem plantejar iniciar dels efectes de la sobrexpressió d’ambdós gens en la carcinogènesi 

endometrial. L’estudi s’està duent a terme a dos nivells, en primer lloc l’anàlisi de la relació 

d’ambdós gens en la carcinogènesi endometrial, degut al seu estret paral·lelisme, i en segon 

lloc a l’estudi de les seves respectives dianes de regulació per obtenir resultats a nivell 

downstream a fi i efecte de poder comprendre l’efecte de la sobrexpressió en l’EEC. 
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26.1. Anàlisi de les interrelacions entre RUNX1/AML1 i ETV5/ERM 

Estudiant els resultats obtinguts en l’anàlisi tant de PCR a temps real com 

d’immuhohistoquímica sobre arrays de teixit, pel que fa a l’expressió de RUNX1/AML1 i 

ERM/ETV5, s’ha pogut constatar que els dos gens segueixen perfils d’expressió pràcticament 

idèntics tant quant al nivell d’expressió gènica com proteica. Aquests resultats han suggerit el 

realitzar un estudi de correlació estadística entre els nivells d’expressió d’ambdós gens per tal 

de poder-los relacionar. Aplicant el test de Wilcoxon per a dades aparellades pel que fa als 

perfils d’expressió gènica de RUNX1/AML1 i d’ERM/ETV5, on la significació es troba a una 

(p≤0,05), s’ha obtingut una significació de (p=0,001). Així mateix aplicant el test Rho 

d’Spearman per a variables no paramètriques també s’ha obtingut una significació de 

(p=0,001). El test Rho d’Spearman permet obtenir una correlació, fins i tot major, quan 

s’aplica al nivell d’expressió proteica amb una significació de (p=0,0001). Aquesta possible 

interacció es veu reforçada pel fet que hom ha descrit que un nou membre de la família ETS, 

concretament NERF/ELF-2, s’uneix a RUNX1/AML1 per una regió propera al domini ETS 
(335). A més hi ha altres proves d’unió entre membres de la família ETS i RUNX1/AML1. S’ha 

descrit que l’activitat d’unió al DNA està modulada a través de la interacció amb 

RUNX1/AML1 (336). Finalment, en una revisió molt recent publicada a Nature Reviews sobre els 

gens RUNX i el càncer descriu la interacció entre membres de la família ETS i RUNX1/AML1 

perquè pugui portar a terme l’activació transcripcional de diversos promotors diana (337). 

Aquest conjunt de proves ens han permès especular sobre el fet que RUNX1/AML1 i 

ERM/ETV5 podrien estar implicats conjuntament en el desenvolupament del carcinoma 

endometrial. A més seria factible que poguessin estar cooperant conjuntament per portar a 

terme l’activació d’altres gens implicats en fenòmens d’invasió, ja que és en l’estadi més 

invasiu IC on s’ha trobat la màxima expressió dels dos marcadors. 

 
26.2. Estudi de dianes de regulació de RUNX1/AML1 i d’ERM/ETV5 

La família de proteïnes RUNX presenta un rol important en la repressió de la transcripció de 

manera especifica depenent del tipus cel·lular, cosa que dóna lloc a una repressió temporal o a 

un silenciament epigenètic irreversible (338). Hom ha descrit complexes estables de 

RUNX1/AML1 amb corepressors com histones desacetilases i metiltransferases (339). A més, el 

patró d’expressió de RUNX1/AML1 determinat per PCR a temps real, que mostra un pic als 

estadis inicials d’invasió miometrial, també ens ha permès especular que la sobrexpressió de 
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RUNX1/AML1 a l’EEC podria estar associada amb la metilació de promotors com un 

mecanisme de silenciament transcripcional de gens involucrats en els primers nivells d’invasió 

de l’endometri tumoral al teixit adjacent. Per aquesta raó en el grup hem començat a estudiar 

aquest possible paper de les alteracions descrites en la carcinogènesi endometrial mitjançant 

l’estudi dels mecanismes funcionals de la sobrexpressió tant de RUNX1/AML1 com 

d’ERM/ETV5. Inicialment per portar a terme l’anàlisi s’ha pretès estudiar l’efecte downstream 

de RUNX1/AML1 escollint dos gens diana amb els quals RUNX1/AML1 interacciona: 

p21WAF1/CIP1 i PTEN (256, 337). Els criteris d’elecció dels gens, a part de ser dianes directes de 

RUNX1/AML1, s’han cenyit per una banda al fet que es trobessin alterats en la carcinogènesi 

endometrial i per altra banda a la presència d’illes de metilació CpG (340) per a una possible 

regulació a nivell epigenètic.  

 

26.2.1. p21WAF1/CIP1: diana de regulació de RUNX1/AML1 

p21WAF1/CIP1, proteïna de control de cicle, és una diana directa de p53 que actúa d’inhibidor 

dels complexes CDK/Ciclines i causa aturada a G1-S quan es detecta un dany en el DNA. El 

perfil d’expressió gènica obtingut per PCR a temps real, sorprenentment, mostra una 

sobrexpressió de p21WAF1/CIP1 fins i tot superior a RUNX1/AML1 en molts punts (Fig. 59a, 59b i 

59c). L’estudi estadístic aplicant el test de Wilcoxon permet obtenir una correlació 

significativa entre p21WAF1/CIP1 i RUNX1/AML1 amb un màxim als estadis IC (p=0,021). Aquests 

resultats suggereixen que RUNX1/AML1 en lloc de promoure la repressió de p21WAF1/CIP1 en 

produiria l’activació. Cal destacar que hi ha diversos treballs en la mateixa direcció que 

mostren sobrexpressió del nivells de p21WAF1/CIP1 en diversos teixits (341-343). En el cas de 

p21WAF1/CIP1 també hem determinat l’expressió per western blot i IHQ sobre arrays de tumor 

endometrial (Fig. 60a i 60b, Fig. 61, Fig. 62a i 62b), els quals ens han permès obtenir uns 

resultats idèntics pel que fa a la sobrexpressió gènica de p21WAF1/CIP1 en les mostres tumorals, 

tot obtenint una correlació fins i tot major amb els nivells proteics de RUNX1/AML1 

(p=0,0001) (Fig. 63a i 63b). Biakin i col·laboradors han descrit que la sobrexpressió de 

p21WAF1/CIP1 en la neoplàsia pancreàtica podria reflexar un increment de l’activitat Ras, 

mitjançant l’activació directa de les mutacions de K-Ras o per la consegüent sobrexpressió de 

HER-2/neu, alteracions per altra banda importants en la carcinogènesi endometrial (344). 

Aquestes observacions, conjuntament amb els resultats que hem obtingut, suggereixen un 

primer nivell en què s’observa sobrexpressió de p21WAF1/CIP1 en els estadis inicials de 
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carcinogènesi endometrial on el tumor es troba confinat a l’endometri i no hi ha infiltració. En 

aquest nivell p21WAF1/CIP1 podria tenir un rol independent de l’expressió de RUNX1/AML1. En 

un segon nivell, quan el carcinoma endometrial comença a envair el miometri (estadis IB i IC) 

hi ha una alta correlació entre els nivells d’expressió de p21WAF1/CIP1 i RUNX1/AML1, cosa que 

indica un paper relacionat amb la invasió miometrial. En general sembla que RUNX1/AML1 

facilita la progressió G1-S, al contrari un excés de p21WAF1/CIP1 bloqueja aquesta transició. Per 

tant, en general, seria d’esperar que alts nivells de RUNX1/AML1 estessin associats a baixos 

nivells de p21WAF1/CIP1, i/o altres inhibidors de ciclines/CDKs. Però sembla que l’efecte de 

RUNX1/AML1 en l’epiteli endometrial és diferent i s’estimula l’expressió de p21WAF1/CIP1, en 

qualsevol cas hom esperaria un menor índex proliferatiu en els tumors amb major expressió de 

p21WAF1/CIP1. És a dir, en concordança amb els resultats obtinguts, tumors més relacionats amb 

la invasió que no pas amb la proliferació. Un possible mecanisme de la cooperació en la 

sobrexpressió de p21WAF1/CIP1 a través de RUNX1/AML1 a l’EEC implicaria la transcripció de 

p21WAF1/CIP1 a través de la via de senyalització del TGFβ. Es conegut que els factors de 

transcripció RUNX interaccionen directament amb les proteïnes de regulació SMADs, efectors 

importants de la senyalització a través del TGFβ (272). El TGFβ pot activar els gens RUNX a 

nivell transcripcional i posttranscripcional amb l’estabilització de les proteïnes RUNX (337). A 

més, alteracions de les proteïnes SMAD4 i del receptor TGFβ RII, conjuntament amb la 

descripció d’una major expressió en els carcinomes infiltrants en comparació amb els 

carcinomes no infiltrants, podrien ser molt importants en la infiltració del teixit miometrial a 

l’EEC (345). Basant-nos en els mecanismes comentats, hem hipotetitzat que p21WAF1/CIP1 i 

RUNX1/AML1 podrien estar cooperant durant els primers nivells de la disseminació de l’EEC 

a l’infiltració miometrial, a través de la via TGFβ/SMAD i/o a través d’un balanç entre el 

creixement cel·lular i la diferenciació cel·lular a favor d’un fenotip invasiu enfront d’un fenotip 

proliferatiu. Conjuntament en aquest estudi també es va analitzar la correlació entre 

p21WAF1/CIP1 i ETV5/ERM obtenint, curiosament, una correlació significativa, tant a nivell gènic 

com proteic, en els estadis inicials de carcinogènesi. Per tant aquests resultats suggereixen que 

ETV5/ERM també podria formar part del complex de regulació que conclou amb la 

sobrexpressió de p21WAF1/CIP1 en els estadis inicials de la carcinogènesi endometrial. 
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26.2.2. PTEN: diana de regulació de RUNX1/AML1 (estudis preliminars) 

La següent diana de regulació de RUNX1/AML1 que es va escollir per aprofundir en l’anàlisi 

funcional de la sobrexpressió de RUNX1/AML1 va ser PTEN. Aquests estudis s’estan portant 

a terme en l’actualitat, per tant només es disposen de resultats preliminars; no obstant això, 

resulten força interessants i per aquest motiu s’exposen resumidament a continuació. 

PTEN és un supressor tumoral que actúa bloquejant el cicle cel·lular i permet l’activació de 

l’apoptosi. La inactivació del supressor tumoral PTEN és el defecte genètic més comú en el 

carcinoma endometrial. El perfil d’expressió gènica trobat per PCR a temps real mostra un 

perfil invers de PTEN al trobat per RUNX1/AML1, és a dir hi ha una baixada en els nivells 

d’expressió a mesura que augmenta l’expressió de RUNX1/AML1 amb un màxim a l’estadi IC 

moment en el qual hi ha el mínim nivell d’expressió de PTEN; consegüentment hi ha una 

recuperació dels nivells d’ambdós gens.  

 
 

 

Figura 69a, imatge de la correlació 
inversa de l’expressió gènica de 
PTEN i RUNX1/AML1: el gràfic mostra 
els nivell d’expressió de PTEN i 
RUNX1/AML1, agrupats per estadis, 
respecte del teixit endometrial atròfic. En 
el gràfic es pot observar un perfil invers 
d’expressió per ambdós gens. Destaca 
l’estadi IC en el qual hi ha la màxima 
expressió RUNX1/ AML1 i la mínima 
expressió de PTEN.  

Figura 69b, diagrama dels resultats 
estadístics de la correlació gènica: la 
representació gràfica del test de Wilcoxon 
mostra la correlació inversa del nivells 
d’expressió gènica de PTEN i 
RUNX1/AML1 respecte del teixit 
endometrial atròfic. A l’esquerra de la fig. 
s’observa la correlació inversa a nivell de 
totes les mostres tumorals. A la dreta de la 
fig. s’observa les mostres agrupades per 
estadis. A l’estadi IC és on hi ha la màxima 
correlació inversa. A la part inferior de la 
fig. es representa els valors de significació 
del test estadístic. 

 

Els estudis estadístics aplicant el test de Wilcoxon ens mostren una destacada correlació en 

sentit invers entre els dos gens (p=0,0001). Aquests resultats suggereixen que RUNX1/AML1 

podria estar actuant promovent canvis epigenètics sobre el promotor de PTEN per 
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reclutament de diversos factors, de manera que n’apagués l’expressió i promogués la 

proliferació cel·lular. Però el fet de que els nivells de PTEN es recuperin posa en dubte aquest 

model. Una altra explicació podria ser que RUNX1/AML1 modulés directament l’expressió de 

PTEN. Recentment s’ha descrit un paper dual de RUNX1/AML1 com a repressor o activador 

de la transcripció segons la cooperació amb diferents cofactors i el seu estat epigenètic (337). 

Aquesta modulació podria explicar la disminució de l’expressió de PTEN en augmentar els 

nivells de RUNX1 i una recuperació d’aquesta quan RUNX1/AML1 recupera l’estat basal. En 

tot aquest conjunt també hi ha la possibilitat que ETV5/ERM jugui un paper com a cofactor 

per modular l’expressió de PTEN. Aquesta és una línia d’investigació oberta en què 

actualment estem treballant. 

 

 
  

 
Figura 70a, proposta de mecanisme de regulació de RUNX1/AML1 i p21WAF1/CIP1 en l’EEC: 
RUNX1/AML1 s’ha descrit com a factor de transcripció amb un mecanisme dual d’activació i/o repressió gènica 
degut a possibles modificacions postraduccionals. L’esquema mostra el complex que forma RUNX1/AML1 per 
activar la transcripció de p21WAF1/CIP1 amb la incorporació d’ETV5/ERM. La sobreexpressió de p21WAF1/CIP1 degut a 
la sobreexpressió de RUNX1/AML1 potenciaria una alteració de la transició G1-S en el cicle  cel·lular.  

Figura 70b, proposta de mecanisme de regulació de RUNX1/AML1 i PTEN en l’EEC: l’esquema 
també mostra el paper de RUNX1/AML1 com a repressor. El complex format per RUNX1/AML1 amb la 
incorporació d’ETV5/ERM reprimiria l’expressió del supressor tumoral PTEN. La sobreexpressió de 
RUNX1/AML1 produiria una alta repressió de PTEN, que conduiria a l’alteració del control apoptòtic. 
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26.2.3. MMP2: diana de regulació d’ETV5/ERM (estudis preliminars) 

Aprofundint en les especulacions anteriors, s’han iniciat diversos treballs enfocats en poder 

demostrar la cooperació entre els dos factors de transcripció RUNX1/AML1 i ERM/ETV5 en 

el procés on el carcinoma esdevé més invasiu, estadi IC, però des de la perspectiva del gen 

ERM/ETV5, és a dir a partir de l’estudi de dianes regulades per aquest gen. Partim de 

diferents observacions: d’una banda hi ha elements PEA3 conservats als quals s’uneixen 

membres de la família de factors de transcripció ETS en tots els promotors de 

metal·loproteinases de matriu (MMPs) (314). D’altra banda el protoncogèn c-ets1, marcador 

valuós en la carcinogènesi endometrial, controla l’expressió de les metal·loproteïnases MMP-3 
(331), de la col·lagenasa-1 (346)i de l’uPA (332). Per últim ETS-1 regula la transcripció de MMP-1, 

MMP-9, uPA, així com VEGF i el seu receptor (346). A frec d’aquestes observacions hem 

estudiat l’expressió proteica d’MMP-2 en els mateixos arrays de teixit on es van valorar tant 

RUNX1/AML1 com ERM/ETV5, amb l’objectiu d’investigar la possibilitat que els dos factors 

de transcripció poguessin actuar cooperativament a un nivell inicial de la infiltració 

miometrial, mitjançant la inducció de l’expressió de gens implicats en remodelar la matriu 

extracel·lular. Hem seleccionat la metal·loproteasa MMP-2, per trobar-se altament expressada 

en el carcinoma endometrial i presentar un rol important en la invasió miometrial i la metàstasi 
(347, 348). La valoració i quantificació dels resultats dels nivells d’expressió proteica d’MMP-2 

per immunohistoquímica ens mostren uns nivells d’expressió elevats d’MMP-2 en totes les 

mostres de carcinoma endometrial, amb una localització clarament citoplasmàtica. Realitzant 

l’estudi estadístic entre els tres marcadors amb el test Rho d’Sperman per a variables no 

paramètriques, trobem una alta correlació en l’expressió d’MMP-2, tant quan es compara amb 

l’expressió de RUNX/AML1 (p=0,0001) com quan es compara amb l’expressió 

d’ETV5/ERM (p=0,0001). Cal destacar que a partir dels arrays de teixit tumoral s’ha observat 

una localització subcel·lular característica per ETV5/ERM en la qual el major marcatge es 

dóna en les cèl·lules de la part basal de la glàndula endometrial, que és precisament per on té 

lloc el front d’invasió tumoral (Fig. 71b). Això està acompanyat pel fet que el major pic 

d’expressió observat per PCR a temps real tant de RUNX1/AML1 com d’ERM/ETV5 es dóna 

en estadis IC, estadis en què pròpiament hi ha una important extensió de l’invasió al miometri. 

Tot aquest conjunt de proves fa pensar que, en un altre nivell de regulació, RUNX1/AML1 i 

ERM/ETV5 podrien estar cooperant, ja sigui de manera directa o a través d’algun mediador, 

per activar l’expressió d’un conjunt d’elements com la metal·loproteasa MMP-2, la qual 
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promou la degradació del teixit i per tant afavoreix la invasió del carcinoma a altres teixits.  

 

 

Figura 71a, imatge de la 
correlació del marcatge 
d’MMP-2 i ETV5/ERM: la 
imatge mostra la comparació de 
tres punts provinents de dos 
talls seriats de l’array tumoral 
d’EEC a 200×. Es pot observar 
la correlació en el nivell de 
marcatge immunohistoquímic 
d’MMP-2 i ETV5/ERM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 71b, imatge del 
marcatge d’ETV5/ERM en 
el front invasió de l’EEC: 1) 
detall d’un punt de l’array de 
teixit tumoral a 200× en que 
s’observa un marcatge molt 
intens d’ETV5/ERM en el front 
d’invasió del carcinoma cap al 
miometri; 2) detall del punt a 
400×. Les fletxes blanques 
mostren un major marcatge 
d’ETV5/ERM al part basal de la 
glàndula tumoral, zona per on es 
produeix la invasió del miometri 
per part del carcinoma. 
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Aquest treball actualment s’està complimentant amb l’estudi d’expressió gènica i proteica 

d’MMP-2 in vitro en la línia de carcinoma endometrial HEC-IA, transfectada amb diferents 

construccions de RUNX1/AML1 i d’ERM/ETV5 a més de la proteïna de fusió GFP, així com 

amb assaigs d’invasió en matrigel i assaigs de proliferació de wound healing. 

 

 

 
 

Figura 72, proposta de mecanisme de regulació d’ETV5/ERM i MMP-2 en l’EEC: és conegut que 
ETV5/ERM activa la traducció de MMPs. L’MMP-2 es troba alterada en el carcinoma endometrial. El 
mecanisme proposa ETV5/ERM com a responsable de l’activació de l’MMP-2. Per tant la sobreexpressió 
d’ETV5/ERM conduiria a la sobreexpressió de l’MMP-2, que al seu torn potenciaria la degradació de l’estroma 
per tal de que el tumor pogués envair el miometri. A més aquesta hipòtesi concorda a més amb la sobreexpressió 
d’ETV5/ERM, més accentuada en l’estadi IC de màxima invasió miometrial. En aquest cas RUNX1/AML1 
podria jugar un paper de cofactor de l’expressió d’MMP-2, ja que es coneix que té la capacitat de reconèixer 
dominis ETS. 

 

27. Significació patològica i aplicació clínica de la sobrexpressió  de RUNX1/

AML1  i d’ETV5/ERM 

Actualment el tractament primari del carcinoma endometrial es basa en la cirurgia, 

l’anomenada cirurgia d’estadificació. Aquest tipus de cirurgia permet l’obtenció de l’estadi 

F.I.G.O. definitiu, que consisteix en una estadificació quirurgicopatològica. L’estadificació es 

basa en anàlisis morfològiques i histopatològiques, com la invasió miometrial tumoral, el tipus 

histològic, el grau histològic, la citologia peritoneal i l’afectació de ganglis retroperitoneal (184). 

Cal recordar que dins l’estadi I de la F.I.G.O. es diferencien 3 subtipus que determinen 

l’afectació endometrial (estadi IA) i la invasió miometrial (estadi IB; afectació miometrial 

<50%) i (Estadi IC; afectació miometrial ≥50%). El grup de pacients de l’estadi IC, amb 

invasió miometrial profunda, normalment es correlaciona amb tumors més indiferenciats i 

representa un grup de pacients amb alt risc de recurrència, fins a un 20%. Per tant són 
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pacients que hauran de ser tractades amb teràpies posteriors a la cirurgia, normalment basades 

en la radioteràpia. La possibilitat de conèixer factors pronòstic a nivell molecular dins 

d’aquests tumors pot ajudar a conèixer millor el pronòstic global i determinar aquelles 

pacients amb majors possibilitats de patir una recidiva. D’aquesta manera es podrien elaborar 

noves estratègies terapèutiques dirigides a augmentar la supervivència i el temps lliure de 

malaltia. La sobrexpressió tant del gen RUNX1/AML1 com del gen ETV5/ERM, a més a més 

d’explicar l’evolució en la progressió tumoral, podria constituir un factor molecular de mal 

pronòstic que permetés acotar les teràpies adjuvants, no exemptes de toxicitat i efectes 

secundaris, alhora que discriminés l’aplicació de teràpies més efectives, per augmentar la 

supervivència global, a les pacients que realment necessitessin l’aplicació de tractaments 

complementaris. Les investigacions del nostre grup es troben dirigides en aquest sentit. 

 

28. Perspectives de futur del projecte d’investigació 

La finalitat actual del grup és la caracterització detallada dels mecanismes moleculars i 

cel·lulars associats a la sobrexpressió de RUNX1/AML1 i d’ERM/ETV5 en el procés 

d’infiltració miometrial per tal d’aportar explicacions als mecanismes inicials d’invasió i 

disseminació del càncer d’endometri. L’actual projecte d’investigació ha estat enfocat en el 

sentit de caracteritzar a nivell funcional la sobrexpressió d’ambdós gens en models cel·lulars i 

animals, l’anàlisi de la interacció entre ells en la infiltració i promoció de metàstasi, així com 

l’estudi de diferents gens diana tant de RUNX1/AML1 com d’ERM/ETV5 amb possible 

implicació en la progressió i invasió com és el cas de p21WAF1/CIP1, PTEN o MMP-2. Partint de les 

conclusions aportades en la present tesi, en què es destaca la possible implicació de la 

sobrexpressió de RUNX1/AML1 i d’ERM/ETV5 de manera cooperativa en el procés inicial 

d’infiltració miometrial i posterior disseminació de les metàstasis, s’ha proposat de 

desenvolupar coneixements necessaris per poder ser traslladats a la pràctica clínica. L’estudi 

pretén poder definir ambdós gens com a factors pronòstic, per tal de poder obtenir una 

estadificació més acurada del carcinoma i per tant garantir un tractament òptim a la pacient. 

L’estudi també es vol centrar en si hom pot definir RUNX1/AML1 i/o ERM/ETV5 com a 

dianes terapèutiques la interferència de les quals, amb el disseny acurat de fàrmacs, pogués 

frenar i/o revertir l’efecte de l’evolució del carcinoma endometrial. 
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CONCLUSIONS 

1) Mitjançant estudis d’expressió en microarrays de cDNA s’han identificat dos gens que 

presenten una sobrexpressió en el carcinoma endometrial de tipus endometrioide. D’una 

banda RUNX1/AML1, que és un gen que juga un paper important en el desenvolupament i del 

qual s’han descrit nombroses alteracions en la leucèmia, i ETV5/ERM, que és un gen poc 

conegut que actua com a factor de transcripció. 

 
2) La sobrexpressió tant del gen RUNX1/AML1 com del gen ETV5/ERM constitueix una nova 

alteració, prèviament no descrita, en la carcinogènesi endometrial. En concret l’alteració del 

gen RUNX1/AML1, clàssicament associada amb la leucèmia, s’ha relacionat per primera vegada 

amb el carcinoma endometrial en aquest estudi. 

 
3) La PCR a temps real, el western blot i la immunohistoquímica han permès demostrar 

clarament les diferències d’expressió, concretament la sobrexpressió tant de RUNX1/AML1 

com d’ETV5/ERM entre les mostres tumorals i les mostres sanes d’endometri. 

 
4) L’anàlisi dels perfils d’expressió al llarg de la tumorigènesi endometrial obtinguts per PCR a 

temps real ha permès determinar els màxims d’expressió d’ambdós gens en l’estadi IC, estadi 

en el qual es dóna la major invasió miometrial. Aquests resultats, conjuntament amb una 

correlació estadística significativa entre ambdós gens, suggereixen un rol cooperatiu de 

RUNX1/AML1 i d’ETV5/ERM en els estadis inicials de la infiltració miometrial. 

 
5) L’anàlisi de l’expressió de les proteïnes RUNX1/AML1 i ETV5/ERM amb els diferents 

arrays de teixit mostra un augment de l’expressió d’ambdues proteïnes al llarg del procés 

tumorigènic, partint del teixit sa, passant per la hiperplàsia simple i complexa i finalment el 

carcinoma. Aquests resultats no només confirmen la sobrexpresió de cadascun dels gens en el 
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carcinoma endometrial, sinó que, a més, mostren un altre nivell de gradació, a banda del que 

s’ha trobat entre estadis tumorals. 

 
6) Mitjançant l’anàlisi estadística s’ha obtingut una alta correlació entre els nivells d’expressió 

proteica de RUNX1/AML1 i d’ETV5/ERM en el mateix sentit que l’obtingut en l’anàlisi 

d’expressió gènica. Aquests resultats suggereixen que la cooperació entre aquests factors de 

transcripció, ja sigui de manera directa o indirecta, podria regular el repertori gènic implicat 

en el desenvolupament del carcinoma endometrial, prenent un rol més destacat en fenòmens 

d’invasió miometrial. 

 
7) A partir dels estudis d’expressió de les dianes de regulació de RUNX1/AML1 s’ha trobat 

que la sobrexpressió de p21WAF1/CIP1 correlaciona tant a nivell gènic com proteic amb la 

sobrexpressió de RUNX1/AML1, cosa que suggereix un possible rol de la sobrexpressió de 

p21WAF1/CIP1 en els estadis inicials de carcinogènesi endometrial, on succeeix la infiltració 

miometrial. 

 
8) A partir dels experiments preliminars amb la diana de regulació de RUNX1/AML1 s’ha 

obtingut que la infraexpressió de la diana PTEN correlaciona inversament amb la sobrexpressió 

RUNX1/AML1, resultat que indica una possible repressió de PTEN per part de 

RUNX1/AML1 que afavoriria la proliferació cel·lular i per tant la carcinogènesi endometrial. 

 
9) Els experiments preliminars de correlació de l’expressió de la metal·loproteasa MMP-2 

amb ETV5/ERM i RUNX1/AML1 mostren que aquesta correlació és elevada, especialment al 

front d’invasió. Aquests resultats, conjuntament amb el fet que ETV5/ERM regula l’expressió 

de diverses MMPs, suggereixen una cooperació per activar l’expressió de l‘MMP-2 que 

promou la degradació del teixit i per tant afavoreix la invasió del carcinoma al miometri. 

 
10) Finalment cal destacar la significació patològica de la sobrexpressió tant de RUNX1/AML1 

com d’ETV5/ERM. Els resultats obtinguts, en primer lloc, poden ser útils per millorar i 

concretar el diagnòstic del càncer endometrial i per tant poder aplicar el tractament més 

adient. En segon lloc suggereixen un possible nou rol com a factors pronòstic així com a noves 

dianes terapèutiques per millorar el tractament del carcinoma endometrial. 
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ABSTRACT

Endometrial carcinoma is the most common gynecological malignant
disease in industrialized countries. Two clinicopathological types of endo-
metrial carcinoma have been described, based on estrogen relation and
grade: endometrioid carcinoma (EEC) and non-EEC (NEEC). Some of the
molecular events that occur during the development of endometrial car-
cinoma have been characterized, showing a dualistic genetic model for
EEC and NEEC. However, the molecular bases for endometrial tumori-
genesis are not clearly elucidated. In the present work, we attempted to
identify new genes that could trigger cell transformation in EEC. We
analyzed the differential gene expression profile between tumoral and
nontumoral endometrial specimens with cDNA array hybridization.
Among the 53 genes for which expression was found to be altered in EEC,
the acute myeloid leukemia proto-oncogene, RUNX1/AML1, was one of the
most highly up-regulated. The gene expression levels of RUNX1/AML1
were quantified by real-time quantitative PCR, and protein levels were
characterized by tissue array immunohistochemistry. Real-time quantita-
tive PCR validated RUNX1/AML1 up-regulation in EEC and demon-
strated a specific and significantly stronger up-regulation in those tumor
stages associated with myometrial invasion. Furthermore, tissue array
immunohistochemistry showed that RUNX1/AML1 up-regulation corre-
lates to the process of tumorigenesis, from normal atrophic endometrium
to simple and complex hyperplasia and then, on to carcinoma. These
results demonstrate for the first time the up-regulation of RUNX1/AML1
in EEC correlating with the initial steps of myometrial infiltration.

INTRODUCTION

Endometrial carcinoma is among the most common gynecological
malignancies in industrialized countries (1). Two clinicopathological
types of endometrial carcinoma have been described: type I, endo-
metrioid carcinoma of the endometrium (EEC) and type II, non-
endometrioid carcinoma (NEEC). EEC tumors are low-grade and
estrogen-related, and they usually develop in peri- and early post-
menopausal women. They coexist with or are preceded by complex
and atypical endometrial hyperplasia. They usually have a favorable
prognosis when treated with appropriate therapy. In contrast, NEECs
are high-grade tumors, unrelated to estrogen exposure, which usually
develop in older, postmenopausal women and which are not preceded
by complex and atypical endometrial hyperplasia (2). NEECs usually
present metastasis at the time of diagnosis and often recur, despite
aggressive treatment. Among histologic types, the most common

endometrial carcinoma corresponds to endometrioid carcinoma of the
uterine corpus (EEC) with an incidence of 80% (3).

Some of the molecular events that occur during the development of
endometrial carcinoma have been characterized in part, but its mo-
lecular pathogenesis is still poorly understood. Among the few genetic
alterations that have been recently identified in EEC (3–5), we should
consider (a) microsatellite instability (MSI), frequently associated
with mismatch repair deficiency, mutations, and hypermethylation on
the MLH1, MSH2, and MSH6 mismatch repair genes (6–8); (b)
mutations in the tumoral suppressor gene, PTEN, reported to be
involved in the regulation of focal adhesion, cellular migration, and
tumor cell proliferation (9, 10); (c) mutations in the k-RAS oncogene,
involved in cellular proliferation and closely associated with MSI and
hypermethylation (11, 12); and (d) mutations in the �-catenin gene,
which have been related to tumor progression (13, 14). On the other
hand, NEEC tumors often present mutations in the p53 gene (14, 15),
as well as HER-2/neu amplification (16), and the loss of heterozygos-
ity, reported for a large number of chromosomes, including 3p, 10q,
17p and 18p (17, 18). Nevertheless, these molecular alterations are not
present in most cases.

In view of the above inconclusive findings and the poor correlation
between genotype and phenotype in EEC, we attempted, in the present
work, to identify new genes, which could trigger cell transformation
in EEC. For this purpose, we analyzed the differential gene expression
profile between tumoral and nontumoral endometrial specimens by
using cDNA array hybridization. Among the 53 genes, for which
expression was found altered in EEC, the acute myeloid leukemia
proto-oncogene RUNX1/AML1 was the most highly up-regulated. The
gene expression levels of RUNX1/AML1 were quantified by real-time
quantitative PCR and were characterized by tissue array immunohis-
tochemistry. Our results suggest that RUNX1/AML1 plays a role in
the process of myometrial infiltration.

MATERIALS AND METHODS

Patient Population and Tissue Specimens

Tumor Samples. In this study, we included a group of patients who
underwent surgery for endometrial carcinoma at the Departments of Gyneco-
logical Oncology at both the Hospital Vall d’Hebron and the Hospital del Mar
in Barcelona, Spain (Tables 1 and 2). Patients ranged from 50 to 80 years of
age. None of the patients had received radiation and/or hormonal therapy or
chemotherapy treatment before 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. Each tissue sample was stored at
�80°C and was paraffin-embedded until analysis.

Control Samples. We collected nonaffected endometrial epithelium
(atrophic endometrium) from the same patients. We also collected endometrial
curettage samples from healthy premenopausal women (normal proliferative
endometrium). Briefly, healthy endometrial curettages of late proliferative
endometrium were cultured in DMEM-10% fetal bovine serum (Life Tech-
nologies, Inc., Paisley, United Kingdom) at 37°C in an atmosphere of 5% CO2.
Primary cultures allowed epithelial cells to proliferate and reduce the stromal
fraction to the minimum. Cell cultures were then tested by fluorescent immu-
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nocytochemistry assays for CK19 epithelial antigen (Abcam, Cambridge,
United Kingdom), at 1:100 dilutions, as a control for epithelial cells.

RNA Extraction and Integrity Analysis

Total RNA was extracted with the RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden,
Germany), following the instructions provided by the manufacturer. For the
cDNA array hybridization, mRNA from the total RNA was purified with the
Oligotex Kit (Qiagen). The RNA Nano Lab Chip kit (Agilent, Palo Alto, CA)
was used to determine the purity of the isolated total RNA. To determine the
integrity of the mRNA, Northern blot analysis was performed, according to
standard procedures (19), with a 4-kb KIAA0675 probe.

cDNA Array Hybridization

Hybridizing Samples. RNAs for hybridization were prepared under the
following conditions: (a) atrophic endometrium: a pool of 16 mRNA samples
from atrophic endometrium, taken from postmenopausal women and collected
at the time of surgery, was generated to obtain gene expression levels in an
atrophic context; (b) proliferative endometrium: a normal endometrial pool
was generated from four primary cultures taken from proliferate, healthy
endometrium, to assess expression levels in a proliferative context; and (c) four
dilutions of mRNA, obtained from EECs, as previously described (see details
of samples in Tables 1 and 2) were selected.

Probe Synthesis and Hybridization on cDNA Arrays. The 10 � 21 cm
nylon membrane cDNA array chip LifeGrid (Incyte Genomics, Inc., Palo Alto,
CA) contains 8,345 clones that have been printed in duplicate to assess
reproducibility. Messenger RNA (0.5 �g) from the sample collection and 0.5
�g of mRNA from the Universal Human Reference RNA (LifeGrid 1.0.Kit,
Incyte Genomics, Inc.), used as a hybridization control, were used to amplify
double-strand cDNA. Synthesis was accomplished by oligo(dT) primer, with
M-MLVRT retrotranscriptase (200 units/mL; Incyte Genomics, Inc.) at 42°C
for 2 hours. The cDNA from endometrial samples were radioactively labeled,
including P33 dCTP (2,000–4,000 Ci/mmol) in the reaction mix (New Eng-
land Nuclear, Boston, MA). Two microliters of each sample were analyzed in
a liquid scintillation counter 1410 (Wallac, Turku, Finland) to assess the
radioactive incorporation within the probe (up to 25%). Probes were then
denatured for 3 minutes at 95°C. Hybridization was performed in 4� SSC, 1�
bovine serum albumin, 2 �g/mL DNAs, and 0.1% SDS at 42°C for 16 hours.
Slides were washed twice for 30 minutes at 68°C with 2� SSC, 1% SDS and
2� SSC, 0.6% SDS (Sigma, Steinheim, Germany) and were dried and then
scanned in a PhosphorImager (Personal Molecular Imager FX, Bio-Rad, Her-
cules, CA) to obtain high resolution images, which were then quantified with
the Molecular Dynamics Storm & Array Vision Software (Incyte Genomics,
Inc.).

Data Analysis. Radioactive intensity measurements from each array ele-
ment were compared with the median of local background, and the elements
with values less than this median were excluded. Furthermore, for statistical
analysis, we excluded elements with a correlation rate outside of 0.4 to 2.5.
After these filters were applied, a total of 1,064 spots were evaluated. The
expression ratios for the duplicated spots on the array were averaged. Further-
more, the ratios between atrophic endometrium and the other samples were
calculated. We selected genes with expression levels that differed by a factor
of at least 0.75- to 1.25-fold with respect to the reference sample (the atrophic
pool). The significance for expression differences was computed by the F test
of the two-tail test (P � 0.05), and after this analysis, we obtained a total of
53 genes. This group of selected genes showed a significant variation in
expression levels across the patient samples and ensured that the genes con-
sidered showed relevant differences with respect to the pool. Therefore, the
genes considered can be regarded as effectively repressed or overexpressed.

Hierarchical Clustering. The set of differentially expressed genes was
clustered by the similarity of their expression profiles. The Gene-cluster
program was used for hierarchical clustering analysis (http://microarray.nhgri.
nih.gov/genecluster).7 Using the Pearson’s correlation rate, we hierarchically
arranged genes in function of their expression levels. The cluster was color
coded, with red for up-regulation from atrophic endometrium and green for
down-regulation.

Quantitative Real-time PCR

Quantitative real-time PCR (TaqMan, Applied Biosystems, Foster City,
CA) technology was used, to validate the differential expression of selected
genes. Analysis was performed with the ABI PRISM 7700 Sequence Detection
System Instrument and software (Applied Biosystems), with the manufactur-
er’s conditions [52°, 2 minutes; 95°, 10 minutes (95°, 15 seconds; 60°, 1
minute, for 50 cycles)]. The sequence of oligonucleotides and the TaqMan
probe used for the analysis of RUXN1/AML1 were obtained with the Assays-
on-Demand Applied Biosystems database (ref. Hs00231079 m1). The endog-
enous control, eukaryotic 18S rRNA (ref. C6 4308329; Applied Biosystems),
was used to normalize variations in cDNA quantities from different samples.
Each reaction was performed in triplicate with cDNA dilution from the
atrophic pool (16 samples), cDNA dilution from the proliferative, healthy pool
as calibration samples, and also, 30 cDNA dilutions of EEC. SDs, in triplicate,
up to 0.380 were not accepted. All of the reactions were repeated at least twice.
The quantity of target and endogenous reference was determined from a
standard curve for each experimental sample. The standard curve was con-
structed, in each of the experimental repetitions, by 5-fold serial dilutions of
cDNA 1, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500, and 1:1,000. Standard curves not adjusted
to 3.32 (� 0.1) were not accepted. The comparative standard curve and
threshold cycle (Ct) method was used to calculate the amplification factor.

Western Blot

Nonaffected endometrial epithelium (atrophic endometrium) and tumor
samples (EEC) from the same patients coded 13, 14, 15 in Table 2, were lysed
and the supernatant boiled in Laemmli buffer. Samples were resolved on 12%
SDS-PAGE gels, transferred onto a Inmobilon-P membrane (Millipore, Bed-
ford, MA), and incubated overnight at 4°C with primary antibodies (1:1000
pAb �-RUNX1/AML1, ab11903, Abcam Ltd., Cambridge, United Kingdom;
1:400 mAb �-actin, Lab Vision-Neomarkers, Fremont, CA). Proteins were
revealed with horseradish peroxidase-conjugated antibodies (DAKO, Glostrup,
Denmark) and the SuperSignal West Dura substrate (Pierce Biotechnology
Inc., Rockford, IL).

Tissue Microarray

Tissue microarray immunohistochemistry was used to confirm the differ-
ential protein expression of RUNX1/AML1. We constructed three different
tissue microarrays, namely atrophic, simple and complex hyperplasia, and
EEC. Paraffin-embedded tissue samples were obtained from the Departments
of Pathology from two institutions, Hospital Vall d’Hebron and Hospital del
Mar. Representative areas from 74 endometrioid cancers (including 3 samples
of stage IA, 29 of stage IB, 20 of stage IC, 7 of stage IIA, 6 of stage IIB, 6 of
stage IIIA, and 1 of stage IIIB), 30 complex hyperplasias, 30 simple hyper-
plasias, and 15 atrophic endometria were carefully selected. Samples were
hematoxylin-and-eosin-stained in sections and were marked on individual
paraffin blocks. Two tissue cores of 1 mm in diameter were obtained from each
paraffin block. The tissue cores were precisely arrayed in a new paraffin block,
with a tissue microarray workstation MTA-1 (Beecher Instruments, Silver
Spring, MD). Sections of 5 �m were obtained from all tissue microarray
paraffin blocks.

RUNX1/AML1 was detected by indirect immunoperoxidase assay in the
5-�m paraffin-embedded sections, treated with heat in citrate buffer for anti-
gen retrieval. Endogenous peroxidase activity was quenched with 3% H2O2;
sections were incubated with the primary antibody against the NH2-terminal
RUNX1/AML1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) for 1 hour at a
1:50 dilution and were washed and were thereafter incubated with peroxidase-
conjugated rabbit antigoat immunoglobulin (EnVision, DAKO). Subsequently,
sections were washed, and reactions were developed with diaminobenzidine,
followed by counterstaining with hematoxylin. Quantitative and qualitative
evaluation for RUNX1/AML1-positive immunostaining was performed by
three independent investigators (J.P., M.D., and F.A.) by counting the number
of positive cells and the number of total cells per a 1-mm core diameter
(�400). Whenever a difference between the three assessments occurred, the
slides were reviewed jointly, and a consensus was reached. The quantity of
positive immunostaining was evaluated as follows: 0 � negative, 1 � low,
2 � medium, and 3 � high.7 Internet address: http://microarray.nhgri.nih.gov/genecluster.
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Statistical Analysis

Statistical comparisons were performed with the Statistical Package for
Social Science 11.5 (SPSS, Inc., Chicago, IL).

cDNA Array Hybridization Statistical Data Analysis. The significance
of the different expression values was computed by the F test of the two-tail
test (P � 0.05).

Quantitative Real-time PCR Statistical Data Analysis. The expression
level values in the pathological samples were distant from a normal distribu-
tion; therefore, different comparisons were analyzed with the nonparametric
statistics U from Mann–Whitney. The significant value level was adjusted for
multiple comparisons analysis with Bonferroni’s Method to reach the type I
error, �0.05.

Tissue Microarray Statistical Data Analysis. Comparisons between dif-
ferent groups of samples were analyzed with the nonparametric statistics U
from Mann-Whitney. The significant value level was adjusted for multiple
comparisons analysis with Bonferroni’s Method to reach the type I error,
�0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

During fertile life, the endometrium is a permanently changing
tissue, because of hormone level variations that occur in female
physiology. It is known that the levels of ovarian steroids, as well as
the levels of their receptors, can influence gene expression in the
endometrium. Nevertheless, endometrial carcinoma presents mainly
after menopause has occurred. It is the result of the transformation of
normal epithelial cells following an evolutionary pathway, which
includes, first, simple hyperplasia and, then, complex hyperplasia,
before the cells finally reach the definitive characteristics of cancer.
Previous analyses with microarray technology have focused on char-
acterizing gene expression into different EEC histiotypes (20), but
they have never studied expression profiles in simple and complex
hyperplasias and in atrophic endometrium. As mentioned earlier, the
molecular events that occur during the development of endometrial
carcinoma, including microsatellite instability, DNA-altered methyl-
ation, as well as PTEN, K-Ras, and �-catenin status, are numerous,
but none of them fully explains the cell transformation that takes place
(6). To identify new molecular markers that may be responsible for
the cell transformation of normal endometrial tissue into simple and
complex hyperplasias and carcinoma, we have used microarray tech-
nology to study gene expression profiles in the above-mentioned
specimens.

Analysis of the Differential Gene Expression Profiles for Tu-
moral and Normal Endometrium by cDNA Array. We used cDNA
arrays containing 8,345 probes, most of which corresponded to known
genes. Comparison of gene expression levels was made by hybridiz-
ing cDNA from four EECs and two pools of normal atrophic endo-
metrium and normal proliferative endometrium (see Materials and
Methods and Table 1). These two pools were designed to obtain a
mean for gene expression levels, in both nontumoral postmenopausal
and nontumoral premenopausal conditions, respectively. To avoid
differential gene expression due to hormonal status, samples of nor-
mal, late-proliferative endometrium were selected from the same day
of the menstrual cycle. To eliminate false positives, genes having

expression levels as high as 1.25 or as low as 0.75, when normal
proliferative endometrium was compared with atrophic endometrium,
were discarded, because they were considered to be involved in the
normal menstrual proliferative process. Differential gene expression
values, ranging up to 1.25 or down to 0.75, were selected from the
ratio between each analyzed EEC with respect to atrophic endome-
trium, and these were assumed as basal levels. After array processing
and scanning, 53 cDNA sequences were found to be significantly
altered (P � 0.05), corresponding to 0.635% of the total array (Fig. 1).

The hierarchical sample cluster reflected differences between his-
tiotypes, showing three major branches. One represented normal
proliferative endometrium (B/A; Fig. 1, orange in the upper hierar-
chical tree). Stage I EEC (C/A, D/A, E/A; Fig. 1, blue in the upper
hierarchical tree) comprised a second branch, and a third one corre-
sponded to stage II EEC (F/A; Fig. 1, black in the upper hierarchical
tree). This analysis indicates that the gene expression patterns be-
tween EEC samples were somewhat variable, as expected, although
differences were statistically significant enough to allow them to
cluster into their respective histiotypes. This suggests that the different
gene expression profile of each histiotype may reflect the evolution of
the tumoral staging and the process of tumorigenesis in endometrial
cancer.

On the other hand, the hierarchical gene cluster also showed two
main branches, reflecting both the down- (green branch in the left
hierarchical tree in Fig. 1) and the up-regulated (red branch in the left
hierarchical tree in Fig. 1) genes in the EECs compared with atrophic
endometrium. A third branch was also observable, including the genes
having variable expression levels among the EEC samples. Further-
more, the two main groups of clustered genes showed two subgroups,
depending on the expression levels among the high- and low-stage
histiotypes. These subgroups included the down- or up-regulated
genes in all of the analyzed histiotypes (genes 1–7 and 51–53 in Fig.
1), and also the down- or up-regulated genes in stage I EECs with
respect to stage II EECs, in addition to atrophic endometrium (genes
8–29 and 37–50 in Fig. 1). The gene cluster analysis allowed us to
identify a subset of 53 genes, significantly altered in EEC. Among
these, 47 cDNA sequences were identified as known genes, and were
classified into seven functional categories: 9% were involved in cell
cycle regulation and cellular proliferation (i.e., DNAJA2, RPS4X),
17% were involved in transcriptional regulation (i.e., SNAPC1,
TCEB3). 21% were involved in signaling (i.e., ADD3, NPTX1), 6%
were involved in traffic (i.e., NCALD), 8% in the immune response
(i.e., SIAT1), 9% corresponded to membrane proteins (i.e., MS4A6),
and finally, 19% of the genes were involved in the cellular metabolism
(i.e., BTN2A1).

Among the most up-regulated of the genes, RUNX1/AML1 was of
special interest, because it is an oncogene, largely described to be
related to acute myeloid leukemia. The RUNX1/AML1 gene (runt-
related transcription factor 1/acute myeloid leukemia 1), a chromo-
some 21q22.3 hematopoietic regulator, is frequently translocated in
leukemia (21). Its main translocations include AML1-ETO in t[8;21],
CBF�-SMMHC in inv[16], AML1-Evi-1 in t[3;21], and TEL-AML1
in t[12;21] (22). RUNX1/AML1 plays an important role in regulating
the expression of many genes involved in hematopoietic cell devel-
opment, and the impairment of RUNX1/AML1 function deregulates
the pathways leading to cellular proliferation and differentiation (23).
A stimulatory role of RUNX1/AML1 in G1-S phase transition has
already been demonstrated by Bernardin and Friedman (24). In their
study, the stimulation of G1 also induced apoptosis in 5 to 10% of the
cells examined, an effect consistent with excessive G1 stimulation
(24). These authors also indicated that RUNX1/AML1 activates the
transcription of one or more genes, critical to the G1-S phase transition
via its COOH-terminal transactivational domain. Inactivation of

Table 1 cDNA array analysis

Code Sample Type Characteristics mRNA hybridization

A Normal AE Postmenopausal Pool of 16 samples
B Normal NPE Premenopausal Pool of 4 samples
C Tumoral EEC Stage IA, G2 Single sample
D Tumoral EEC Stage IA, G1 Single sample
E Tumoral EEC Stage IA, G2 Single sample
F Tumoral EEC Stage IIB,G3 Single sample

Abbreviations: AE, atrophic endometrium; NPE, normal proliferative endometrium.
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RUNX1/AML1 in acute leukemia is expected to slow proliferation,
unless additional genetic alterations coexist, which accelerate G1 (24).
Point mutations of the RUNX1/AML1 gene present in the region,
encoding the Runt domain, cause the loss of DNA-binding ability
(25). Moreover, overexpression of the RUNX1/AML1 proto-onco-
protein in NIH3T3 cells has been shown to induce neoplastic trans-
formation, depending on the DNA-binding and transactivational po-

tencies (26). From the RUNX1/AML1 gene, two representative forms
of proteins, a and b, are generated by alternative splicing. Both forms
have the runt homology domain, possessing the DNA-binding ability,
but only the b form causes neoplastic transformation (26). It is not
known whether this occurs in endometrial carcinogenesis. Additional
experiments are required to assess such a hypothesis. Finally, Ra-
maswamy et al. (27), characterized RUNX1/AML1 as one of the 17
genes associated with a molecular signature for metastasis in adeno-
carcinomas of different origins, including cancer of the uterus, the
breast, and the ovaries. Even though endometrial cancer is easily
detectable and late stages are becoming more and more rare, it is still
unknown whether RUNX1/AML1 expression participates in endome-
trial metastatic dissemination.

Real-time Quantitative PCR Characterization of RUNX1/
AML1. To validate the cDNA microarray data, we examined the
expression levels of the RUNX1/AML1 gene in a panel of 30 EECs,
with TaqMan real-time quantitative PCR. Moreover, this panel was
composed of tumors, ranging from low infiltrating stage IA to highly
invasive stage IIIA (see Materials and Methods and Table 2). This
allowed us not only to validate the up-regulation of RUNX1/AML1 in
EEC, but also to characterize the distribution of gene expression
levels, depending on tumor stage. RUNX1/AML1 expression was
normalized against atrophic endometrium and normal proliferative
endometrium calibration samples (see Materials and Methods).

As shown in Fig. 2, RUNX1/AML1 was clearly up-regulated in the
EECs analyzed, both when normalized against atrophic endometrium
(Fig. 2A) and when normalized against normal proliferative endome-
trium (Fig. 2B). Furthermore, when one assumes that the mean and the
SD values obtained from the calibration samples define these popu-
lations better and that they should have fit into a normal distribution,
with those values distant from the mean � 1.96 SD considered
atypical, RUNX1/AML1 was also found to be significantly up-regu-
lated (Fig. 2C).

Interestingly, among all of the up-regulated samples, the higher

Table 2 Quantitative real-time PCR analysis

Code Sample Type Characteristics cDNA amplification

A Normal AE Postmenopausal Pool of 16 samples
B Normal NPE Premenopausal Pool of 4 samples
1 Tumoral EEC Stage IA Single sample
2 Tumoral EEC Stage IA Single sample
3 Tumoral EEC Stage IA Single sample
4 Tumoral EEC Stage IA Single sample
5 Tumoral EEC Stage IB Single sample
6 Tumoral EEC Stage IB Single sample
7 Tumoral EEC Stage IB Single sample
8 Tumoral EEC Stage IB Single sample
9 Tumoral EEC Stage IB Single sample

10 Tumoral EEC Stage IC Single sample
11 Tumoral EEC Stage IC Single sample
12 Tumoral EEC Stage IC Single sample
13 Tumoral EEC Stage IC Single sample
14 Tumoral EEC Stage IC Single sample
15 Tumoral EEC Stage IC Single sample
16 Tumoral EEC Stage IC Single sample
17 Tumoral EEC Stage IIA Single sample
18 Tumoral EEC Stage IIA Single sample
19 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
20 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
21 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
22 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
23 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
24 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
25 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
26 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
27 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
28 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
29 Tumoral EEC Stage IIB Single sample
30 Tumoral EEC Stage IIIA Single sample

Abbreviations: AE, atrophic endothelium; NPE, normal proliferative endometrium.

Fig. 1. Gene cluster analysis. Gene expression values for the indicated genes are
represented against the ratio between EEC or normal proliferative endometrium versus the
calibration pool (atrophic endometrium). Rows, 53 sequences, corresponding to 4 de-
scribed genes; columns, the different samples analyzed and coded: code A, atrophic
endometrium; code B, normal proliferative endometrium; code C, endometrioid endome-
trial carcinoma (EEC) stages IA/G2; D, EEC stages IA/G1; code E, EEC stages IA/G2;
code F, EEC stages IIB/G3 (ratios: B/A, C/A, D/A, E/A, F/A). Red, a high relative level of
expression; green, a low relative level of expression in the analyzed samples compared
with atrophic endometrium. Dark levels, ratios close to 1; this is especially significant
between B and A, to discriminate genes involved in the normal menstrual proliferative
process. Across the top of the gene expression diagram, a hierarchical sample cluster
diagram; clustering on the left side, a hierarchical gene cluster.
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expression levels corresponded to the IC stage, which incorporates
tumors with �50% of myometrial infiltration. Values from this tumor
stage were found to be significantly elevated, when compared with
noninfiltrating IA or to �50% infiltrating IB stages (P � 0.002).
Moreover, RUNX1/AML1 up-regulation was also detected to a lesser
degree in samples with stages II and III (P � 0.001), corresponding to
tumors affecting the cervix, but not necessarily being infiltrating
myometrium. Finally, the fact that the real-time quantitative PCR
expression profile was similar, both when normalized against atrophic
endometrium and when normalized against normal proliferative en-
dometrium, reflects that the up-regulation found in RUNX1/AML1
was not dependent on the proliferative status of the endometrium. This
validates the conditions imposed in the cDNA microarray analysis to

specifically select for genes up-regulated in EEC and confirms the
up-regulation of this gene.

RNA levels, demonstrating the up-regulation of RUNX1/AML1 in
EEC, correlated with protein levels as shown by Western blotting
performed with representative samples from the panel of EECs used
for the real-time quantitative PCR characterization (Fig. 2D). Tumor
area from the selected samples corresponding to stage IC EEC (sam-
ples coded 13, 14, 15; see Table 2) was compared with its respective
atrophic endometrial area obtained from the same patient (see Mate-
rials and Methods). Increased RUNX1/AML1 protein levels were
reproducibly found in the different tumor samples analyzed when
compared with their corresponding normal atrophic endometrium
epithelia (Fig. 2D).

Fig. 2. Real-time quantitative PCR analysis of RUNX1/
AML1 in EEC. A, RUNX1/AML1 expression levels in a panel
of 30 ECCs analyzed and normalized against atrophic endo-
metrium. B, RUNX1/AML1 levels in the same samples used
in A, but normalized against normal proliferative endome-
trium (NPE). C, RUNX1/AML1 levels analyzed in the same
samples used in A, represented as a mean of the samples,
corresponding to the same histiotype: a threshold for altered
RUNX1/AML1 expression was established from calibration
samples (� 1.96 SD). D, Western blot analysis of RUNX1/
AML1 protein levels in normal atrophic epithelia (AE) and its
corresponding tumoral area (EEC) from three representative
IC stage EEC samples analyzed in A. Actin protein levels are
shown as loading control.
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Analysis of RUNX1/AML1 Protein Expression Level by Tissue
Array Technology. To further characterize RUNX1/AML1 expres-
sion at the protein level, we prepared tissue microarrays, including
atrophic endometrium, simple and complex hyperplasias, as well as
endometrioid endometrial carcinoma (EEC) specimens. The tissue
arrays allowed us to characterize RUNX1/AML1 protein levels in a
wide variety of samples, representative of the most relevant tissue
contexts found in postmenopausal patients with endometrial patholo-
gies.

In normal atrophic endometrium, the nuclei of epithelial endome-
trial cells were found negative for RUNX1/AML1 labeling. Staining
of the cytoplasm in the epithelium of atrophic-cystic glands was also
negative but was focally and faintly positive in some multilayered
glands, mainly in the perinuclear and apical areas. Surface epithelium
showed a similar pattern (see further ahead on Fig. 4). Concerning
EEC, an example of 35 samples, spotted in a tissue array and labeled
for hematoxylin and eosin, is illustrated in Fig. 3. A 4� and 10�
magnification of one of these spots, immunostained for RUNX1/
AML1 and corresponding to a representative EEC, showed RUNX1/
AML1 labeling in the epithelial glands and completely negative
staining in the stromal compartment. The negative staining of
RUNX1/AML1 in the stromal compartment increases the significance
of the RUNX1/AML1 results obtained, because they are specific to
the epithelial cells and obviate a possible stromal contribution within
the different samples analyzed in the original cDNA micro-array
screenings. A 60� magnification showed a major cytoplasmic stain-
ing of RUNX1/AML1, with additional punctuate, nuclear staining in
some cells (Fig. 3). The striking cytoplasmic labeling found for this
transcription factor might suggest the existence of a pool of the
protein that eventually translocates to the nucleus, in which it is
expected to exert its function. The specificity of this staining was
verified by green fluorescence protein-RUNX1/AML1 transfection on
an EEC cell line and immunocolocalization by confocal microscopy
(data not shown). On the other hand, the nuclear labeling could

reinforce the possible role of the up-regulated RUNX1/AML1 as a
transcription factor in endometrial carcinoma. RUNX1/AML1 be-
longs to the transcription factor protein family characterized by the
Runt domain, and is responsible for both DNA binding and het-
erodimerization with its partner protein, PEBP2�/CBF� (28, 29). The
function of RUNX1 as a transcription factor differs, depending on its
interaction with different types of cofactors. On one hand, RUNX1/
AML1 functions as a transcriptional activator of hematopoiesis-
related genes, by interacting with the histone acetyltransferase coac-
tivator, p300/CBP (30). On the other hand, RUNX1/AML1 can also
behave as a transcriptional repressor, through its interaction with a
corepressor (31). Harrington et al. (32) conducted a study in which
RUNX1/AML1 was localized within the nucleus and was found to
punctuate foci that are involved in transcriptional control and which
associate with the subnuclear scaffold, designated as the nuclear
matrix. The dynamic shuttling of RUNX1/AML1 within living cells to
these stabilized foci has been proposed as a component of the mech-
anism for gene regulation in vivo (32). Our results suggest that the
shuttling of RUNX1/AML1 between nuclear and cytoplasmic local-
izations could represent an additional level of regulation in EEC.

In the tissue array, when we compared atrophic endometrium with
simple hyperplasia, complex hyperplasia, and EEC cores, we ob-
served a significant gradation in the intensity of RUNX1/AML1
staining. Atrophic endometrium was mainly associated with negative
staining, whereas in simple hyperplasia, we could find cores with a
RUNX1/AML1 staining, ranging from intensity level 0 to 2 (Fig. 4).
No negative staining was found, either in complex hyperplasia or in
EEC, and only positive values, ranging in intensity level from 1 to 3
(Fig. 4), were observed. Moreover, when we quantitatively analyzed
the intensity of the labeling, we could find significant differences
between EEC samples and complex hyperplasia, simple hyperplasia,
and atrophic endometrium samples (P � 0.001). In EEC, 30% of the
samples corresponded to high-level intensity (intensity level 3),
whereas only 5% was found to correspond thus in complex hyperpla-

Fig. 3. Endometrial tissue-array for RUNX1/AML1 protein
expression. A hematoxylin/eosin image of an EEC tissue-array
section, showing 35 cores. �4 and �10 magnifications of a
representative example of the RUNX1/AML1 immunohisto-
chemistry of one of the cores from the tissue array. There is
positive staining in the tumoral epithelium gland, whereas
there is negative staining in the stroma. A �60 magnification
of the indicated area shows the intracellular labeling of
RUNX1/AML1, with strong cytoplasmic (white arrows) and
punctuate, nuclear staining (yellow arrows).
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sia samples, and 0% in simple hyperplasia and atrophic endometrium
samples (Fig. 5). A medium intensity level (intensity level 2) was also
found, mainly in the EEC samples (26%), and was found at a lower
percentage in complex hyperplasia and simple hyperplasia samples
(Fig. 5). A low intensity level (intensity level 1) was mainly associ-
ated with hyperplasias, with 85% found in complex hyperplasia sam-
ples and 90% in simple hyperplasia samples (Fig. 5). Finally, negative
intensity levels (intensity level 0) were practically restricted to
atrophic endometrium samples (93%; Fig. 5). Similar results were
obtained with antibodies raised against both the NH2-terminal and the
COOH-terminal part of the protein (data not shown).

These results not only confirm the overexpression of RUNX1/
AML1 in endometrial carcinoma but also describe another level of
gradation, already found among tumor stages (see Fig. 2). This gra-
dation corresponds to an increase in RUNX1/AML1 up-regulation as
the process of tumorigenesis progresses from normal atrophic endo-
metrium to simple and complex hyperplasias and, then, on to carci-
noma. As a DNA-binding transcription factor, RUNX1/AML1 could
be regulating the expression of genes involved in EEC. RUNX family
members have been implicated in transcriptional activation by acting
as organizing factors at the promoters and enhancers of target genes
where they associate with cofactors and other DNA-binding transcrip-
tion factors that are required for gene regulation (33). Alternatively,
RUNX proteins are potent repressors of transcription in a cell type-
specific manner, resulting in either temporal transcriptional repression
or irreversible epigenetic silencing (34). In this context, RUNX1 has
been described to form stable complexes with corepressors as histone
deacetylases and histone methyltransferases (35). Moreover, the ki-
netics of RUNX1/AML1 expression described in the real-time quan-
titative PCR sample panel, showing a peak at early myometrial
invasion stages, led us to speculate that up-regulation of RUNX1/

AML1 in EEC might be associated with promoter methylation as a
mechanism of transcriptional silencing of genes involved in the first
steps of tumor invasion of adjacent tissue. Finally, RUNX1/AML1
gene translocations are not excluded from being involved in EEC.

In conclusion, the data presented in this work clearly demonstrate
the overexpression of RUNX1/AML1 and suggest that this gene,
classically associated with acute myeloid leukemia, might play a
particular function in the initial steps of myometrial infiltration in
EEC. Transcriptional regulation of the human osteopontin promoter
has been described by C/EBP� and AML1 in metastatic melanoma
cancer cells (36). Moreover, the involvement of CBF/AML factors in
CD11a/CD18 leukocyte integrin expression was proposed to have
been deregulated in acute myeloid and B-lineage, acute lymphoblastic
leukemias, thus contributing to their altered adhesion and metastatic
potential (37). Concerning the down-regulation of RUNX1/AML1
present in the molecular signature of metastasis in primary solid
tumors (27), we observed that the overexpression of this gene in EEC
was specifically associated with the initial steps of myometrial infil-
tration. The decline in RUNX1/AML1 expression levels, found in
samples corresponding to metastatic stages (Fig. 2), could hold infor-
mation, regarding the principal role of RUNX1/AML1 in the promo-
tion of metastasis. We are currently analyzing the possible role of
RUNX1/AML1 in the initiation of tumoral cell invasion and in the
promotion of metastasis in endometrial carcinoma.

The strategy presented here, in addition to its contribution to the
understanding of the molecular events associated with endometrial
tumorigenesis, provides more information on new target genes that
could be useful in the diagnosis of this cancer. The fact that this gene
could be specifically associated with the initial steps of myometrial
infiltration, suggests that it may play a possible role as a new marker
for prognosis and also as a new therapeutic target to improve EEC

Fig. 4. Representative examples of RUNX1/AML1 immu-
nohistochemistry intensity gradation (intensity levels 0 to 3),
among different types of samples. The intensity of staining
correlates to tumorigenesis. AE, atrophic endometrium; SH,
simple hyperplasia; CH, complex hyperplasia; EEC, endo-
metrioid endometrial carcinoma. Gray circles, intensity
grades not found in the corresponding types of samples.
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outcome. Nevertheless, additional experiments must be conducted, to
unravel the mechanism of action for RUNX1/AML1 in endometrioid
endometrial carcinoma.
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4Servei d’Anatomia Patològica, Hospital del Mar, Barcelona, Spain
5Facultat de Medicina, Universitat Autònoma de Barcelona, Barcelona, Spain
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Abstract
To elucidate alterations in gene expression in endometrioid endometrial carcinoma (EEC),
differential gene expression profiling was previously described in both tumour and non-
tumour contexts, and the up-regulation of the RUNX1/AML1 proto-oncogene in EEC was
characterized. Among the set of genes found to be up-regulated significantly in EEC, the
most relevant, ERM/ETV5, corresponds to the PEA3 subfamily and is a member of the Ets
family of transcription factors that contain the Ets DNA-binding domain and are involved in
matrix remodelling. In the present work, an attempt was made to characterize the expression
of ERM/ETV5 in EEC throughout the process of tumourigenesis. Gene expression levels of
ERM/ETV5 were quantified by real-time quantitative PCR (RT-Q-PCR) using a large panel
of samples ranging from non-invasive IA to metastatic IIIA stages, and protein expression
was characterized by tissue array immunohistochemistry (TMA). RT-Q-PCR validated
ERM/ETV5 up-regulation in EEC and demonstrated a specific and significant increase
restricted to those tumour stages associated with myometrial invasion. TMA showed that
ERM/ETV5 up-regulation correlated mainly with the transition from atrophic endometrium
to hyperplasia and carcinoma during tumour progression. Furthermore, ERM/ETV5 gene
and protein expression levels were associated with low tumour grade. Finally, ERM/ETV5
up-regulation correlated with that of RUNX1/AML1. All of these results lead to the proposal
of a co-operative role between ERM/ETV5 and RUNX1/AML1 during the early events
of endometrial tumourigenesis, which may be associated with a switch to myometrial
infiltration.
Copyright  2005 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John
Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: endometrial endometrioid carcinoma; differential gene expression; endometrial
tissue microarray; ERM/ETV5

Introduction

During the reproductive period, the endometrium is
a permanently changing tissue, due to variation in
hormone levels. It is known that the levels of ovar-
ian steroids, as well as the levels of their receptors,
can influence gene expression in the endometrium.
Nevertheless, endometrial carcinoma presents mainly
after the menopause. It is the result of the transfor-
mation of normal epithelial cells, which follow an
evolutionary pathway that includes simple hyperpla-
sia, complex hyperplasia, and carcinoma. Endome-
trial carcinoma is the most common malignant disease
of the female reproductive tract in developed coun-
tries, affecting about 3% of all women [1]. Two types
of endometrial cancer have been described: type I,

endometrioid endometrial carcinoma (EEC) and type
II, non-endometrioid endometrial carcinoma (NEEC).
EEC tumours are low-grade and oestrogen-related, and
they usually develop in peri- and post-menopausal
women. They co-exist with or are preceded by com-
plex endometrial hyperplasia. In contrast, NEECs
are high-grade tumours, unrelated to oestrogen expo-
sure, which usually develop in older, post-menopausal
women and which are not preceded by complex
endometrial hyperplasia [2]. NEECs usually develop
metastasis and often recur, despite aggressive treat-
ment. Among histological types, the most common
endometrial carcinoma corresponds to endometrioid
carcinoma (EEC), with an incidence of 80% [3].

Molecular studies have characterized in part the
genetic events that may be involved in the development

Copyright  2005 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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and progression of both types of endometrial car-
cinoma. Microsatellite instability and mutations in
PTEN, k-ras, β-catenin, and DNA-mismatch repair
genes have been associated with type I, while ane-
uploidy, p53 mutations, and her2/neu amplification
have been identified in type II endometrial carcinoma
[4,5]. Nevertheless, the precise molecular events that
occur during the development of endometrial carci-
noma are still relatively poorly understood. Previ-
ous analyses, using microarray technology, have con-
cluded that neoplastic transformation is accompanied
by the predominant loss of activity of many genes
that are constitutively expressed in normal tissues, and
an absence of expression profiles, which characterize
the anti-tumourigenic progestin response [6]. Other
microarray analyses have focused on characterizing
gene expression in relation to different histological
types of endometrial carcinoma [7–9].

Recently, our laboratory attempted to study gene
expression profiles in simple and complex endome-
trial hyperplasias, as well as in EECs and atrophic
endometria. We were able to identify a set of 53 differ-
entially expressed sequences in EEC, when comparing
simple hyperplasia, complex hyperplasia, and atrophic
endometria, and we described a set of significantly
up-regulated genes in EEC, the most relevant cor-
responding to ERM/ETV5 [10]. ERM/ETV5 belongs
to the PEA3 subfamily, included in the Ets family
of transcription factors. This family is characterized
by approximately 85 amino acids in an evolutionar-
ily conserved DNA-binding domain that regulates the
expression of a variety of genes by binding to a cen-
tral A/GGAA/T core motif [11–13]. In the present
study, using a large panel of EEC samples, real-time
quantitative PCR (RT-Q-PCR), and tissue microarray
immunohistochemistry (TMA), we characterized the
expression of the ERM/ETV5 gene, the most signif-
icantly altered gene found in the differential cDNA
microarray analysis [10].

Materials and methods

Patients and sample collection
Tumour samples

We included a group of patients who underwent
surgery for endometrial carcinoma in the Departments
of Gynaecological Oncology at both the Hospital Vall
d’Hebron and the Hospital del Mar in Barcelona.
Patients ranged from 50 to 80 years of age. None of
the patients had received radiation and/or hormonal or
chemotherapy treatment prior to surgery. The protocol
was approved by the Institutional Review Boards and
informed consent was obtained from all of the patients
involved in the study. Parts of each tissue sample were
stored at −80 ◦C and embedded in paraffin wax.

Control samples

We collected non-affected endometrial epithelia (AE:
atrophic endometria) from the same patients. We also

collected endometrial curettage samples from healthy
pre-menopausal women (NPE: normal proliferative
endometria).

Real time quantitative PCR (RT-Q-PCR)

RT-Q-PCR (TaqMan, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) technology was used in order to vali-
date the differential expression of selected genes from
the cDNA array gene expression analysis [10]. Total
RNA, from the above samples, was extracted directly
using the RNeasy Mini-Kit (QIAGEN, Hilden, Ger-
many). The RNA NanoLabChip Kit (Agilent, Palo
Alto, CA, USA) was used to determine the purity
of isolated total RNA. The SuperScripII (Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) reverse transcription pro-
tocol was performed in order to obtain cDNA from
all samples. The manufacturer’s RT-Q-PCR conditions
[52 ◦C for 2 min; 95 ◦C for 10 min; 50× (95 ◦C for
15 s, 60 ◦C for 1 min)] and the ERM/ETV5 oligonu-
cleotides/TaqMan probe obtained from the Assays-on-
Demand database Hs00231079 m1 (Applied Biosys-
tems) were used. 18S ribosomal RNA C6 4308329
(Applied Biosystems) was used to normalize variations
in cDNA quantities among the samples. Each reac-
tion was performed in triplicate with cDNA dilutions
from 30 endometrioid carcinomas of stages IA–IIIA,
ranging from non-infiltrating IA to IC stages, the latter
being defined as having more than 50% of myometrial
infiltration, and with stage II corresponding to tumours
affecting the cervix, with (IIB) or without (IIA) cervi-
cal stromal infiltration, and stage III corresponding to
tumours affecting the uterine serosa, or vaginal wall or
regional lymph nodes. cDNA dilution from a pool of
atrophic endometria (AE; 16 samples) and cDNA dilu-
tion from a pool of proliferative healthy endometria
(NPE; four samples) were used as calibration samples.

Tissue microarray (TMA)

Three different TMAs, namely atrophic endome-
tria (AE), simple (SH) and complex (CH) hyper-
plasias, and endometrioid carcinomas (EECs) were
constructed, in order to cover the spectrum from non-
pathological tissue through pre-neoplastic lesions to
EEC. Concerning CH, and considering that only focal
atypia was observed, we could not diagnose the cases
in the TMA as atypical CH. Representative areas
of 74 EECs, 30 CHs, 30 SHs, and 15 AEs were
carefully selected. The EEC TMA, including sam-
ples covering the spectrum of endometrioid endome-
trial tumourigenesis from stages IA–IIIA, comprised
grade 1 (43 × 2), grade 2 (21 × 2), and grade 3
(10 × 2) samples (see Table 1). Two tissue cores of
1 mm in diameter were obtained from each paraffin
block. The tissue cores were arrayed precisely in a
new paraffin block using a tissue microarray work-
station MTA-1 (Beecher Instruments, Silver Spring,
MD, USA). Sections of 5 µm were obtained from
all TMA paraffin blocks. ERM/ETV5 was detected

J Pathol 2005; 207: 422–429



424 J Planagumá et al

by the indirect immunoperoxidase assay with citrate
buffer for antigen retrieval. Sections were incubated
with a primary antibody against ERM/ETV5 (San-
taCruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) for 1 h
at a dilution of 1 : 50, and thereafter incubated with
peroxidase-conjugated rabbit anti-goat immunoglob-
ulin (EnVision, DAKO, Glostrup, Denmark). Quan-
titative and qualitative ERM/ETV5 immunostaining
evaluation was performed by three independent inves-
tigators. The intensity of positive immunostaining
was evaluated as follows: 0 = negative; 1 = low; 2 =
medium; and 3 = high.

Statistical data analysis

RT-Q-PCR statistical data analysis

The expression level values in the pathological sam-
ples were not normally distributed, so different com-
parisons were analysed using the non-parametric
Mann–Whitney U statistic. The significance value
level was adjusted to p < 0.05.

Table 1. Description of the samples used for the RT-Q-PCR
analysis of ERM/ETV5

RT-Q-PCR analysis

Sample Type
Characteristics/

Stage Grade
cDNA

Amplification

Normal AE Post-menopausal — Pool of 16 samples
Normal NPE Pre-menopausal — Pool of 4 samples
Tumour EEC IA 1 Single sample
Tumour EEC IA 1 Single sample
Tumour EEC IA 1 Single sample
Tumour EEC IA 2 Single sample
Tumour EEC IB 3 Single sample
Tumour EEC IB 2 Single sample
Tumour EEC IB 2 Single sample
Tumour EEC IB 2 Single sample
Tumour EEC IB 2 Single sample
Tumour EEC IC 3 Single sample
Tumour EEC IC 2 Single sample
Tumour EEC IC 2 Single sample
Tumour EEC IC 2 Single sample
Tumour EEC IC 2 Single sample
Tumour EEC IC 2 Single sample
Tumour EEC IC 3 Single sample
Tumour EEC IIA 3 Single sample
Tumour EEC IIA 2 Single sample
Tumour EEC IIB 2 Single sample
Tumour EEC IIB 2 Single sample
Tumour EEC IIB 2 Single sample
Tumour EEC IIB 2 Single sample
Tumour EEC IIB 2 Single sample
Tumour EEC IIB 3 Single sample
Tumour EEC IIB 3 Single sample
Tumour EEC IIB 3 Single sample
Tumour EEC IIB 3 Single sample
Tumour EEC IIB 3 Single sample
Tumour EEC IIIA 2 Single sample
Tumour EEC IIIA 2 Single sample

AE = atrophic endometria; NPE = normal proliferative endometria;
EEC = endometrioid endometrial carcinoma.

TMA statistical data analysis

Correlation studies were analysed using the Wilcoxon
test for paired data and Spearman’s rho test. The
significance value level was adjusted to p < 0.05.

Results

Up-regulation of the ERM/ETV5 gene by
RT-Q-PCR

RT-Q-PCR TaqMan analysis confirmed the up-
regulated levels of ERM/ETV5 in EEC found in the
cDNA microarray study [10] (Figure 1). ERM/ETV5
expression was normalized against non-affected
endometrial epithelia (AE: atrophic endometria) from
the same patients, and against collected endome-
trial curettage samples from healthy pre-menopausal
women (NPE: normal proliferative endometria), des-
cribed elsewhere [10].

The distribution of gene expression levels depending
on tumour stage, from stage IA, with no myome-
trial invasion, to highly invasive IIIA, revealed that
ERM/ETV5 was predominantly up-regulated in those
samples corresponding to early EEC stages, both
when normalized against AE (Figure 1a, white bars)
and when normalized against NPE (Figure 1a, dark
bars). This includes stages IA–IC, with a maxi-
mum five-fold increase when normalized against AE
and an eight-fold increase against NPE in stage IC
EECs. Strikingly, ERM/ETV5 expression decreased
to basal levels in samples corresponding to the
more advanced EEC stages II and III, correspond-
ing to tumours affecting the cervix, but not nec-
essarily infiltrating myometrium (Figure 1a). Focus-
ing on early stages restricted to the uterine corpus,
statistical analysis showed that ERM/ETV5 expres-
sion was slightly up-regulated in stage IA, with no
myometrial invasion, and stage IB, which corresponds
to invasion of less than 50% of the uterine wall.
In contrast, ERM/ETV5 up-regulation was statisti-
cally significant when comparing stage IC, in which
there is invasion of more than 50% of the uterine
wall, with stages IA, IB, and controls (p < 0.032,
Figure 1b). Furthermore, the decrease in ERM/ETV5
expression level from stages IC to II and III was
found to be statistically significant (p < 0.001). More-
over, assuming that the mean and standard devi-
ation values obtained from the calibration samples
define these populations better and that they should
fit into a normal distribution with those values dis-
tant from the mean ±1.96 SD being considered atyp-
ical, ERM/ETV5 was found to be up-regulated sig-
nificantly in stage IC EECs (Figure 1b). Finally, the
analysis of ERM/ETV5 gene expression levels accord-
ing to tumour grade, defined by the percentage of
solid tumour area as G1 <5%, G2 = 5–50%, and
G3 > 50%, showed higher levels of expression in
G1 and G2 tumours, compared with G3 (p < 0.001,
Figure 1c).
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Figure 1. RT-Q-PCR analysis of ERM/ETV5 in EEC. (a) ERM/ETV5 expression levels from a panel of 30 EECs, normalized against
AE (white bars) and NPE (dark bars). (b) ERM/ETV5 expression levels according to pathological stage. (c) ERM/ETV5 expression
levels according to grade G1, G2, and G3 normalized against AE and against NPE

Up-regulation of the ERM/ETV5 protein by
immunohistochemistry

ERM/ETV5 immunohistochemistry showed specific
labelling in glandular epithelium and negative staining
in the stromal compartment (Figure 2b). Representa-
tive atrophic samples showed low or negative levels
of ERM/ETV5 staining (Figure 2a). Detailed analysis
of ERM/ETV5 protein expression in EEC showed a
spotted distribution in the cytoplasm of the epithelial
tumour cells (Figures 2c and 2d), mainly in the basal
zone of the gland adjacent to the stromal compartment
(* in Figure 2c), and less frequently in the apical zone
(# in Figure 2c). Occasionally, ERM/ETV5 immunos-
taining was found in the nucleus (yellow arrow in
Figure 2d).

TMA analysis of ERM/ETV5 protein expression
during the process of tumourigenesis

We further analysed the expression of ERM/ETV5
protein throughout the tumourigenesis process of EEC

by using tissue microarray (TMA) immunohistochem-
istry. As shown in Figure 3, a gradation in the intensity
of ERM/ETV5 staining was found when we compared
AE with SH, CH, and EEC cores. AE was found
to be associated with both negative and low-level
(1) staining, while in SH, we could find cores with
ERM/ETV5 labelling ranging from 0 to 2 (Figure 3,
upper panels). No negative staining was found in either
CH or EEC; rather, only positive values ranging from
1 to 3 were identified (Figure 3, upper panels). More-
over, when we analysed the intensity of labelling quan-
titatively, we found significant differences between
EECs, CH, and SH against AE samples (p < 0.001).
In EEC, 10% of the samples corresponded to high-
level intensity (3), while 7% was found in CH, and
0% in SH and AE (Figure 3, middle panel). Medium-
level intensity (2) was also mainly found in EECs
(25%) and in samples of CH (25%), but only to a
minor extent in samples of SH (12%) (Figure 3, mid-
dle panel). Low-level intensity (1) ranged from 65%
in EEC samples, the higher percentages correspond-
ing to hyperplasias with 68% in CH and 71% in
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Figure 2. ERM/ETV5 protein expression in EEC. ERM/ETV5 immunohistochemistry in normal atrophic endometrium (a) and
carcinoma (b) (original magnification: 10×). Details of ERM/ETV5 protein expression in the EEC samples are shown in panels c and
d. The immunostaining of ERM/ETV5 has a spotted distribution in the cytoplasm (black arrow), mainly in the basal zone (*), and
less frequently in the apical zone (#). Occasionally, ERM/ETV5 immunostaining was found in the nucleus (yellow arrow). Original
magnification: (c)20×; (d) 60×

SH, and 56% in AE (Figure 3, middle panel). Finally,
negative intensity levels (0) were practically restricted
to AE (44%) (Figure 3, middle panel). The analysis
of ERM/ETV5 expression levels according to tumour
grade showed a major increase in the expression of
ERM/ETV5 in the most differentiated grade G1, fol-
lowed by G2 and, finally, the least differentiated grade
G3. The comparison between differentiated grades
(G1 + G2) and undifferentiated grade (G3) was sta-
tistically significant (p < 0.001).

Discussion

The results of RT-Q-PCR analysis of ERM/ETV5
gene expression levels suggest that, in endometrioid
endometrial carcinoma, ERM/ETV5 is up-regulated in
the initial stages of tumour development, especially
in tumours restricted to the uterine corpus, and is
associated with stage IC, in which more than 50%
of the uterine wall is infiltrated by tumour. Interest-
ingly, ERM/ETV5 expression dropped to basal levels

in the subsequent steps as the tumour progressed, cor-
responding to tumour stages II and III. The fact that
the RT-Q-PCR expression profile was similar when
normalized against both AE and NPE indicates that
the up-regulation found in ERM/ETV5 is not depen-
dent on the proliferative status of the endometrium.
Moreover, the negativity of ERM/ETV5 staining in
the stromal compartment increases the significance
of the ERM/ETV5 results concerning gene expres-
sion levels, as they are specific to the epithelial cells
and obviate a possible stromal contribution in the
different samples analysed. Furthermore, the char-
acterization of ERM/ETV5 up-regulation in EEC at
the protein level not only confirms the up-regulation
of ERM/ETV5 in endometrial carcinoma, but also
describes another level of gradation already found
among tumour stages (Figure 1). This gradation corre-
sponds to an increase in ERM/ETV5 up-regulation as
the process of tumourigenesis progresses from normal
atrophic endometria to simple and complex hyper-
plasias towards carcinoma (Figure 3, lower panel).
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Figure 3. Endometrial TMA analysis of ERM/ETV5 protein expression by immunohistochemistry. (a) The gradation of ERM/ETV5
intensity (0–3) among TMA samples, namely atrophic endometria (AE), simple (SH) and complex (CH) hyperplasias, and
endometrioid carcinomas (EECs). The percentages of tissue-array cores with a given intensity range are shown in the corresponding
table. (b) ERM/ETV5 expression levels according to carcinoma grades G1, G2, and G3

TMAs allowed the evaluation of ERM/ETV5 during
tumourigenesis, comprising a wide variety of sam-
ples representative of the different tissue contexts
found in post-menopausal endometrial tumours. This
gradation reinforces the idea that ERM/ETV5 up-
regulation could be playing a role in the early events
associated with endometrioid endometrial carcinoma.

Furthermore, some studies have described a correla-
tion between the expression of members of the ets-1
family and tumour progression [14–16].

Endometrial endometrioid carcinoma is defined by
stages and grades. Evaluating ERM/ETV5 gene and
protein expression according to tumour grades, higher
expression was observed in the more differentiated
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Figure 4. Wilcoxon analysis showing that both ERM/ETV5 gene expression and protein level profiles correlate statistically with
those found for RUNX1/AML1. (a) Statistical analysis of the correlation between ERM/ETV5 and RUNX1/AML1 gene expression,
grouped by tumour stage. (b) Correlation analysis between ERM/ETV5 and RUNX1/AML1 protein expression in EEC

grades G1 and G2 compared with G3 tumours. Glob-
ally, the expression profiles found both by RT-Q-PCR
and by TMA define a peak of ERM/ETV5 expres-
sion in tumours of stage IC and grade G1 or G2,
corresponding to tumours infiltrating more than 50%
of the myometrium and with less than 50% of solid
tumour area (Figures 1c and 3b). The possibility that
ERM/ETV5 up-regulation might be involved in cell
differentiation that could be promoting invasive rather
than proliferative phenotypes deserves further studies
on a larger number of samples before any conclusion
can be reached.

Finally, the fact that both ERM/ETV5 gene expres-
sion and protein level profiles were similar to those
found for RUNX1/AML1 in EEC [10] led us to
analyse the magnitude and direction of the associa-
tion between both genes statistically. We found that
the up-regulation of RUNX1/AML1 correlated signif-
icantly with that of ERM/ETV5 by using the Spear-
man test and Wilcoxon analysis, both by RT-Q-PCR
(p < 0.001) and by TMA (p < 0.0001) (Figure 4).
This possible interaction is reinforced by the observa-
tion that NERF-2, a new Ets transcription factor family
member, is bound to RUNX1/AML1 via an interaction

site located in a basic region upstream of the Ets
domain [17]. Moreover, the DNA-binding activity
of the transcription factor Ets-1 has been described
as being modulated through flexible interaction with
RUNX1/AML1 [18]. Interestingly, conserved PEA3
elements, which bind to members of the Ets transcrip-
tion factor family, have been found in all inducible
matrix metalloproteinase (MMP) promoters [19]. The
protein expression of the main member of the Ets fam-
ily, the proto-oncogene c-Ets-1, has been described as
a valuable marker in endometrial carcinogenesis [20].
c-Ets1 controls the expression of genes involved in
extracellular matrix remodelling, namely the two met-
alloproteinase gene promoters stromelysin-1 (matrix
metalloproteinase MMP-3 [12] and collagenase-1 [21],
as well as the u-PA promoter [22]. In addition, Ets-
1 has been described to regulate MMP-1, MMP-9,
and uPa, as well as VEGF and VEGF-receptor gene
expression, and it is proposed to be involved in angio-
genesis, cell migration, and tumour invasion, correlat-
ing with the increase in proteolytic activity of invading
tumour cells (for a review, see ref 23). We are currently
investigating the possibility that RUNX1/AML1 and
ERM/ETV5 may act cooperatively in an initial switch
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to myometrial infiltration, by inducing the expression
of genes involved in extracellular matrix remodelling.
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