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RESUMEN






El cancer de endometrio representa actualmente una patologia compleja en cuanto a su
diagnodstico y tratamiento. Es de gran importancia el estudio de nuevas vias para
detectar las posibles alteraciones en los diferentes tipos de tumores de endometrio v,
especificamente, en los tipos celulares que lo componen. El trifosfato de adenosina
(ATP) y la propia adenosina acumulados en el microambiente tumoral, activan la
cascada de sefializacion purinérgica, relacionada con diferenciacion, proliferacion,
inflamacion e inmunosupresién. Las ectonucleotidasas son ectoenzimas que modifican
los niveles de nucledtidos por procesos de hidrélisis extracelular. La expresion
aumentada de algunas de ellas, como el eje CD39-CD73, potencia un estado de
inmunosupresién por acumulacién de adenosina, favoreciendo la progresion tumoral.
Dicho eje es diana de diversas inmunooncoterapias en las que se bloguea su actividad
mediante anticuerpos para limitar la acumulacién de adenosina. Sin embargo, CD39 y
CD73 no son las Unicas ectoenzimas presentes en los tumores, y en nuestro grupo de
investigacion, hemos caracterizado la expresién de las cuatro familias de
ectonucleotidasas en el endometrio no patoldgico y también en la condicién de
endometriosis. La presente Tesis se centra en el estudio de estas enzimas en el cancer

de endometrio.

El objetivo de esta Tesis es esclarecer si la via adenosinérgica puede valorarse como
diana diagndstica y/o terapéutica en el cancer de endometrio. En concreto, los
objetivos son, por un lado, determinar la expresidon y actividad de las ectonucleotidasas
en los diferentes tumores de endometrio, estudiando muestras humanas mediante
inmunomarcaje y, por otro lado, generar modelos Utiles para el estudio de las

ectonucleotidasas en el contexto del cancer de endometrio.

Los principales resultados apuntan al papel de dos de los miembros de la familia CD39,
la NTPDasa2 y la NTPDasa3, en la progresion del cancer de endometrio, presentando
heterogeneidad en la expresion génica y proteica entre tipos y grados tumorales, con
impacto en parametros clinico-patolégicos de la enfermedad. Hemos generado
herramientas moleculares para sobreexpresar cada una de estas ectoenzimas en
cultivos celulares de cancer de endometrio tanto en dos como en tres dimensiones,
siendo Utiles para utilizar en ensayos funcionales y de testeo de inhibidores enzimaticos.

Ademas, el andlisis histocitopatolégico y molecular demuestra que la NTPDasa3

15



disminuye en expresion en tumores avanzados y que su sobreexpresion en células
tumorales disminuye, de manera generalizada, el potencial tumorigénico afectando vias

relacionadas con proliferacién y motilidad celulares.
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INTRODUCCION

1. ELCANCER DE ENDOMETRIO

El cancer de endometrio o carcinoma endometrial es la patologia gineoncolégica mas
comun en Europa y Norte América y representa el cuarto tipo de cancer mas prevalente
en los paises occidentales. Actualmente, un 6 % de los diagndsticos y un 3 % de las
muertes por cancer se asocian al cancer de endometrio. Se presenta mayormente en
mujeres de mas de 40 afios, donde un 20 % de los casos totales ocurre en mujeres post-
menopausicas. La mayoria de los casos son de etiologia esporadica, aunque un 5-10 %
de los casos se asocia a formas hereditarias como el sindrome de Lynch (anteriormente
conocido como cancer colorectal no polipdsico hereditario). Entre los factores de riesgo
asociados a las formas esporadicas se encuentran la exposicion a hormonas
estrogénicas por sindrome de ovario poliquistico o tratamiento hormonal, la nuliparidad
y el uso de tamoxifeno para el tratamiento del cdncer de mama (Kvale et al. 1988;

Neven and Vergote 1998a, b; Amant et al. 2005; Tafe et al. 2014).

El conocimiento patoldgico del cancer de endometrio se remonta a la década de los 80,
donde Bokhman describié inicialmente las dos entidades patogenéticas mas comunes.
En base a caracteristicas histopatoldgicas se diferencid entre los carcinomas de tipo | o
endometrioide, con una moderada o alta diferenciacién celular, invasion miometrial
superficial y de buen prondstico clinico y los carcinomas de tipo Il o no-endometrioide,
con poca o nula diferenciaciéon celular, profunda invasién miometrial, alta tasa de

metdstasis y de peor prondstico (Bokhman 1983; Akhtar et al. 2019).

En las Ultimas décadas se ha profundizado en el estudio histopatolégico y molecular de
los tumores para establecer sistemas de clasificacién mas precisos, teniendo en cuenta

caracteristicas fenotipicas y genotipicas. A continuacién, se detallan.

1.1 Clasificacién del cancer de endometrio
1.1.1 Clasificacién histopatoldgica

Inicialmente, los dos tipos descritos por Bokhman se agruparon en carcinomas de tipo
endometrioide (tipo 1) y de tipo no-endometrioide (tipo Il) y, aunque esta clasificacion

es Util, no era suficiente debido a la elevada heterogeneidad que presenta el cancer de
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endometrio. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), describié un sistema de
categorizacion histolégica del cédncer de endometrio (WHO System for Histologic
Categorization of Endometrial Cancer) con criterios para el diagnostico histoldgico e
inmunohistoquimico de 5 tipos de tumores de endometrio (Kurman et al. 2014; WHO
Classification Of Tumours Editorial 2020). A continuacidén, se resumen los tipos

histoldgicos, cuatro de los mas frecuentes resumidos en la Figura I1.

Carcinoma endometrioide (EEC, del inglés endometrioid endometrial carcinoma).
Representa el 75-80 % de los casos diagnosticados. Se caracterizan por tener un patron
glandular o sdélido en los grados mas avanzados, siendo los mas diferenciados a nivel
histoldgico. Las células tumorales presentan una moderada actividad mitdtica atipica
ademas de bajo nivel de pleomorfismo nuclear. Suelen ser tumores sensibles a
hormonas (estrogenos y progestagenos). Los EEC se subclasifican segin el grado
tumoral mediante el International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO)
staging system teniendo en cuenta principalmente la arquitectura tumoral y la atipia
nuclear. Estos dos parametros ademds tienen asociacion con el prondstico de la
enfermedad. Se establecen tres tipos de EEC, detallados en la Tabla 11 (Shepherd 1989;
Zaino et al. 1995; Parkash and Carcangiu 1997).

Grado % patrén solido Atipia nuclear
EEC1 <5% +

EEC?2 6-50 % ++
EEC3 >50 % +++

Tabla 11. Subclasificacion FIGO de los carcinomas endometrioides de
endometrio en base al grado tumoral. Se describen tres entidades, EEC
de grado 1, EEC de grado 2 y EEC de grado 3 segun la cantidad de
patron solido tumoral (%) y la atipia nuclear. FIGO: federation of
International  gynecology and obstetrics, EEC: endometrioid
endometrial carcinoma.

Carcinoma seroso (SC, del inglés serous carcinoma). Representa un 10 % de los
casos diagnosticados. Histolégicamente se caracterizan por tener un patrén papilar o
glandular con frecuente presencia de pdlipos endometriales. Las células tumorales

presentan alto grado de atipia nuclear con bastantes figuras mitoticas, definiendo los
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nucleos celulares como de alto grado. Las células presentan bordes serrados a
diferencia de las que componen los carcinomas endometrioides que tienen un borde
suave. No suelen responder a los estrégenos y a los progestagenos (Abeler and Kjgrstad

1990; Soslow 2013).

Carcinoma de célula clara (CCC, del inglés clear cell carcinoma). Representa
menos del 5 % de los casos diagnosticados. Histoldgicamente se presenta en patrones
glandulares, papilares y difusos. Las células tumorales se caracterizan por ser
morfolégicamente columnares, cuboidales o poligonales con citoplasma eosinofilico y
muy claro con nucleo marcado y moderadamente atipico. No tienen expresion de los
receptores para estrégenos o progestagenos (Silverberg and De Giorgi 1973; Fadare et

al. 2013).

Otras entidades, como el carcinosarcoma, el carcinoma desdiferenciado vy los
carcinomas mixtos, presentan estructuras con predominio de componente
endometrioide de alto grado, adyacente a areas sarcomatosas o de desdiferenciacién
epitelial también consideradas de alto grado. Son tipos de cancer de endometrio muy
agresivos y de prondstico desfavorable (Soslow 2013; Murali et al. 2019; Huvila et al.

2021).
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Tipo histolégico Endometrioide Endometrioide Célula clara

Grado histolégico Bajo grado Alto grado Alto grado Alto grado

Pronéstico Favorable Desfavorable Desfavorable Desfavorable

Marcadores IHQ

ER/PR + +/- +/- -
P53V + +/- - +/-
P53t + +/- + +/-
PTEN +/- +/- + +

Figura I1. Clasificacion histopatoldgica de los cuatro principales tipos histolégicos de cancer de endometrio.
A Carcinoma endometrioide de bajo grado con patron glandular. B Carcinoma endometrioide de alto
grado con moderada desdiferenciacion glandular. C Carcinoma seroso donde se observa el patron papilar
de las glandulas tumorales. D Carcinoma de célula clara, se observa una alta diferenciacién celular no
detectada en otros tipos de cdncer de endometrio. /HQ: inmunohistoquimica, ER/PR: estrogen
receptor/progesterone receptor, wt: wild type, mut: mutated, PTEN: phosphatase and tensin homolog
protein. Imagen adaptada de (Murali et al. 2014; WHO Classification Of Tumours Editorial 2020).

1.1.2 Clasificacién molecular

Las técnicas de secuenciacion masiva del genoma de pacientes han permitido la
obtencion de gran cantidad de marcadores moleculares e histoldgicos, que han sido
Utiles para determinar ciertas diferencias entre los tumores antes descritos en base a
una serie de caracteristicas genéticas y mutacionales. El diagndstico molecular, por lo
tanto, tiene como objetivos mejorar el diagndstico patoldgico tradicional del cancer de
endometrio, aumentando la deteccion de lesiones pre-cancerosas y servir de guia para
aplicar tratamientos segun la tipologia (lo que se conoce como medicina personalizada).
El grupo de investigacion del Atlas Gendmico del Cancer (TCGA, del inglés The Cancer
Genome Atlas) desarrollé un andlisis gendmico en 373 canceres de endometrio
estableciendo una serie de alteraciones genéticas comunes en algunos tumores (Cancer
Genome Atlas Research Network et al. 2013). Ademas de presentar patrones
mutacionales similares entre algunos tipos, el estudio de la supervivencia y de la
progresidon de la enfermedad en las pacientes, desarrollado en el estudio ProMisE (del

inglés, Proactive Molecular Risk Classiffier for Endometrial Cancer), también indica una
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gran utilidad de la clasificacion molecular en establecer pardmetros clinico-patoldgicos
aplicables tanto en el diagndstico como en el desarrollo de terapias dirigidas y ensayos
clinicos (Talhouk et al. 2015, 2017). Esta nueva clasificacion agrupa los tumores de
endometrio en 4 tipos moleculares segun la presencia de mutaciones en la polimerasa
épsilon (POLE), la carga mutacional de TP53 y la presencia de inestabilidad de
microsatélites (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013; Talhouk et al. 2015,
2017). A continuacién, se describen las caracteristicas principales de los 4 tipos

moleculares de cancer de endometrio.

POLE ultramutados (POLE ultra-mutated). Presenta mutaciones somaticas en el
dominio exonucleasa de la ADN-polimerasa épsilon que resulta en alta tasa de
mutacién. La mayoria de los tumores corresponden a carcinomas endometrioides de
alto y bajo grado, pero con buen prondstico y baja tasa de recidivas. Representa un 4-12
% de los diagndsticos (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013; Ledn-Castillo

et al. 2020).

Inestabilidad de microsatélites (microsatellite instability, MSI). Presenta
hipermutaciones en el sistema de reparacion por apareamiento erréneo (mismatch
repair system, MMR). La mayoria de los tumores corresponden a endometrioides de
alto y bajo grado, pero, a diferencia de los POLE, son tumores con mal prondstico y
moderada recidiva. Representa un 23-36 % de los diagndsticos y un 2 % de los casos
estan relacionados con el Sindrome de Lynch. Presenta frecuentes mutaciones en los
genes PTEN y PIK3CA (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013; Stelloo et al.
2017; McAlpine et al. 2018).

Estabilidad de microsatélites o CNL (niumero de copias baja — microsatellite
estable or copy number low CNL). No presenta mutaciones en proteinas POLE, p53 ni
MMR, pero presenta alta tasa de mutacion en el gen CTNNBI1 (B-catenina). La mayoria
corresponden a tumores endometrioides, mas de la mitad de bajo grado con alta
expresion de receptores de estrogenos y progestagenos. Es un tipo de tumor con buen
prondstico. Representa un 30-60 % de los diagndsticos (Cancer Genome Atlas Research

Network et al. 2013; Huvila et al. 2021).
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p53 mutado o CNH (numero de copias alta — p53 mutated or copy number high
CNH). Presenta alta tasa de copias de alteraciones somaticas en el gen TP53.
Corresponde en su totalidad a tumores de tipo seroso y carcinomas mixtos y a estados
avanzados de carcinomas endometrioides de grado 3. Presenta un mal prondstico
clinico con alta tasa de recidiva. Representa un 8-24 % de los diagnosticos (Cancer

Genome Atlas Research Network et al. 2013).

Existe una dificultad evidente a la hora de clasificar los tumores de alto grado
(endometrioides de grado 3 principalmente), presentando una alta variabilidad
interobservacional en el momento del diagndstico histopatoldgico. Estudios recientes
han demostrado la similitud clinico-patoldgica entre tumores endometrioides de alto
grado y tumores no endometrioides (Liang and Zhang 2021). Esto provoca un
solapamiento frecuente entre los tipos histolégicos y el grado tumoral dificultando el
diagndstico e influyendo en la eleccion del tratamiento y, por ende, en la progresién
clinica de la enfermedad (Gilks et al. 2013; Murali et al. 2014; Yen et al. 2020). En la
Figura 12 se esquematiza la asociacion existente entre la clasificacion histolégica y la

molecular del cancer de endometrio.

Figura 12. Asociacion entre las clasificaciones
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GRADE
ENDOMETRIOID

histolégica y molecular del cancer de

endometrio. El circulo exterior muestra los
tipos histoldgicos de cédncer de endometrio:
endometrioide de bajo grado (low grade
endometrioid), endometrioide de alto grado
(HG endo), seroso (serous) y mixtos
(mixed/other). El  circulo interior hace

ENDOMETRIAL
CARCINOMA

referencia a los tipos moleculares: POLE
ultramutado (POLE), inestabilidad de
microsatélites (MS/), y los grupos de bajo y alto
nuimero de copias (CNL, CNH). Se observa que
hay un tipo de tumores que no comparten

MIXED

JOTHER ninguna caracteristica molecular y no son

clasificables en ningun tipo (NC, non-classified).
Adaptado de Yen TT et al 2020.
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1.2 Heterogeneidad tumoral en el cancer de endometrio

En base a lo mencionado anteriormente se pone de manifiesto el alto grado de
heterogeneidad intertumoral que presenta el cancer de endometrio tanto a nivel
morfoldgico como genético con diferentes tipos histologicos y moleculares,
respectivamente. A nivel genético se han caracterizado las mutaciones mas frecuentes
en los dos tipos principales de cancer de endometrio: los endometrioides suelen
presentar mutaciones en los genes PTEN, PIK3CA, CTNNB1, ARID1A, K-RAS y FGFR2,
mientras que los tumores serosos y aproximadamente un 25 % de los endometrioides
de alto grado, presentan mutaciones en los genes TP53, PIK3CA, ARIDIA y CHD4

(Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013).

1.2.1 Patologia molecular del cancer de endometrio

Las alteraciones genéticas frecuentemente detectadas en cancer corresponden a
mutaciones de ganancia de funcion o sobreexpresion de oncogenes que estimulan la
proliferacion celular, y a mutaciones de pérdida de funcién, con o sin sobreexpresiéon de
genes supresores tumorales que, en su forma no mutada, bloquean los mecanismos de
proliferacion celular (Vogelstein and Kinzler 2004). En el cancer de endometrio existe
una gran variedad de alteraciones genéticas principalmente en genes que codifican
proteinas de superficie y de transduccion de sefiales relacionadas con los mecanismos

de carcinogénesis y progresion tumoral (Lax 2004).

Las mutaciones de ganancia de funcién en oncogenes, como KRAS (del inglés, Kirsten rat
sarcoma), son frecuentes en un 10-30 % los canceres de endometrio, vy
especificamente, en los de tipo endometrioide. KRAS mutado actua mediante activacién
de sefiales de proliferacion y diferenciacién celular por la via de las MAPK y de la via de
PI3K/AKT (Caduff et al. 1995; Banno et al. 2014). Ademas, la existencia de mutaciones
en KRAS detectada en lesiones premalignas como la hiperplasia endometrial incide en

su funcion en mecanismos de iniciacion tumoral (Sasaki et al. 1993).

HER-2/neu (del inglés, human epidermal receptor 2) es una proteina tirosina-kinasa
altamente sobrexpresada en un 9-30 % de los carcinomas no-endometrioides (Berchuck

et al. 1991). Su sobreactivacién promueve la proliferacion y la supervivencia tumorales
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mediante la activacién de las dos vias anteriormente mencionadas (Cully et al. 2006).
Este mecanismo es compartido por la PIK3CA (del inglés, phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform), observandose la via PI3K/AKT
frecuentemente alterada por mutaciones activadoras de PIK3CA en un 24-36 % de los
canceres. La alteracion en PIK3CA se ha relacionado con el grado de agresividad tumoral

en el cancer de endometrio (Salvesen et al. 2009).

Otros genes de tirosina kinasas que promueven el crecimiento celular, como el FGFR2
(del inglés, fibroblast growth factor receptor 2), también presenta mutaciones en un 12
% de los canceres de endometrio. Ademas, se ha comprobado que el bloqueo selectivo
de la actividad de este receptor inhibe el crecimiento celular in vitro (Dutt et al. 2008).
Es evidente, pues, que la amplia variedad de alteraciones en diferentes proteinas
kinasas en el cancer de endometrio convierte a estas enzimas en potenciales dianas

para el disefio de terapias antitumorales.

Mutaciones en el gen CTNNBI resultan en acumulacion nuclear y citoplasmatica de la
proteina PB-catenina, implicada en varios procesos de diferenciacion celular,
mantenimiento de la arquitectura tisular y migracion y metastasis. Un 14-44 % de los
canceres de endometrio presenta alteraciones en B-catenina con una presencia
homogénea en diferentes dreas del tumor, indicando un rol en etapas iniciales de la
tumorigénesis. De hecho, se encuentran formas mutadas en hiperplasias endometriales
atipicas, consideras lesiones premalignas de los carcinomas endometrioides (Moreno-

Bueno et al. 2002; Llobet et al. 2009).

Las mutaciones en genes supresores tumorales son frecuentes en el cancer de
endometrio. Uno de los mas estudiados es PTEN (del inglés, phosphatase and tensin
homolog), con mutaciones somaticas y hipermetilacion del promotor en un 25-83 % de
tumores, principalmente en endometrioides en un 37-61 % de ellos (Llobet et al. 2009);
también se han identificado en casos de hiperplasia endometrial (Maxwell et al. 1998).
La inactivacion de PTEN promueve la proliferacion y se relaciona con procesos de

supervivencia y migracion celulares (Tamura et al. 1998; Cully et al. 2006).

Los fenotipos de inestabilidad de microsatélites hacen referencia a los tumores con

mutaciones en los genes del sistema MMR como MLH-1, MSH-2, MSH-6 o PMS2,
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observadas en un 25-30 % de casos de cancer de endometrio (Risinger et al. 1993;
Caduff et al. 1996). La inactivacién por hipermetilacion de MLH-1 y la consecuente
adquisiciéon de alta tasa mutacional se ha detectado también en hiperplasia
endometrial. Por lo tanto, las alteraciones en PTEN y MLH-1 son descritas como eventos
tempranos en el desarrollo tumoral del cancer de endometrio, ya que son detectables

en lesiones premalignas (Esteller et al. 1999; Llobet et al. 2009).

p53 es una proteina que induce apoptosis o arresto del ciclo celular en respuesta a ADN
dafiado. La alteracién de la funcién de p53 produce carga mutacional elevada y la
inhibicion de la apoptosis, aumentando la supervivencia celular (Vogelstein and Kinzler
1992). Las mutaciones en p53 son frecuentes en muchos tipos de cancer y en el cancer
de endometrio de tipo seroso se observan en torno al 90 % de los casos. Ademas, existe
una correlacion entre TP53 mutado vy expresion positiva de p53 por
inmunohistoquimica (Ambros et al. 1995a; Feng et al. 2005). También se observan en
lesiones consideradas precursoras de los carcinomas uterinos serosos, como el
carcinoma intraepitelial in situ (Ambros et al. 1995b; Hou et al. 2014). En cambio,
resulta infrecuente observar mutaciones o sobrexpresion de p53 en tumores
endometrioides de bajo grado y en casos de hiperplasia atipica (Sherman et al. 1995;
Tashiro et al. 1997). Se ha detectado la expresiéon inmunohistoquimica de p53 en zonas
de endometrio no tumoral adyacentes al carcinoma seroso, pero no en el caso del
carcinoma endometrioide (Zhang et al. 2009). Por ello p53 se ha propuesto como un
evento temprano en el desarrollo de tumores de tipo seroso y como un evento tardio
en la progresién tumoral de los tipos endometrioides (Lax et al. 2000; Zheng et al.

2011).
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Figura 13. Mutaciones genéticas frecuentemente observadas en la carcinogénesis del cancer de endometrio
de tipo endometrioide (A) y no-endometrioide (B). Las mutaciones en PTEN o en proteinas del sistema de
reparacion por apareamiento erréneo como MLH1 son frecuentes en las lesiones premalignas del
endometrio, en cambio, mutaciones en KRAS o p53 se observan mas bien en los procesos de malignidad y
progresion tumoral del carcinoma endometrioide. Los carcinomas no endometrioides, incluyendo el
seroso como mas representativo, presentan elevadas mutaciones en p53 y HER-2/neu implicadas en la

carcinogénesis. Adaptado de Banno et al. 2014.

Las diferentes mutaciones que pueden presentarse, por ejemplo, en los casos con p53
mutado detectado por tincién inmunohistoquimica, también se pueden acompafiar de
heterogeneidad intratumoral, es decir, es posible encontrar diferentes patrones de
expresion para una proteina en un mismo tumor. Es posible identificar clones con
patrones citoldgicos (células columnares, mucinosas o escamosas), histolégicos (patrén
glandular, papilar o sélido) o genéticos (lo que se conoce como cell clones) diversos en
un mismo tumor (Matias-Guiu and Prat 2013; Gatius et al. 2018). En el caso de p53 se
hace evidente en el estudio de los carcinomas endometrioides de alto grado con TP53
mutado y expresion de p53, mayormente en zonas altamente desdiferenciadas y con
elevada expresion del marcador de proliferacion Ki-67. Como diferencia, este fendomeno
no se observa en tumores endometrioides de bajo grado. Por ello, como ya se ha
mencionado, mutaciones con alta expresion de p53 se asocian a la adquisicién de
fenotipos malignos en los carcinomas endometrioides (Feng et al. 2005). Ademads, se
sabe que las células tumorales del frente mio-invasivo tienen una expresién de

proteinas de transicidon epitelio-mesénquima (EMT) distinta a la de las células de la
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superficie del tumor, favoreciendo patrones migratorios en algunos grupos celulares

(Montserrat et al. 2012; Gatius et al. 2018).

Si existe heterogeneidad tanto inter como intratumoral, los mecanismos de crecimiento
y progresiéon tumoral también pueden ser muy diversos en el contexto del cancer de
endometrio. En la Figura I3 se recogen las mutaciones mas frecuentes en las distintas
etapas de la carcinogénesis y progresién del cancer de endometrio. Conocer las
principales vias moleculares alteradas que determinan heterogeneidad espaciotemporal
e intertumoral y su estudio de clinicopatoldgico, puede derivar en la eleccién y disefio
de tratamientos mas personalizados para tratar de evitar resistencias y efectos
secundarios y mejorar, asi, el prondstico de la enfermedad (Yin et al. 2019). La presente
tesis doctoral pretende estudiar si la via purinérgica/adenosinérgica presenta
alteraciones en los tumores de endometrio y si es posible valorarla como diana de
estudio para el diagndstico o el desarrollo de nuevas terapias para el cancer de

endometrio.

1.3 Tratamiento del cancer de endometrio

La supervivencia asociada a los tumores en estados iniciales con tratamiento quirdrgico
es elevada, en torno al 95 %, en cambio, los tumores mas avanzados presentan una
supervivencia a los 5 afios que oscila entre un 15 y un 17 %. Ademas, un 4 % de los
casos esporadicos se da en mujeres menores de 40 afios que quieren preservar la
fertilidad (Lee et al. 2007). En 2016 y en 2020 se publicaron unas guias para el
diagnodstico, tratamiento y seguimiento del cancer de endometrio elaborada por
patdlogos, oncoldgos y ginecolégos expertos en el tema, la ESMO-ESGO-ESTRO
Consensus Conference on Endometrial Cancer Diagnosis, Treatment and Follow-up, y la
ESGO/ESTRO/ESP qguidelines for the management of patients with endometrial
carcinoma, respectivamente. En la guia se hace referencia a todos los factores
asociados y a tener en cuenta para una correcta gestion del cancer de endometrio, que
se pueden englobar en cuatro puntos clave: la prevencién y el diagndstico, el
tratamiento quirdrgico, el tratamiento adyuvante y la presencia de enfermedad

avanzada o recurrente. También se categoriza el riesgo de invasién linfovascular y
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pélvica con implicaciones directas en la seleccion del tratamiento adyuvante mas

conveniente (Colombo et al. 2016; Concin et al. 2021).

La estadificacion tumoral (staging) es uno de los parametros principales en la eleccion
del tratamiento. Este sistema clasifica el cancer segun la extensién del tumor (T), la
infiltracién hacia los ganglios linfaticos (N) y la presencia de metastasis (M), aunque
también hace alusién al estadiaje patoldgico determinado por biopsias pre o post
tratamiento quirdrgico (Freeman et al. 2012). Los diferentes estadios del cancer de
endometrio se resumen en:

Estadio I, T1, NO, MO. El tumor se confina en el Utero, con extension o no de las
glandulas cervicales, pero sin extension al tejido conectivo adyacente.

Estadio 1A, Tla, NO, MO. El tumor se confina al endometrio, con extension <50 % del
miometrio.

Estadio 1B, T1b, NO, MO. El tumor se confina al endometrio, con extensiéon >50 % del
miometrio.

Estadio I, T2, NO, MO. El tumor se extiende mas alld del cuerpo del Utero,
principalmente al estroma cervical, pero sin extension en otros érganos extra-uterinos.
Estadio Ill, T3, NO, MO. El tumor se extiende a localizaciones extrauterinas, pero sin
llegar al recto o la vejiga urinaria.

Estadio IlIA, T3a, NO, MO. El tumor se extiende hacia la superficie externa uterina
(serosa) y hacia la trompa uterina u ovarios.

Estadio IlIB, T3b, NO, MO. El tumor se extiende hacia la vagina y a los tejidos que rodean
el Utero (parametrio).

Estadio llIC, Tn, N1/N2, MO. El tumor ha adoptado cualquier extensién y ha invadido los
ganglios linfaticos pélvicos (N1) o los ganglios linfaticos para-adrticos (N2).

Estadio IVA, Tn, Nn, MO. El tumor ha adoptado cualquier extension con invasion
linfovascular con extensién en el recto o la vejiga.

Estadio IVB, Tn, Nn, M1. El tumor se metastatiza hacia los ganglios linfaticos inguinales,

el omento u otros érganos distantes como el pulmon, el higado o los huesos.
Tratamiento quirurgico

El tratamiento quirdrgico representa la primera aproximacion terapéutica en la mayoria

de los casos. El principal procedimiento es la retirada del Utero y el cérvix mediante
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histerectomia simple o total, abdominal o vaginal. Cuando hay afectacién del
parametrio, se procede a una histerectomia radical donde se retira el Utero, el
parametrio, el ligamento uterosacral y la parte superior de la vagina. A veces, la
histerectomia se realiza juntamente con una salpingo-oforectomia bilateral, que implica
la retirada de las trompas uterinas y los ovarios, normalmente en pacientes
postmenopausicas. En las pacientes con tumores de estadio | menores de 45 se
recomienda valorar la salpingo-oforectomia para preservar la fertilidad. Estos dos
procedimientos han avanzado en cuanto a su abordaje, y ambos se han adaptado a la
realizacion mediante laparoscopia, o cirugia minimamente invasiva, robdtica, asociada

una menor duracion de la cirugia, menor dolor y sangrado y mejor recuperacion.

También se abordan otros aspectos necesarios para el estadiaje del tumor, y en muchas
ocasiones, se realiza una diseccion de los ganglios linfaticos pélvicos y para-adrticos para
comprobar la invasion de células tumorales hacia esas localizaciones o simplemente
para la retirada de estos. Esta opcidn se realiza normalmente cuando hay evidencia
mediante diagndstico por imagen de invasion linfatica. Si no hay evidencias, se realiza
un mapeo del ganglio linfatico centinela juntamente con histerectomias en estadios
iniciales y consiste en la adicién de verde de indocianina en la zona para-tumoral. El
colorante migrara a los ganglios linfaticos pélvicos si hay conexion tumoro-linfatica. En
los casos negativos no se procede a la diseccidn nodular. Estudios recientes demuestran
la mayor precision del mapeo linfatico en el diagndstico de metdstasis frente a la
linfadenectomia en el estadiaje tumoral. Otros procedimientos que se realizan en las
histerectomias son lavados peritoneales con salino para posterior andlisis de células
tumorales, omentectomias para la retirada del tejido graso abdominal infiltrado vy
procedimientos de citorreduccidn tumoral, en los casos que el tumor haya invadido el
abdomen (Rodriguez et al. 2013; Rossi et al. 2017; Angeles et al. 2018; Tanaka et al.
2018; Casarin et al. 2018).

Tratamiento adyuvante con radioterapia y quimioterapia

Los canceres de endometrio de estadio | son tratados en su gran mayoria con cirugia. En
estadios Il, Il y IV, considerados de riesgo medio-alto, es necesario un tratamiento
denominado adyuvante basado en procedimientos de radioterapia, quimioterapia,

terapia dirigida e inmunoterapia que, después de la cirugia, intervienen en la
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eliminacién de las células tumorales y la consiguiente citoreduccion del tumor (Colombo
et al. 2016; van den Heerik et al. 2021). La braquiterapia vaginal resulta una buena
opcién para las pacientes con histerectomia con retirada de la parte superior del cérvix,
ya que se introduce el material radioactivo locoregionalmente. Se diferencian dos
procedimientos, con dosis bajas de radiacion (LDR, del inglés low dose radiation
brachyteraphy) y con dosis altas de radiacion (HDR, del inglés high dose radiation
brachyteraphy). Esta Ultima presenta ventajas al disminuir el tiempo de estancia
hospitalaria ya que se puede administrar semanalmente. La radioterapia con rayo
externo convencional (en inglés external beam radiotherapy) en cambio se adopta en
pacientes con extension tumoral pélvica. El uso de radioterapia pélvica se restringe a
aquellas pacientes con alto riesgo de recurrencia locoregional para garantizar al maximo
el riesgo de toxicidad asociada a radioterapia (Creutzberg and Nout 2011; Ngu et al.
2021). La quimioterapia basada en platinos y taxoles incrementa la supervivencia de las
pacientes post-histerectomia. Estos farmacos antineopldsicos actian como agentes
alquilantes (platinos y antraciclinas) o como desestabilizadores de los microtubulos
(taxoles) (Jordan and Wilson 2004; Wang and Lippard 2005). En los tumores en estados
iniciales, pero de histologia avanzada, como los serosos o los carcinosarcomas, se
utilizan farmacos antineoplasicos como el carboplatino y el paclitaxel en monoterapia.
En los de estadio Il y Ill se suelen realizar combinaciones de farmacos, normalmente se
administran dosis de carboplatino+paclitaxel o cisplatino+doxorrubicina. En los tumores
mas avanzados y de muy alto riesgo, el nimero de farmacos se amplia, pudiéndose
hacer terapia combinada afiadiendo la ifosfamida a los farmacos anteriores. En estos
casos, se recomienda valorar el uso de terapias dirigidas o inmunoterapias (Humber et

al. 2007).
Tratamiento adyuvante con terapia dirigida

El conocimiento de las alteraciones moleculares tiene como uno de sus objetivos el
desarrollo de terapias dirigidas contra vias celulares alteradas en el cancer de
endometrio. Estas terapias se basan en un bloqueo selectivo de la funcién de algunas
proteinas esenciales para el desarrollo del tumor, actuando a nivel de la célula tumoral.
En los Ultimos afios se han estudiado diversas terapias dirigidas para el tratamiento del

cancer de endometrio, siendo las principales dianas las vias de sefializacién relacionadas
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con la integridad del ADN, la proliferacion y la invasion celulares (Yen et al. 2020).
Deben explorarse nuevas dianas, ya que las pacientes con cancer metastasico o
recurrente con tratamiento de primera linea fallido tienen pocas alternativas
terapéuticas, siendo la quimioterapia un tratamiento limitado en eficacia (MacKay et al.

2020).

Las terapias mas desarrolladas se basan en la inhibicion de la via PIK3/AKT/mTOR,
mayormente en pacientes con inactivacién de PTEN o con mutacion en PIK3CA o KRAS
(Barra et al. 2019). Las moléculas mas prometedoras son los inhibidores de mTOR, como
el temsirolimus, con eficacia parcial (Oza et al. 2011), aunque en combinacion con
inhibidores de aromatasas la tasa de respuesta aumenta (Slomovitz et al. 2015). El
bevacizumab, un agente antiangiogénico, ha demostrado eficacia en tratamiento dual
con inhibidores de mTOR (Alvarez et al. 2013). Algunos inhibidores de AKT han sido
testados con relativa eficacia, como por ejemplo MK2206 (Myers 2013). La gran
mayoria de las terapias dirigidas se encuentran en investigacion preclinica, en modelos
celulares. Los inhibidores de PARP han demostrado sensibilidad terapéutica en lineas de
cancer de endometrio con inactivacion en PTEN (Dedes et al. 2010). La combinacion de
inhibidores de PI3K y MAPKK/MEK han sido testados en células con mutaciones en PTEN
y KRAS con resultados prometedores (Shoji et al. 2012). En células tumorales con
amplificaciones de HER-2/neu y mutaciones en PIK3CA, principalmente relacionado con
los carcinomas serosos, los inhibidores duales de mTOR junto con inhibidores de PI3K

han demostrado eficacia in vitro e in vivo (English et al. 2013; Lopez et al. 2014).

Un conocimiento mas profundo, celular y molecular de los diferentes fenotipos de las
células tumorales endometriales ha de permitirprecisar las vias que presentan
alteraciones y que, por tanto, seran mas susceptibles de terapias. En este sentido, la
sefializacién purinérgica, la via de generacion de adenosina, o via adenosinérgica, ha
demostrado tener un papel relevante en el cancer, que sera revisado mas adelante en
esta memoria. Sin embargo, la falta de estudios sobre los mecanismos de la sefializacion
purinérgica en el cancer de endometrio, pone de manifiesto la necesidad de nuevos

estudios como la presente tesis doctoral.
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2. LA SENALIZACION PURINERGICA

El trifosfato de adenosina (ATP), es una molécula de vital importancia puesto que es la
fuente primaria de energia y participa en procesos enzimaticos que mantienen la
homeostasis y el correcto funcionamiento de las células. Dentro de las células, juega,
por tanto, un papel esencial. La primera evidencia del ATP extracelular como molécula
con actividad sefializadora se describié en el sistema nervioso en la década de los 50
(Holton and Holton 1954). No fue hasta 1972, cuando el profesor Geoffrey Burnstock lo
describid como un neurotransmisor en “nervios purinérgicos”, con capacidad de
secrecién de ATP (Burnstock 1972). Ademas, en 1978 se hizo una primera descripcién
de dos posibles receptores que actuarian mediante acoplamiento del ATP extracelular,
los receptores de tipo P2, y los de tipo P1, sensibles al producto de hidrdlisis del ATP, la
adenosina. A partir de los 90, se han venido realizando numerosos estudios sobre la
funcién del ATP extracelular no solo en el sistema nervioso, sino en una gran diversidad
de sistemas, tejidos y tipos celulares, estableciendo las bases de lo que se conoce como

sefializacién purinérgica (Khakh and Burnstock 2009).

Esta se define como a la sefializacién mediada por ATP (y otros nucledtidos) y su
principal producto de hidrdlisis, la adenosina, mediante su unién a receptores P2 y P1
respectivamente, que participa en numerosos procesos fisiolégicos y patoldgicos.
Algunos de ellos son la contraccion muscular, la nocicepcion del dolor, la angiogénesis,
la trombosis o la regulacion del sistema inmunitario en respuestas inmediatas, aunque
también tiene efectos en respuestas tardias, como en la proliferacién y la diferenciacién
celulares, la migracion y en algunas enfermedades inflamatorias y neopldsicas
(Burnstock and Verkhratsky 2010; Burnstock 2016). Los niveles de nucledtidos y
nucledsidos estan regulados por transportadores de membrana y también por
ectoenzimas con capacidad de hidrolizar ATP (y ADP y AMP) hasta adenosina (Pastor-
Anglada et al. 2005; Burnstock 2006; Yegutkin 2014; Pastor-Anglada and Pérez-Torras
2018).
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2.1. Receptores de nucleétidos y nucledsidos

Las fuentes de ATP extracelular son diversas aunque en un inicio se atribuyd a la
secrecion mediante exocitosis de granulos de neuronas, células de la médula adrenal y
plaquetas (Gordon 1986). Actualmente se sabe que la presencia de ATP en el espacio
extracelular se debe a dos mecanismos. (i) Uno, fisioldgico, por procesos de liberacion
no liticos y regulados por exocitosis vesicular dependiente de calcio mediante el
transportador vesicular de nucledtidos (VNUT del inglés vesicular nucleotide
transporter) (Praetorius and Leipziger 2009; Lazarowski 2012), y por canales
conductores de ATP como las panexinas y las conexinas. Estos dos tipos de proteinas de
membrana forman canales con selectividad para iones y pequefias moléculas,
especialmente el ATP. El elevado gradiente de concentracion de nucledtidos entre el
interior y el exterior celulares, junto a la capacidad en cruzar las uniones de tipo gap
(Goldberg et al. 1999), hace que el ATP tienda a salir de la célula en condiciones
fisiolégicas mediante la activacién de panexinas y conexinas (Lohman and Isakson
2014). (i) Otro, por efecto de alteraciones de la membrana, muerte vy lisis celular por
desregulacion osmotica, deprivacion de nutrientes o dafio tisular. Estos fendmenos
constituyen uno de los procesos mas importantes de acumulacién de ATP extracelular

en situaciones patoldgicas (Grygorczyk et al. 2021).

Una vez en el espacio extracelular, los nucledtidos y nucledsidos determinan diferentes
posibles respuestas dependiendo del receptor activado. Los receptores de tipo P2X son
ionotrdpicos, canales idnicos activados por ligando. Se activan exclusivamente por el
ATP mediando la salida de potasio y la entrada de sodio y calcio en la célula en
respuestas moderadamente rapidas de milisegundos. Se han descrito 7 tipos (P2X17)
compuestos por multisubunidades heteroméricas que forman un poro selectivo con dos
dominios transmembrana hidrofébicos (Ralevic and Burnstock 1998). Los receptores
P2X producen respuestas regulando el tono vascular, los procesos tromboéticos, la
inflamacién y participan activamente en los mecanismos de respuesta al dolor, entre

otros (Schmid and Evans 2019).

Los receptores de tipo P2Y son metabotrdpicos acoplados a proteinas Gy, por lo tanto,
activan segundos mensajeros para la generacion de una respuesta celular. Los

receptores P2Y;,46 Se asocian a proteinas Gqg, que activan la fosfolipasa C (PLC)
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aumentando la concentracion de calcio y diacilglicerol (DAG) con activacion de la
proteina quinasa C (PKC). En cambio, los receptores P2Y1; 1314 Se acoplan a proteinas Gi
con directa inhibicion de la adenilil ciclasa (AC) y disminucion de los niveles de AMP
ciclico (AMPc). El receptor P2Yq; se acopla unicamente a proteinas Gs produciendo
aumento de AC y niveles de AMPc. Ademads del tipo de proteina G acoplada, los
receptores P2Y difieren farmacolégicamente entre ellos por su afinidad a varios
nucledtidos. Se agrupan en: (i) receptores que tienen afinidad por nucledtidos de
adenina, como el ATP (P2Y1,411)y el ADP (P2Y11,13); (ii) receptores que tienen afinidad
por los nucleotidos de uridina, como el UTP (P2Y146) y el UDP (P2Yg14); v, (iii) receptores
que tienen afinidad a nucledtidos de uridina acoplados a monosacaridos como la UDP-
glucosa o la UDP-galactosa (P2Y14) (Ralevic and Burnstock 1998; von Kiigelgen 2006). A
parte de funcionar perfectamente como mondmeros, se conoce la interaccion entre
alguno de los receptores, como por ejemplo entre P2Y; y P2Yy, en las plaquetas
(Anderson et al. 2020). La activacion de los receptores P2Y interviene en la agregacion
plaguetaria, la vasodilatacion, la diferenciacion celular, el control del flujo idnico en

epitelios y en la transmision del dolor (von Kigelgen 2006).

El nucledsido extracelular por excelencia, la adenosina, ejerce una potente sefializacién
mediante la union a los receptores P1, metabotrébicos, acoplados a proteinas G. Se
clasifican en cuatro tipos: Ay, Asa, A v As. La activacidon de los receptores A1y As vy la
proteina Gj,, produce la inhibicién de AC, disminuyendo los niveles del AMPc; en
cambio, los receptores A, y la proteina Gs activan AC y, por lo tanto, aumentan los
niveles de AMPc. Los receptores Aj, A,g y Az también activan a la PLC, aumentando el
inositol trifosfato (IP3) y el DAG promoviendo la movilizacion de calcio intracelular y
activacion de PKC. En algunas localizaciones el receptor A; actla sobre canales de
potasio y el receptor A,,, sobre canales de calcio tipo P. Las diferencias existentes entre
los receptores A, residen en la afinidad en sus regiones de union, el receptor A;a con
una alta afinidad y el receptor A,z con baja afinidad (Bruns et al. 1986; Guo et al. 2021).
En la Figura 14 se representan a modo de esquema algunos de los elementos

relacionados con la sefializacién extracelular por ATP y adenosina.
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Figura 4. Representacién de los receptores implicados en la sefializacién celular mediada por nucleétidos y
nucledsidos extracelulares y su actividad bioldgica. Abreviaturas: PANX: panexinas; Cx: conexinas; AC:
adenilil ciclasa; PLC: fosfolipasa C; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; G: proteina G. Fuente:
elaboracion propia. Se ha usado el software Adobe lllustrator (Adobe Inc., 2019. Adobe lllustrator,

disponible en: https://adobe.com/products/illustrator).

Una vez los nucledtidos y nucledsidos realizan su funcion sefializadora, estos deben ser
retirados del espacio extracelular rapidamente. Este proceso resulta en un complejo
sistema de transportadores y enzimas tanto intra como extracelulares que
proporcionan unos niveles estables de nucledtidos y nucledsidos, manteniendo la
homeostasis extracelular. En los siguientes apartados se hace un recopilatorio de los

principales elementos implicados en este proceso.

2.2 Regulacién de los niveles de ATP y adenosina extracelular: las ectonucleotidasas

El control del equilibrio extracelular entre los nucledtidos y los nucledsidos resulta
esencial en el mantenimiento de respuestas fisioldgicas relacionadas con la sefializacion
purinérgica. Por lo tanto, los niveles extracelulares de ATP, ADP, AMP y adenosina,
sufrirdn variaciones dependiendo de las necesidades celulares. Alteraciones en estos
sistemas de regulacidon provocardn situaciones patoldgicas, algunas relacionadas con

procesos inflamatorios y de inmunosupresién, entre otras.
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Las ectonucleotidasas realizan su accién hidrolitica extracelularmente como proteinas
de membrana o como proteinas solubles. Se hallan ampliamente expresadas y son
activas en la mayoria de los tejidos y tipos celulares estudiados. Se conocen 4 familias
de ectonucleotidasas compuestas por varios miembros que difieren en especificidad de
sustrato y estructura. Su expresion es heterogénea en el organismo, es decir,
dependiendo del tipo celular se expresarda un subtipo u otro de ectonucleotidasa v,
ademas, en diferentes combinaciones. Su funcién principal es la hidrélisis secuencial del
ATP y sus derivados (ADP, AMP), con formacién final de adenosina. También se han

descrito enzimas intracelulares de estas familias (Yegutkin 2014).

La familia de las ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasas (ENTPDasas) o familia de
CD39, representan a un grupo de ectoenzimas con 8 miembros, siendo 4 los localizados
en la superficie celular: NTPDasa 1 (CD39), NTPDasa2 (CD39L1), NTPDasa3 (CD39L3) y
NTPDasa8 que hidrolizan el ATP extracelular a ADP, y el ADP a AMP. También tienen la
capacidad de hidrolizar nucleétidos de uridina tri- y difosfato (UTP y UDP). Las
ectonucledtido pirofosfatasas/fosfodiesterasas (ENPPs, del inglés ectonucleotide
pirophosphatase/phosphodiesterases) hidrolizan mayormente ATP a AMP, liberando
pirofosfato inorganico, con 3 miembros de membrana NPP1, NPP2 y NPP3. Finalmente,
la familia de las 5’-nucleotidasas, con un Unico miembro anclado en la membrana, la
ecto-5’-nucleotidasa, mas conocida como CD73, que realiza la etapa final de hidrdlisis
de los nucledtidos monofosfato hasta adenosina. Esta enzima, por lo tanto, es la
limitante en la generacion y acumulacién de adenosina extracelular. La familia de las
fosfatasas alcalinas (APs, del inglés alkaline phosphatases), son un grupo con varios
miembros muy heterogéneos en cuanto a expresion y muy versatiles en cuanto a
especificidad de sustrato. Dos de las mas estudiadas son la forma placentaria PLAP (del
inglés placental-like alkaline phosphatase) y la forma no especifica de tejido TNAP (del
inglés tissue-nonspecific alkaline phosphatase); hidrolizan nucledtidos tri-, di- vy
monofosfato de adenina con liberacion de fosfato inorganico (Yegutkin 2008, 2014). En
la Figura I5 se representan las 4 familias de ectonucleotidasas, indicando el nombre de

sus miembros de membrana y sus actividades hidroliticas.
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Figura IS. Representacion de las diferentes familias de ectonucleotidasas y sus miembros presentes en la
membrana celular. Imagen adaptada de Martin-Satué M et al.,, 2019. Abreviaturas: NTP: nucledtido
trifosfato; NDP: nucledtido difosfato; NMP: nucledtido monofosfato; cNMP: nucledtido monofosfato
ciclico; N: nucledsido. Fuente: elaboracion propia. Se ha usado el software Adobe lllustrator (Adobe Inc.,

2019. Adobe lllustrator, disponible en: https://adobe.com/products/illustrator).

El control final de la generacion de adenosina a partir de ATP lo ejercen las enzimas
CD73 vy las fosfatasas alcalinas. Sin embargo, el nivel de nucledsidos extracelulares
también se controla mediante transportadores, los llamados transportadores
concentrativos, CNT, (del inglés concentrative nucleoside transporters) y equilibrativos,
ENT, (del inglés equilibrative nucleoside transporters), también conocidos como SLC28 y
SLC29 (del inglés solute carrier), respectivamente. Los CNT participan en la captacién
unidireccional de nucledsidos hacia el interior celular mediante difusién dependiente de
sodio, en cambio, los transportadores ENT, captan o expulsan los nucledsidos por
difusion facilitada en funcién del gradiente (Farré et al. 2004; Pastor-Anglada et al.
2005). La inactivacién de la adenosina ectoenzimatica ademas es posible gracias a la
accion de la adenosina desaminasa (ADA). ADA es una enzima intracelular con capacidad
de transformar la adenosina en inosina, pero, en asociacion con la proteina de
membrana dipeptidil/peptidasa IV (CD26), o en su forma soluble, también actua
extracelularmente (Yegutkin 2008). Otro de los mecanismos que utiliza ADA para formar
inosina es por acoplamiento a receptores de adenosina, normalmente A; o Az (Pacheco

et al. 2005).
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Una de las caracteristicas que hace de interés el estudio de estas enzimas de membrana
es la posibilidad de deteccién de la actividad enzimatica asociada usando técnicas
colorimétricas y técnicas histoquimicas y citoquimicas in situ (Yegutkin 2014). La técnica
colorimétrica mas utilizada consiste en la determinacion del fosfato inorganico
generado en la reaccién de hidrdlisis de nucledtidos como el ATP por parte de células
en cultivo, homogenados celulares o de tejidos, o ectoenzimas purificadas. Para estos
experimentos se utiliza el colorante verde de malaquita que reacciona con el fosfato
inorganico pudiendo realizarse mediciones colorimétricas que varian en funcion de la

cantidad de fosfato (Lanzetta et al. 1979).

Ademas, la actividad enzimatica también se puede poner de manifiesto en células y en
cortes histoldgicos de tejido, siendo muy Util para para definir los tipos celulares que
llevan a cabo la hidrdlisis de nucledtidos en un determinado tejido. La distribucion de la
actividad de las ectonucleotidasas puede caracterizarse mediante la incubacién de
secciones de tejido congeladas (histoquimica) o células fijadas (citoquimica) con nitrato
de plomo [Pb(NOs),] y diferentes sustratos de las ectonucleotidasas. El ATP, ADP y otros
NTP y NDP se afiaden para medir las reacciones derivadas de las NTPDasas. El AMP se
afiade para la evaluacion de la actividad de ecto-5'-NT/CD73. Otros sustratos sintéticos,
como el nitroazul tetrazolio (NBT, del inglés nitroblue tetrazolium) y el fosfato de 5-
bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP, del inglés bromo-chloro-indolyl phosphate) se utilizan
para determinar la actividad de las fosfatasas alcalinas. En la actividad de las NPPs el
sustrato que se usa es la tiamina pirofosfato (TPP, del inglés, thiamine pyrophosphate).
El fosfato liberado en la hidrélisis precipita como fosfato de plomo (PbP) en las
localizaciones donde ha habido hidrdlisis de ATP. La posterior incubacion con sulfuro de
amonio [(NH4),S], da lugar a sulfuro de plomo (PbS), de color marrdn, visible con el
microscopio optico. Esta técnica se desarrolld en los afios 50 por Wachstein y Meisel
para caracterizar histoquimicamente las fosfatas hepaticas (Wachstein and Meisel
1957). De los estudios derivados, se establecid al método como tincidon de Wachstein-

Meisel o técnica del fosfato libre.

Ademads, estas técnicas permiten la caracterizacion de inhibidores de las actividades
ectonucleotidasas. Uno de los mas estudiados es un potente inhibidor de la actividad

AMPasica de CD73, el alfa-beta ADP-metileno (afmeADP, del inglés alpha,beta-
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methylene-ADP), estudiado como un posible agente terapéutico al inhibir la generacién
de adenosina extracelular en el cancer (Bhattarai et al. 2015), fendmeno que se revisara
mas adelante. Los analogos del ATP y otros compuestos no derivados de éste, como la
suramina, o los polioxometalatos (POM) y el PPADS (del inglés, pyridoxalphosphate-6-
azophenyl-2',4'-disulfonic acid), también inhibidor de algunos receptores P2X, se usan
como inhibidores de NTPDasas, con un poder selectivo variable entre ellas (Al-Rashida

et al. 2017).
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Figura 16. Esquema que incluye los pasos principales del método basado en

fosfato de plomo para la detecciéon de la actividad ecto-nucleotidasa.
Abreviaturas: Pi: fosfato inorganico. Imagen obtenida de Martin-Satué M et al

2019, incluida en el anexo.

Todas estas técnicas han sido de gran utilidad en el establecimiento de las bases de la
sefializacion purinérgica en el control del ATP extracelular como neuromodulador en el
sistema nervioso murino (Langer et al. 2008). En el contexto del grupo de investigacion

en el que se ha elaborado esta tesis, las ectonucleotidasas han sido caracterizadas en el
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sistema reproductor femenino y masculino, murino y humano, en términos de

expresion y actividad enzimatica (Aliagas et al. 2010, 2013, 2014; Trapero et al. 2019b).

La presente tesis doctoral aporta mejoras metodoldgicas en la identificacion de las
ectonucleotidasas en tejido, que han permitido la deteccion simultanea de la expresion
y actividad hidrolitica de las ectonucleotidasas, combinando inmunofluorescencia con la
técnica histoquimica in situ, en una misma muestra. La técnica se desarrolld
inicialmente en trompa uterina humana y su uso se ha aplicado después en los estudios
de cancer de endometrio aqui presentados. Los detalles metodoldgicos se incluyen en

los Capitulos 4y 5y en el Anexo 1 de esta tesis doctoral.

2.2.1 Familia de las ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasas (NTPDasas)

Las NTPDasas conforman una familia de ectoenzimas con 8 miembros, cuatro de ellas,
la NTPDasal, la NTPDasa2, la NTPDasa3 y la NTPDasa8, localizadas en la superficie
celular, con un dominio catalitico extracelular. La NTPDasa5 y la NTPDasa6 presentan
una localizacion intracelular, aunque por mecanismos de expresion heterdloga se
induce la secrecién de sus formas solubles. Los Ultimos dos miembros, la NTPDasa4 y la
NTPDasa?7 son exclusivamente intracelulares, y realizan su actividad basicamente en el
lumen de varios organulos, como el aparato de Golgi, los lisosomas o las vacuolas
autofagicas, donde se sitla el dominio catalitico. Suelen ensamblarse en formas homo-
oligoméricas, principalmente en dimeros y tetrdmeros de membrana que confiere
mayor capacidad hidrolitica. Estas ectoenzimas presentan dos dominios
transmembrana que confieren estabilidad y especificidad de sustrato al dominio
catalitico extracelular mediante cambios conformacionales en los mondmeros. Las
diferencias de especificidad de sustrato y de intermediarios generados es lo que
caracteriza a cada subtipo de NTPDasa. Asi, la NTPDasal hidroliza eficientemente ATP (y
ADP) a AMP, con poca acumulacién de ADP. En cambio, la accién ATPasica de la
NTPDasa2, inicialmente denominada ecto-ATPasa, genera grandes cantidades de ADP y
poco AMP. La NTPDasa3 es menos selectiva y produce niveles similares de ADP y AMP

en presencia de ATP (Robson et al. 2006; Zimmermann et al. 2012).
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La expresion de las NTPDasas es constitutiva en multiples tejidos humanos. El primer
miembro en caracterizarse fue la NTPDasal, inicialmente denominada ectoapirasa y
posteriormente CD39, dando nombre a la familia. En esta memoria, a partir de aqui, se
utilizard, a menudo, CD39 para hacer referencia a NTPDasal. Estd muy expresada en el
sistema vascular, tanto en el endotelio como en el musculo liso asociado (Robson et al.
2005) y también se expresa de modo abundante en células del sistema inmunitario,
como en las NK (del inglés, natural killer), monocitos, células dendriticas y en linfocitos T
reguladores (T.cg). Debido a esta expresion, se le considera un elemento clave, junto con
CD73, en fendmenos de inmunosupresion mediada por adenosina (Dwyer et al. 2007;

Deaglio et al. 2007), que se veran mas adelante.

La NTPDasa2 se ha identificado en la adventicia de los vasos sanguineos, en las papilas
gustativas y en el tejido conectivo (Robson et al. 2005; Bartel et al. 2006). Se ha
relacionado con zonas del cerebro de raton adulto con capacidad neurogénica, como
las zonas subventriculares de los ventriculos laterales y en el giro dentado del
hipocampo (Braun et al. 2003). También se le atribuye una expresion astrocitica
relacionada con la homeostasis de ciertas células madre neuronales adulta en humanos
(Wink et al. 2003). En el endometrio ha sido identificada en una subpoblacién de células

madre estromales (Trapero et al. 2019b).

La NTPDasa3 se ha identificado en el sistema nervioso, en las neuronas con expresiéon
de la hiprocretina-1/orexina-A y en neuronas del ganglio dorsal y sus proyecciones
centrales. La alta expresion en zonas como el tadlamo, el hipotalamo y en la médula
oblongada la convierte en la principal responsable de la homeostasis del ATP en estas
regiones. Junto con CD73 se le atribuye un papel en el control de la transmision
mediada por nucledtidos de los circuitos nociceptivos (Belcher et al. 2006). Ademas,
tiene expresion en diversos epitelios, como en las vias respiratorias, el rifidn, el higado y
en diferentes érganos del sistema reproductor femenino y masculino (Lavoie et al.
2010, 2011). Es la principal ectoenzima en las células B de los islotes de Langerhans
pancreaticos, y aunque se le ha atribuido un papel en la secrecion de insulina, se ha
comprobado que la delecion de NTPDasa3 incrementa el metabolismo basal,
produciendo una mejor tolerancia a la glucosa sin afectar los niveles de insulina en

estudios knockout para NTPDasa3 (Syed et al. 2013; Sandhu et al. 2021).
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2.2.2 Familia de las ectonucleétido pirofosfatasas/fosfodiesterasas (NPPs)

Las NPPs conforman una familia de siete enzimas transmembrana de tipo Il (NPP1-3)
con un dominio extracelular catalitico y de tipo | (NPP4-7), con capacidad de hidrélisis
de diferentes sustratos, entre ellos, el ATP. También existen formas solubles de las NPP
en algunos tejidos. Las NPP1-3 son enzimas con capacidad de hidrolizar sustratos
naturales con enlaces fosfodiéster como los oligonucledtidos o la esfingomielina en
ambientes ligeramente alcalinos, pero también actUan sobre sustratos artificiales o
sintéticos como el p-nitrofenil 5’-timidina monofosfato (p-Nph-5-TMP). Los nucleétidos
di y trifosfato, la nicotinamida adenina dinucledtido, el flavin adenin dinucledtido, los
azUcares de UDP y el sustrato artificial tiamina pirofosfato (TPP) son las moléculas
clasicas hidrolizables por las NPP1-3. Estas enzimas, por lo tanto, no tienen la capacidad

de hidrolizar AMP (Goding et al. 2003; Yegutkin 2014).

Las NPP de tipo Il son las mas ampliamente distribuidas. La NPP1 fue la primera en
caracterizarse en el sistema inmunitario como plasma cell antigen 1 o PC-1 por su
expresion en células plasmaticas y linfocitos murinos. En humanos se expresa también
en hueso y cartilago, corazén, higado, placenta y testiculo. Tiene una importante
funcién en el rifidn con expresién limitada en los tubulos contorneados distales (Yano et
al. 1987; Huang et al. 1994). La NPP2, también denominada autotaxina, se encuentra
localizada en tejido neuronal, placenta, ovarios e intestino delgado. En modelos
murinos se le ha atribuido un papel importante en diferentes estadios de maduracion
de los oligodendrocitos (Lee et al. 1996; Fuss et al. 1997). NPP3, o gp130"®2®, fue
descrita previamente como factor importante en la diferenciacion astrocitica, ya que se
detecta en astrocitos naives, pero pierde expresion en los maduros. Estd relacionada
con activacion de los basofilos, aumentando sus niveles en basoéfilos activados. También
se encuentra en la préstata, en el Utero y el colon (Blass-Kampmann et al. 1997; Jin-Hua

et al. 1997).

2.2.3 Familia Ecto-5'nucleotidasa o CD73

La familia 5’-nucleotidasa tiene un Unico miembro de membrana, la ecto-5'-
nucleotidasa, o CD73, que es la enzima limitante en la generacion de adenosina

extracelular. CD73 es una glicoproteina unida a la membrana mediante glicosil fosfatidil
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inositol; hidroliza de modo muy eficiente AMP extracelular, generando adenosina.
Aungue la forma mas estudiada es la unida a membrana, existen dos formas solubles de

CD73 con diferente especificidad de sustrato (Zimmermann 1992).

La forma de membrana se presenta en forma de dimero, necesario para su funcién
hidrolitica en numerosos tejidos. Se expresa en la mayoria de los epitelios. Entre otras
funciones, CD73 participa en el mantenimiento de la permeabilidad endotelial y
epitelial, e influye en el transporte de iones y secrecion de fluidos. Es importante
también en la generacion de adenosina derivada de situaciones hipdxicas celulares,
influyendo en la respuesta a la hipoxia y facilitanto la adaptacién celular a ésta (Gnaiger
2001). Dada su fina actividad y su expresiéon, CD73 es objeto de numerosos estudios
encaminados en disminuir o inhibir su actividad hidrolitica, en particular en el campo de

la inmuno-oncologia, que se revisarda mas adelante (Colgan et al. 2006).

2.2.4 Familia de las fosfatasas alcalinas

Las fosfatasas alcalinas son ectoenzimas de membrana muy versatiles en cuanto a
especificidad de sustrato. Son glicoproteinas diméricas que precisan de iones zinc y
magnesio para realizar la hidrdlisis de una gran variedad de compuestos con uniones
monofosfato. Las fosfatasas alcalinas, como su nombre indica, responden con mayor
actividad en medio alcalinos, a pH entre 9.3 y 10.3, aunque siguen siendo activas en un
pH fisioldgico. También hay formas solubles, con localizaciones intracelulares, siendo las
mas importantes las formas microsomales, nucleares y en el aparato de Golgi. Las
fosfatasas alcalinas catalizan la hidrdlisis principalmente de monoésteres de acido
fosférico, entre los que encontramos al ATP, ADP, AMP, glucosa-1-fosfato, glucosa-6-
fosfato y el propio pirofosfato inorganico (PPi). Existen otros sustratos mas complejos
que se encuentran de forma natural en el organismo como el 5-piridoxal fosfato o

vitamina B5 o la fosfoetanolamina (PEA, del inglés phosphoethanolamine) (Simko 1991).

En humanos existen dos grupos principales de fosfatasas alcalinas de membrana
diferenciadas basicamente por su distribuciéon tisular: (i) las fosfatasas alcalinas no
especificas de tejido (TNAP, del inglés tissue non-specific alkaline phosphatase) vy (ii), las

fosfatas alcalinas especificas de tejido. En este segundo grupo encontramos a la
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fosfatasa alcalina placentaria o (PLAP, del inglés placental-like alkaline phosphatase), a
la fosfatasa alcalina de célula germinal (GCAP, del inglés germ-cell alkaline phosphatase)
y a la fosfatasa alcalina intestinal (IAP, del inglés intestinal alkaline phosphatase) (Buchet
et al. 2013). Las funciones de las fosfatasas alcalinas, por lo tanto, estaran determinadas
por la tipologia tisular y celular donde se encuentran expresadas. La TNAP tiene una
funcion clara en procesos de mineralizacién ya que se encuentra muy expresada en
tejido 6seo, ademas de higado vy rifién. TNAP ademds es una enzima muy activa en la
zona neuronal ventricular y subventricular durante el desarrollo embrionario, zonas
relacionadas con un alto nivel de proliferacién celular. PLAP, por su distribucion, es
esencial en el control del crecimiento fetal, ya que su sintesis se induce en las células
sincitiotrofoblasticas placentarias que permiten la transferencia de nutrientes al feto.
En varios tipos de cancer, sobretodo del aparato reproductor tanto femenino como
masculino se han detectado niveles elevados de PLAP (Buchet et al. 2013; Zaher et al.

2020).

2.3 Las ectonucleotidasas en el sistema reproductor femenino

Algunos elementos de la via purinérgica participan activamente en la funcion de los
sistemas reproductores tanto femenino como masculino. De hecho, el ATP vy Ia
adenosina extracelular ejercen funciones clave en la reproduccion. En el sistema
reproductor masculino, el ATP tiene un papel crucial en los procesos fisiolégicos
dependientes de contraccion muscular, como es el caso de la ereccion, por relajacion
del tejido cavernoso, y la eyaculacidon, por contraccién de la musculatura del conducto
deferente, por su union a receptores de tipo P2Y y P2X, respectivamente (Sneddon and
Westfall 1984; Wu et al. 1993). El ATP también regula los procesos de
espermatogénesis y de capacitacién espermatica, donde las células de Sertoli y las
células germinales difieren entre si en la expresion de los receptores para ATP con
niveles fluctuantes durante el proceso de maduracién, como por ejemplo P2X; (Glass et

al. 2001).

En el sistema reproductor femenino, el ATP regula la secrecién mucosa de las glandulas
cervicales (Gorodeski 1995), e inicia y mantiene la contraccidon miometrial (Hutchings et

al. 2009). La adenosina también participa en los procesos de capacitacién espermatica
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(Minelli et al. 2004), en los procesos post-implantacionales (Blackburn et al. 1992) y en

el control del tono miometrial (Gillman and Pennefather 1998).

La mayoria de ectonucleotidasas explicadas se han detectado en el endometrio humano
sin patologia, algunas con expresion fluctuante durante el ciclo menstrual. Las
fosfatasas alcalinas, tanto PLAP como TNAP, se expresan en el epitelio glandular y
luminal endometrial con disminucién de los niveles en la fase secretora. NPP1 y NPP3 se
localizan también en el epitelio endometrial, aunque con expresiéon complementaria
entre ciclos. Ecto-5'-NT o CD73 presenta heterogeneidad en su expresion con altos
niveles en el endometrio. Se expresa en el epitelio glandular y en el estroma, donde
adopta altos niveles en la fase secretora. En cuanto a las NTPDasas, se conoce la
expresion de la NTPDasal en las células estromales endometriales juntamente con
CD73. Ademas, también se localiza en el endotelio de los vasos miometriales. La
NTPDasa3 se expresa homogéneamente en el epitelio glandular y luminal, asi como en
la capa muscular de las arterias espirales. La Figura 17 identifica la localizacién de las

ectonucleotidasas en el endometrio no patoldégico.
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Figura 17. Representacién de las diferentes familias de
ectonucleotidasas expresadas en el endometrio no patoldgico.
Se muestra la expresion en el epitelio glandular, en el
estroma y en las arterias espirales que irrigan el endometrio.
Ademds, se indica en qué fase del ciclo se expresa la
ectonucleotidasa (p: proliferativo; s: secretor; a: atrofico. La

imagen se ha obtenido de Aliagas E et al 2013.

Recientemente, estudios de nuestro grupo, incluidos en la tesis doctoral de la Dra. Carla
Trapero y publicados en la revista Purinergic Signalling (Trapero et al. 2019b), han
descifrado la expresion de NTPDasa2 en el endometrio no patoldgico. La falta de
herramientas moleculares habia dificultado su identificacién previa. NTPDasa2 se
expresa en el epitelio endometrial, tanto de superficie como glandular, en particular en
las células ciliadas. En el estroma, NTPDasa2 se localiza en la capa basal y también
siguiendo un patréon periglandular y perivascular. Como se ha comentado, la NTPDasa2
se ha relacionado con los nichos de células madre neuronales y, en el endometrio, se ha
detectado su presencia en la subpoblacion de células madre mesenquimales

endometriales perivasculares con expresion de sushi domain-containing protein 2
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(SUSD2)(Gargett et al. 2016), con posibles funciones en la homeostasis de estas células

(Trapero et al. 2019b).

Resulta evidente la relacion entre las ectonucleotidasas y el mantenimiento de una
correcta homeostasis endometrial. Se pone de manifiesto la necesidad de estudio de la
sefializacién purinérgica en patologias endometriales, con posibles alteraciones en la
expresion y actividad de las ectonucleotidasas, como en el caso de la endometriosis. En
esta patologia, con un importante componente inflamatorio, se ha detectado una
disminucion de la expresiéon estromal del eje CD39-CD73, con tendencia a acumular
ATP, cuyas propiedades proinflamatorias favorecerian los sintomas de la enfermedad
(Trapero et al. 2019a; Trapero and Martin-Satué 2020). En el cancer de endometrio,
estudios previos que se abordardan en los siguientes apartados, demuestran la

implicacién de las ectonucleotidasas en la enfermedad.

3. LA SENALIZACION PURINERGICA EN EL CANCER

El estudio del ATP y la adenosina representa actualmente un objetivo en la investigacion
biomédica por su implicacién en los procesos de progresion tumoral y su potencial
terapéutico, basado en el bloqueo selectivo de sus receptores o de las enzimas que los
regulan. La concentracion de ATP extracelular en condiciones fisiolégicas se sitla en el
rango nanomolar y se regula de modo eficiente por la accion de las ectonucleotidasas.
En la mayoria de los tumores, la concentracion de ATP se eleva al rango micromolar
(Pellegatti et al. 2008), principalmente por procesos de estrés tisular que conducen a la
muerte celular, ejerciendo una potente sefializacion. Para contrarestar los efectos
deletéreos de este aumento, las células tumorales suelen presentar mayor actividad de
las ectonucleotidasas, incrementando la hidrélisis del ATP y acumulando, entonces,
adenosina en el microambiente tumoral, cuyo efecto inmunosupresor favorece el

crecimiento tumoral (Zimmermann 2016; Di Virgilio and Adinolfi 2017; Faas et al. 2017).

Los nucledtidos en los tumores ejercen un rol dual: (i) actian como sefializacién
autocrina entre las células tumorales afectando directamente a la fisiologia tumoral en

términos de proliferacién y crecimiento, y (ii) regulan la respuesta inmunitaria
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antitumoral (Campos-Contreras et al. 2020). La activacion de los receptores P2Y y P2X
ejerce diferentes funciones en el cancer. El receptor P2Y,, cuya expresion estd elevada
en varios tumores (Greig et al. 2003), promueve la proliferacién tumoral mediante
activacion por ATP o UTP (Tu et al. 2000). Uno de los mas estudiados en céncer es el
receptor P2X5, relacionado con mecanismos de induccion de apoptosis (Schneider et al.
2006). Incrementos en los niveles de P2XR; se han observado en tumores de mama,
ovario (Vazquez-Cuevas et al. 2014; Amoroso et al. 2016) y colorectal (Zhang et al.
2019), aunque en otros tipos, como el cancer de prostata, se han encontrado formas no
funcionales de P2X5, pudiendo modular negativamente la apoptosis tumoral (Slater et
al. 2004). En cénceres de endometrio P2X; esta disminuido, bloqueando la apoptosis y
favoreciendo la consecuente supervivencia de las células tumorales (Li et al. 2006). El
receptor P2X; en los tumores también estd expresado por las células del sistema
inmunitario como macrofagos, células dendriticas vy linfocitos T. Su activacidon por ATP
induce la secrecién de las interleucinas IL-1B, IL-17 e IL-18 activando la proliferacion,
diferenciacion y activaciéon inmunitaria y promoviendo un estado proinflamatorio vy
antitumoral (Labasi et al. 2002; Pizzirani et al. 2007; Adinolfi et al. 2019). El ATP
extracelular ademas funciona como mecanismo autocrino de activacién de la funcion

citotdxica de los linfocitos (Redegeld et al. 1991; Yip et al. 2009).

Estd claro que el ATP tiene un rol en el crecimiento tumoral. Las células tumorales para
compensar los altos niveles de ATP extracelular, y por ende evadir la respuesta
inmunitaria  proinflamatoria  antitumoral, aumentan la expresion de las
ectonucleotidasas, en especial del tdndem CD39-CD73 (Hausler et al. 2011; Bastid et al.
2015) que hidrolizan secuencialmente y de modo muy eficiente el ATP, convirtiéndolo
en adenosina, cuyos niveles aumentan en el microambiente tumoral. La adenosina
puede actuar directamente sobre la célula tumoral, donde se ha comprobado que
incrementa el potencial metastdsico por activacién del receptor A, (Mittal et al. 2016).
Otro de los receptores P1 activados en las células tumorales es el Ay, que ejerce una
potente sefializacion proliferativa en gliomas (Huang et al. 2016), melanomas (Liu et al.

2020) y en tumores de mama (Mirza et al. 2005).

De hecho, el eje CD39-CD73 también se encuentra aumentado en muchas células

inmunitarias del microambiente tumoral, especificamente en los linfocitos Treg (Deaglio
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et al. 2007; Borsellino et al. 2007; Shi et al. 2019). En este contexto, la sobreexpresion
del eje confiere al microambiente tumoral una acumulacién progresiva de adenosina
por accion de los Treg que ejercen una potente inmunosupresion por la activacion de
sus receptores Ap y Asg. Estos receptores también son activados en células dendriticas,
promoviendo una acumulacién intracelular de AMPc con inhibicion de la proliferacion y
la actividad antitumoral (Huang et al. 1997, Ohta et al. 2006). En los linfocitos T
citotoxicos, activan la apoptosis, disminuyen la proliferacion e inhiben la secrecién de
interferones de tipo y y a promoviendo un fenotipo que se conoce como exhausto, con
poca capacidad antitumoral (Shi et al. 2019). La adenosina, ademas, inhibe la secrecion
de IL-2 (Csoka et al. 2008), contrariamente al ATP (Loomis et al. 2003), e induce la
secrecion de citocinas inmunosupresoras como la IL-10 (Haskd et al. 1996). En la Figura
I8 se muestran los principales efectos de la sobreexpresion del eje CD39-CD73 en la

respuesta inmunitaria antitumoral.
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Figura [8. Representacion de los efectos extracelulares del ATP vy la
adenosina en el microambiente tumoral. El ATP es acumulado en el
microambiente tumoral a consecuencia del estrés celular y puede
aumentar mucho sus niveles por la lisis de las células tumorales. Uno de
los efectos directos es promover una sefializacion antitumoral e
inflamatoria por secrecion de interleucinas activadoras de la respuesta
inmunitaria. La expresién del eje CD39-CD73 tanto en las células
tumorales como en los linfocitos Treg, provoca la hidrélisis de ATP y
acumulacion de adenosina. La adenosina, disminuye la respuesta
inmunitaria antitumoral por accion de los receptores A,y A, en las Treg,
células dendriticas (DC) y linfocitos T citotdxicos (LTc), disminuyendo la
secrecion de IL-2 e IFNy y aumentando la de IL-10, con propiedades
antiinflamatorias. Ademas, la adenosina actta en los receptores ADORA1
tumorales promoviendo la proliferacion de las células tumorales. Formas
mutantes de P2X; también son responsables de una disminucion de la
muerte por apoptosis en la célula tumoral. Imagen de elaboracién propia.
Se ha usado el software Adobe lllustrator (Adobe Inc., 2019. Adobe

lllustrator, disponible en: https://adobe.com/products/illustrator).
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En resumen, CD39 y CD73 actuarian promoviendo el crecimiento y la supervivencia
celular mediante una modulacién de la respuesta antitumoral. Sin embargo, los efectos
derivados de los cambios de expresion de las ectonucleotidasas en las células tumorales
son variados y dependen del tipo de tumor. Un aumento de expresién de CD73 se
relaciona con peor prondstico y agresividad tumoral en el cancer vesicula (Xiong et al.
2014), gastrico (Lu 2013), leucémias linfobldsticas crénicas (Serra et al. 2011) y en el
cancer de mama triple negativo (Loi et al. 2013). Ensayos in vitro han demostrado
ademds que promueve la invasion, migracion y adhesiéon de las células tumorales,
pudiendo ser por mecanismos no relacionados con su actividad AMPasica (Wang et al.
2008; Sadej and Skladanowski 2012). En células tumorales endometriales, CD73 se ha
propuesto como un posible gen supresor tumoral, ya que su pérdida o bloqueo
selectivo induce la progresion tumoral incrementando los niveles de TGF-B1 (Kurnit et
al. 2021) y remodelando el citoesqueleto de actina afectando la migracion e invasion
celulares (Bowser et al. 2016). De hecho, CD73 se ha propuesto como un elemento
clave en la regulacion de la funcién e integridad de muchos epitelios (Bowser and
Broaddus 2016). CD39 ha sido menos estudiada en los tumores ya que su expresion
Unicamente se ha detectado en el componente estromal e inmunitario del tumor, pero
no en la célula tumoral. Se ha detectado expresidon en lineas celulares de tumores de
ovario (Hausler et al. 2011), con niveles similares a CD73, y en otros tipos de cancer

(Bastid et al. 2015).

El eje CD39-CD73 es el mas estudiado, pero no son las Unicas ectonucleotidasasa cuyos
niveles se hallan alterados en el cancer y ya se han diseflado terapias para su bloqueo
en algunos tumores. Asi, NPP1 y NPP3 se han detectado incrementadas en canceres del
conducto biliar, en cancer de colon y astrocitomas (Yano et al. 2003; Yano 2004; Aerts
et al. 2011). Ademas, se utiliza la expresién de NPP3 como diana terapéutica en un tipo
de carcinoma de células renales refractario con altos niveles de esta ectoenzima; en
estos casos la estrategia consiste en el uso de anticuerpos conjugados con farmacos
antineoplasicos como la monometil auristatina F (Dofiate et al. 2016). ADA y su receptor
de anclaje en membrana DPPIV/CD26, se han detectado en altos niveles en suero de
pacientes con carcinomas escamosos orales, en linfomas anapldsticos de célula grande

y en subpoblaciones celulares de linfomas de Hodgkin y no-Hodgkin (Carbone et al.
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1994; Kameoka et al. 2006; Kelgandre et al. 2016) y se han propuesto como
biomarcadores de progresién de enfermedad. Las ectonucleotidasas de la familia de las
fosfatasas alcalinas se han relacionado con tumores del tracto reproductor tanto
masculino como femenino, con expresion de PLAP en tumores de ovario y de TNAP en

los carcinomas testiculares in situ y germinales (Roelofs et al. 1999; Orsaria et al. 2016).

3.1 Las ectonucleotidasas en el cancer de endometrio

No hay muchos estudios sobre la sefializacién purinérgica en el cancer de endometrio.
Se conoce la actividad del eje CD39-CD73 en los dos tipos histolégicos mas frecuentes
de cancer de endometrio, el endometrioide y el seroso, donde CD39 se expresa junto a
CD73 en el microambiente de estos tumores. CD73, se expresa también en el epitelio
tumoral (Aliagas et al. 2014; Bowser et al. 2016; Kurnit et al. 2021). Por otro lado, la
expresion disminuida de DPPIV/CD26 en tumores de endometrio (Khin et al. 2003)
contribuiria a mantener reducida la hidrdlisis de adenosina extracelular. Estos datos
indican que, en el estroma de estos tumores, concurren los eventos necesarios para
mantener niveles aumentados de adenosina compatibles con sus efectos

inmunosupresores.

En las células tumorales el papel de las ectonucleotidasas parece estar mas relacionado
con fendmenos como la supervivencia, proliferacién y capacidad de migracién e
invasion celulares. En esta tesis estudiamos el perfil de hidrdlisis de ATP en el
componente epitelial en el cancer de endometrio, teniendo en cuenta Ia

heterogeneidad intra e intertumoral.
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HIPOTESIS Y OJETIVOS

Dados los antecedentes explicados en la introduccion sobre la participacién de la
sefializacién purinérgica, en particular de las ectonucleotidasas, en el cancer de
endometrio, en esta Tesis hemos profundizado en el estudio del papel de las
ectonucleotidasas en esta patologia, analizando tejido tumoral humano, cultivos

celulares, organoides y modelos de tumorigenésis en ratén.

La hipdtesis de la tesis es que la expresion diferencial de las ectonucleotidasas en el
cancer de endometrio influye en el fenotipo tumoral;, se espera que su mejor
conocimiento contribuya a mejorar el diagndstico y tratamiento de la enfermedad. De

aqui se proponen los 2 objetivos principales:

1. Analizar la expresion de diferentes miembros de las familias de ectonucleotidasas en
tumores primarios humanos de endometrio, tanto en el componente tumoral como en el

estroma (Capitulos 1, 2 y 3). Los objetivos parciales derivados son:

1.1 Determinar la expresién en las ectonucleotidasas en diferentes tipos de tumores

primarios de endometrio.

1.2 Determinar los parametros clinicopatolégicos asociados a los niveles de expresién

de las ectonucleotidasas en el cancer de endometrio.

1.3. Analizar las consecuencias funcionales de la sobreexpresion de NTPDasa3 en células
de cancer de endometrio en cultivos celulares y en un modelo de tumorigénesis en

raton.

2. Mejorar las herramientas de estudio de las ectonucleotidasas humanas (Capitulos 4 y

5). Los objetivos parciales derivados son:

2.1 Desarrollar la metodologia de estudio que permita detectar simultadneamente la

proteina y su actividad enzimatica en cortes histolégicos.

2.2 Poner a punto un modelo celular en 3D en cultivos de células de cancer de

endometrio y adaptar para su estudio la metodologia de deteccion.
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Esta Tesis estd organizada en cinco capitulos de resultados que corresponden a: 2
articulos publicados, 1 manuscrito finalizado para enviar a revisar para su publicacién, 2
manuscritos en el proceso final de redaccion. Se incluye también un anexo que
corresponde a un capitulo de un libro de metodologia directamente relacionado con la

Tesis, en que el doctorando es co-autor.

Capitulo 1. Titulo: Andlisis de las ectoenzimas NTPDasal, NTPDasa2, NTPDasa3, NPP3,
CD73, CD26, ADA, PLAP y TNAP en tumores primarios de cancer de endometrio. Este
trabajo ha sido llevado a cabo por el doctorando, primer autor del manuscrito

resultante, en proceso de redaccién.

Capitulo 2. Titulo: Caracterizacion del marcador de célula madre mesenquimal
endometrial  ectonucledsido  trifosfato  difosfohidrolasa-2 ~ (NTPDasa2/CD39L1)
en carcinomas de endometrio de alto y bajo grado: pérdida de la expresion
estromal en los fenotipos invasivos. Este capitulo corresponde a la publicacion: Journal
of Personalized Medicine 2021;11(5):331. doi: 10.3390/jpm11050331. Characterization
of the endometrial MSC marker ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-2
(NTPDase2/CD39L1) in low- and high-grade endometrial carcinomas: loss of stromal
expression in the invasive phenotypes. El doctorando es primer autor del articulo (co-

autoria).

Capitulo 3. Titulo: Las ectonucleotidasas de la familia ectonucledsido trifosfato
difosfohidrolasas (CD39) regulan la proliferacion y la  migracion celular
en el cancer de endometrio: analisis histopatolégico, celular y molecular de la
NTPDasa3/CD39L3. Este articulo no se ha utilizado para la realizacion de otra Tesis
doctoral. El doctorando ha tenido un papel principal en el disefio experimental del

trabajo, en la ejecucién y analisis de los experimentos descritos en el articulo.

Capitulo 4. Titulo: Caracterizacion de las ectonucleotidasas en oviductos humanos
con una técnica mejorada que identifica simultdneamentela expresion proteica
y la actividad enzimatica in situ. Este capitulo corresponde a la publicacién:
Histochemistry and Cell Biology, 2018 149(3):269-276. doi: 10.1007/s00418-017-1627-8.
Characterization of ecto-nucleotidases in human oviducts with an improved approach

simultaneously identifying protein expression and in situ enzyme activity. El doctorando
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es 3r autor firmante de este articulo, en el que se describe una metodologia puesta a
punto en el laboratorio. El doctorando participé en el disefio experimental y realizd la co
deteccidn de la actividad ATP-hidrolitica y la expresidn en superficie de la ectoenzima
fosfatasa alcalina placental (PLAP) en lineas de cancer de endometrio. Particip o en la
elaboracién de las figuras y en la redaccion final del manuscrito. El articulo ha sido
utilizado explicitamente en la Tesis doctoral de Carla Trapero Candela, quien ya
comunicé esta situacion al programa de doctorado obteniendo el visto bueno, en

tratarse de un articulo importante por la metodologia usada en las dos Tesis.

Capitulo 5. Titulo: Los organoides derivados de células tumorales endometriales son
herramientas Utiles para el estudio de las enzimas de la familia ectonucledsido
trifosfato difosfohidrolasas (CD39) y para la validacién de inhibidores enzimaticos. Este
trabajo ha sido llevado a cabo por el doctorando, primer autor del manuscrito

resultante, finalizado para enviar a revision para su publicacion.

Anexo. Titulo: In situ identification of ectoenzymes involved in the hydrolysis of

extracellular nucleotides. Immunohistochemistry-The ageless biotechnology. London:

IntechOpen; 2019. Doi: 10.5772/intechopen.84495.
La Directora y Tutora: El Director:
MARTIN G e oor FRANCISCO  Signat digitalment
er
SATUE mFETLN SATUE JAVIER JAVIER MATIAS.
- , MATIAS-GUIU GuIu GUIA/
MIREIA 43685048K GUIA / NUM:2504432

43685048K Fecha: 2022.11.04

17:34:27 +01'00'

68

Data: 2022.11.04
num:2504432 11:13:38 +01'00"



RESULTADOS






CAPITULO 1

Analisis de las enzimas NTPDasal, NTPDasa?2,
NTPDasa3, NPP3, CD73, CD26, ADA, PLAP y TNAP en
tumores primarios de cancer de endometrio
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CAP[TULO 1

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El uso de las técnicas de inmunohistoquimica en la investigacién y diagndstico en
patologia gine-oncoldgica son de gran utilidad pues son reproducibles, relativamente
sencillas de ejecutar una vez puestas a punto y perfectamente aplicable en la practica
clinica diaria. Junto con la evaluacién histoldgica, que sigue siendo el gold estandar de la
evaluacién tumoral en el endometrio, la inmunohistoquimica es Util en el diagndstico,
principalmente en aquellos casos de alto grado. Ademds, puede proporcionar
concordancias histoldgicas y genotipicas relevantes a la hora de clasificar a los tumores

(McCluggage 2002; Marjoniemi 2004; Chiang and Soslow 2014).

La expresion y actividad de las ecto-nucleotidasas se ha descrito en el sistema
reproductor femenino humano, en las trompas de Falopio (Villamonte et al. 2018) y en
el endometrio normal, donde se detecta expresion de las cuatro familias. En el epitelio
glandular endometrial, se expresa NTPDasa3, NPP3, PLAP, TNAP y CD73, mientras que
en el estroma predomina el tandem CD39-CD73 (Aliagas et al. 2013). Hasta ahora no
existia un andlisis completo de la expresion de las ectonucleotidasas en el cancer de

endometrio.

Este analisis puede revelar posibles nuevos marcadores de enfermedad en el caso del
cancer de endometrio, resultando de gran interés para el disefio y desarrollo de

modelos de estudio de nuevas herramientas diagndsticas y terapéuticas.

Con el fin de conocer la distribucién y actividad de las ectonucleotidasas en el cancer de

endometrio, los objetivos de este capitulo han sido:

Conocer la expresion de las ectonucleotidasas en el cancer de endometrio,
determinando posibles diferencias entre el compartimento tumoral (epitelial) y el

microambiente (estroma) de los tumores (estudio intratumoral)

Analizar posibles cambios de expresidn entre los distintos tipos de cancer de endometrio

(estudio intertumoral)
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Tejido tumoral

El estudio se desarrollé de acuerdo con los principios éticos de la Declaraciéon de
Helsinki y el protocolo se aprobd por el Comité Etico de Investigacién Clinica del
Hospital Universitario de Bellvitge. Se obtuvieron 57 tumores primarios de endometrio
humano a partir de histerectomias y se diagnosticaron segun su histologia, grado y

perfil molecular.

Los tumores primarios se procesaron para su estudio inmunohistoquimico siguiendo los

protocolos estandares descritos en el laboratorio (Trapero et al. 2019b).
2.2 Anticuerpos

Los anticuerpos primarios usados en los experimentos estan detallados en la Tabla C1-1.
Como anticuerpos secundarios para reconocer los anticuerpos primarios de raton o
conejo, se usaron anticuerpos de cabra conjugados con peroxidasa de rabano (HRP, del
inglés horseradish peroxidase) (EnVision + System; DAKO, Carpinteria, CA, Estados

Unidos) diluidos 1:500 en PBS.

Anticuerpo Huésped/Clon Casa comercial Dilucién

a-ENTPDasal Ratén / BUG1 Ancell 1:500
o-ENTPDasa2 Raton / hN2-H9s http://ectonucleotidases-ab.com/  1:100
a-ENTPDasa3 Ratdén / hN3-B3s http://ectonucleotidases-ab.com/  1:500

a-ENPP3 Ratén / NP4AD6 Abcam 1:100
a-CD73 Raton / 4G4 Abcam 1:50
a-CD26 Ratén / 202-36 Abcam 1:100
a-ADA Conejo poly. NovusBio 1:200
a-PLAP Ratén / 8B6 Sigma-Aldrich 1:1000
a-TNAP Ratén / 3H414 Abcam 1:50

Tabla C1.1. Listado de los anticuerpos primarios usados en los experimentos de
inmunohistoquimica. Se especifica el huésped, el clon, la casa comercial y la dilucién

utilizada.
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2.3 Inmunohistoquimica

Los protocolos seguidos son los usados de modo rutinario en el laboratorio (Trapero et
al. 2019b). En resumen, tras el bloqueo de las uniones inespecificas con 20 % de suero
normal de cabra (Gibco, Paisley, Reino Unido), 0.2 % de Tritén y 0.2 % de gelatina
(Merck, Darmstadt, Alemania) en PBS, los cortes histoldgicos se incubaron durante toda
la noche a 4°C con el correspondiente anticuerpo primario. Se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios adecuados y se
reveld la reaccion mediante DAB (0.6 mg/mL 3,3’-diaminobencidina, 0.5 pL/mL de
peroxido de hidrogeno en PBS). Los nucleos se tifieron con hematoxilina y las muestras

fueron deshidratadas y se realizé el montaje con medio DPX.

Se observaron y fotografiaron las muestras y se registrd y analizd la distribucion del
marcaje. El andlisis se realizd por dos observadores independientes. Se registro la
siguiente informacion: ausencia o presencia de marcaje e intensidad de marcaje en el
tumor y en el estroma, estableciendo cuatro niveles de intensidad; nula (0), leve (+),

moderada (++) y elevada (+++). Todos lo datos se registraron en tablas.

2.4 Andlisis estadistico

La ausencia o presencia de marcaje y el grado vy la clasificacién histoldgica de los
tumores se describieron mediante tablas con recuentos y porcentajes. Se han utilizado
modelos logaritmicos binomiales para evaluar la asociacién entre proteina y tipo
tumoral. Se han validado las condiciones de aplicacién de los modelos y se han evaluado
los intervalos de confianza al 95 %, siempre que ha sido posible. El analisis fue realizado

por la Unidad de Bioestadistica del IDIBELL.
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3. RESULTADOS

3.1 Clasificacidn de los tumores de endometrio incluidos en el estudio

La distribucién de los tumores analizados se indica en la Tabla C1-2. En resumen, segun
la clasificacidn histoldgica, de los 57 tumores incluidos en el estudio, 46 corresponden a
carcinomas endometrioides (80,7 %), 11 a carcinomas no-endometrioides (19,3 %),

incluyendo carcinomas serosos, carcinomas mixtos y carcinosarcomas.

Segun el grado tumoral, un 33,3 % (19/57) corresponden a tumores de grado 1 (todos
de tipo endometrioide), un 17,5 % (10/57) a tumores de grado 2 (todos de tipo
endometrioide) y un 49,1 % (28/57) a tumores de grado 3 (incluyendo endometrioides,

carcinomas serosos, carcinomas mixtos y carcinosarcomas).

En cuanto al tipo molecular los tumores de tipo POLE representaron un 8,77 % (5/57),
los MSI en un 24,6 % (14/57), los CNL en un 43,9 % (25/57) y los CNH en un 22,8 %
(13/57).

Histologia Tabla C1-2. Distribucidon de los tumores analizados seguln la
clasificacién histoldgica, el grado tumoral y su perfil molecular.
Endometrioide 46 (80.7%
N ( 6) Se indica el nimero de muestras de cada tipo y el porcentaje
0-
endometrioide 11 (19.3%) que representan del total.
Grado tumoral
Grado 1 19 (33.3%)
Grado 2 10 (17.5%)
Grado 3 28 (49.1%)
Molecular
POLE 5 (8.77%)
MSI 14 (24.6%)
CNL 25 (43.9%)
CNH 13 (22.8%)
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3.2 Anélisis de la expresion de las diferentes familias de ectonucleotidasas

Mediante inmunomarcaje se ha analizado la expresién de los siguientes enzimas:
NTPDasal/CD39, NTPDasa2, NTPDasa3, NPP3, CD73, CD26, ADA, PLAP y TNAP, en los
dos compartimentos celulares indicados. La informacion se recoge a modo de tabla
(Tabla C1-3). En resumen, en el componente epitelial de los tumores se ha detectado
expresion de todas las proteinas, excepto NTPDasal, aunque con las variaciones que se
indicardn mas adelante; NTPDasal solo se expresa en el estroma y endotelio vascular

de los tumores analizados (Figura C1-1).

Tabla C1-3. Expresién de las ectonucleotidasas en
Tumor Estroma

N=57 (100%) N=57 (100%) parte tumoral (epitelial) y en el estroma en los

tumores analizados. Se indica el numero de

CD39 0 (0%) 57 (100%)

muestras con expresiéon y el porcentaje que

NTPDasa2 48 (84.2%) 21(36.84%) representan del total.

NTPDasa3 31(54.38%) 5(8.77%)

NPP3 31(54.38%) 8(14.03%)
CD73 32(56.14%) 25 (43.85%)
CD26 31(56.52%) 2(3.5%)
ADA 2(3.5%) 9 (15.78%)
PLAP 38 (68.42%)  2(3.5%)
TNAP 17(29.82%) 3 (5.26%)

3.2.1 Expresién en funcién de la clasificacién histolégica de los tumores

El analisis segun la clasificaciéon histolégica en tumores endometrioides y no
endometrioides reveld que la expresion de NTPDasa3 es significativamente superior (p
0,019) en las células tumorales de los carcinomas endometrioides (63,04 % de casos)
que en los no-endometrioides (18,18 % de casos). Estos datos condujeron al estudio
mas amplio de NTPDasa3 del Capitulo 3 de esta tesis. Los mismos resultados se
observan para la expresién de CD73 (p 0,013) entre tumores endometrioides (65,22 %)

y no-endometrioides (18,18 %).
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En cambio, en el estroma tumoral, CD73 solo esta presente en un 34,78 % de tumores

endometrioides y en un 81,82 % en los no-endometrioides (p 0,013).

Las diferencias detectadas en NTPDasa2 se describen con detalle en el Capitulo 2. Los

resultados son mostrados en la Tabla C1-4.

NO
ENDOMETRIOIDE ENDOMETRIOIDE p-valor
N=5, (8.77%) N=14, (24.56%)
0, 0, =
e T 0(0%) 0 (0%)
S 5(100%) 11 (100%) 3
0, 0,
NTPDasay T 4(86:96%) 8 (72.73%) 0.482
S  19(41.3%) 2 (18.18%) 0.28
0, 0, *
NTPDasaz ¥ 29(63.4%) 2 (18.18%) 0.019
S 5(10.87%) 0 (0%) 0.581
e T 27(58.7%) 4(36.36%) 0.318
S 5(10.8%) 3 (27.27%) 0.356
o T 30(65.22%) 2(18.18%) 0.013*
S 16 (34.78%) 9 (91.82%) 0.013*
0, O,
o T 26(56.52%) 5 (45.45%) 0.745
S 2(4.35%) 0 (0%) 1
s T 2(4.35%) 0 (0%) 1
S  7(15.22%) 2 (18.18%) 1
- T 33(71.74%) 6 (54.55%) 0.459
S 1(2.17%) 1(9.09%) 0.835
0,
S T 14(30.43%) 3 (27.27%) 1
S 1(2.17%) 1(2.17%) 0.166

Tabla C1-4. Expresién de las ectonucleotidasas en funcién del tipo

histoldgico (endometrioides y no endometrioides). Se indica el nimero de

muestras con expresién y el porcentaje que representan del total. T hace

referencia a area del tumor y S al estroma. * p<0,05
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3.2.2 Expresion en funcidn de la clasificacion molecular de los tumores

En el anadlisis en base a la clasificacién molecular se ha determinado, como en el
anterior, la ausencia o presencia de las proteinas entre los tumores de tipo POLE, MSI,
CNL y CNH. Segun este analisis también se identificaron diferencias significativas en la
expresion de NTPDasa3 (p 0,049) entre los diferentes tipos moleculares; la mayoria de
los de tipo MSI y CNL presentan expresion de NTPDasa3 (71,43 y 64 %,
respectivamente), mientras que los de tipo POLE son los de menor expresion (20%).
CD73 también presenta asociacion significativa entre grupos (p 0,016); en este caso, los

tumores de tipo CNL son los que tienen mas casos con expresion de CD73, con un 76 %.

La expresion de TNAP también varia entre los diferentes tumores, observando un mayor
de casos positivos en la célula tumoral en los tumores de tipo POLE y CNL (60 y 44 %,
respectivamente) en comparacion con los tumores MSI y CNH (7,14 y 15,38 %,
respectivamente), siendo las diferencias estadisticamente significativas (p 0,025). Estas
diferencias no se observaron por la clasificacion histoldgica. Los resultados se indican en

la Tabla C1-5.
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POLE MSI CNL CNH-SL p-valor
N=5, N=14, N=25, N=13,
(8.77%) (24.56%) (43.85%)  (22.80%)
B T 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
S 5(100%) 14 (100%) 25(100%) 13 (100%) -
0, 0,
NTPDasa2 4(80%) 12(85.71%) 22(88%)  10(76.92%) 0.83
2 (40%) 2(14.29%)  13(52%)  4(30.77%) 0.124
0, *
s e 1(20%) 10(71.43%) 16(64%)  4(30.77%)  0.049
0 (0%) 1(7.14%) 3 (12%) 1(7.69%) 0.832
— T 1(20%) 8(57.14%)  14(56%)  8(61.54%)  0.437
S 0(0%) 1(7.14%) 3 (12%) 4(30.77%)  0.215
co7a T 2(40%) 8(57.14%)  19(57%)  3(23.08%)  0.016*
S  1(20%) 4(28.57%)  1(40%) 10(76.92%)  0.038*
- T 3(60%) 7 (50%) 16 (64%)  5(38.46%)  0.488
S 0(0%) 1(7.14%) 1(4%) 0 (0%) 0.749
— T 0(0%) 0 (0%) 1(4%) 1(7.69%) 0.71
S  1(20%) 5(35.71%)  2(8%) 1(7.69%) 0.11
S T 5(100%) 10(71.43%) 17(68%)  7(53.85%)  0.302
S 0(0%) 0 (0%) 2 (8%) 0 (0%) 0.448
— T 3(60%) 1(7.14%) 11(44%)  2(15.38%)  0.025*
S .(0%) 1(7.14%) 2 (8%) 0 (0%) 0.688

Tabla C1-5. Andlisis de la asociacién de la presencia de las ectonucleotidasas en el drea del tumor
(T) y en el estroma (S) entre los tumores segun la clasificacién molecular. Se indica el nimero de

muestras con expresion y el porcentaje que representan del total. * p<0,05

3.2.3 Expresién en funcion del grado tumoral

Atendiendo al grado, en la zona tumoral, CD73 presenta una marcada heterogeneidad
entre grado bajo y alto, siendo la mayoria de los casos de grado 1 (94,74 %) y de grado 2
(80 %) positivos y solo un 21,43 % de los casos de grado 3. La asociacion entre CD73 del
tumor y el grado tumoral es significativa (p<0,001). En el estroma también existe
asociacion significativa con el grado, aunque en sentido contrario al tumor (p.0,01); asi,
un 67,86 % de casos de grado 3 son positivos y solo un 26,32 % de grado 1y un 10 % de
grado 2.
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Esta comparativa por grados ha puesto de manifiesto asociacion entre la expresion de
diferentes proteinas y el grado tumoral. Es el caso de NTPDasa2, cuya expresion en el
estroma disminuye con el grado. En el caso de NTPDasa3, queda clara la pérdida de
expresion con el grado tumoral (p.0,018). Lo mismo sucede con la expresién de TNAP

(p.0,01). Los resultados se indican en la Tabla C1-6.

GRADO 1 GRADO2 GRADO3  p-valor
N=19, N=10, N=28,
(33.33%) (17.54%)  (49.12%)
s T 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) -
S 19(100%)  10(100%) 28(100%) -
0, 0, 0,
NTPDasay T 18(9474%) 9(90%)  21(75%)  0.164
S 11(57.89%) 4(40%) 6(21.43%) 0.038*
1v) 0, o *
NTPDasaz T 13(67.42%)  8(80%) 10(35.71%) 0.018
S 2(10.53%)  1(10%) 2(7.14%)  0.912
— T 14(73.68%) 5(50%) 12 (42.86%) 0.109
S 2(10.53%) 1(10%)  5(17.86%) 0.716
o732 T 18(94.74%) 8 (80%) 6(21.43%) <0.001*
S 5(26.32%)  1(10%) 19 (67.86%) 0.001*
G5 T 12(63.16%) 6(60%) 13 (46.43%) 0.498
S 0(0%) 1(10%) 1(3.57%)  0.38
— T 1(5.26%) 0 (0%) 1(3.57%)  0.765
S 2(10.53%) 1(10%) 6(21.43%) 0.517
il T 15(78.95%) 9 (90%) 15(53.57%) 0.05
S  1(5.26%) 0 (0%) 1(3.57) 0.765
— T 10(52.63%) 0(0%) 7(25%) 0.01*
S 1(5.26%) 0 (0%) 2(7.14%)  0.686

Tabla C1-6. Andlisis de la asociacion de la presencia de las ectonucleotidasas en la
zona tumoral (T) y en la zona estromal (S) entre los tumores segln el grado. Se
indica el nimero de muestras con expresion y el porcentaje que representan del

total. *p<0,05.

81



CAP[TULO 1

4. DISCUSION

En este primer capitulo, se ha analizado la expresion de miembros de las diferentes
familias de ectonucleotidasas, mediante técnicas de inmunohistoquimica, en 57
tumores primarios de endometrio. Este estudio ha permitido localizar estas proteinas
en el componente epitelial tumoral y en el estroma. Su expresién en un compartimento
u otro influye en el comportamiento del tumor puesto que condiciona el balance entre
ATP y adenosina, cuyos efectos suelen ser opuestos. Los tumores se han clasificado
segun la tipologia histoldgica, molecular y el grado para estudiar las posibles

asociaciones con la expresion.

La clasificacion de los tumores incluidos en este estudio es representativa de la
heterogeneidad clinica (Cancer Genome Atlas Research Network et al. 2013). La
mayoria de tumores corresponden a formas endometrioides, de grado bajo y medio y
de tipologia molecular MSI y CNL. Los tumores no endometrioides, incluyendo
carcinomas serosos, mixtos y carcinosarcomas, de alto grado, representan menos del 20

% de los casos recogidos.

Uno de los objetivos para mejorar el diagndstico y el tratamiento del cancer es la
identificacion de antigenos especificos, diferenciales, en los tumores (Elliott et al.
2014). La deteccién combinada de varios de estos antigenos mejora la interpretacion
clinica del tumor y su prognosis, el diagndstico y la decisidon del tratamiento. Algunos de
estos antigenos son receptores de membrana, como es el caso de HER-2, usado como
marcador de progresion tumoral y respuesta a tratamiento en el cancer de mama
(Wolff et al. 2007) y uno de los receptores mencionados en el apartado Introduccion
con sobreexpresion detectada en el cancer de endometrio (Berchuck et al. 1991). El
desarrollo y validacidon de anticuerpos especificos contra antigenos de membrana

celulares es de gran interés en la investigacién oncolégica (Bordeaux et al. 2010).

La principal limitacion del estudio de las ectonucleotidasas es la diversidad de miembros
de las diferentes familias; el desarrollo de nuevas herramientas moleculares para su
identificacion y la validacion de inhibidores especificos de su actividad, es uno de los
retos de la investigacion en el ambito de la sefializacién purinérgica y uno de los

objetivos de investigacion de nuestro grupo. A medida que se validan nuevos
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anticuerpos, se puede ir completando el escenario purinérgico en los diferentes tejidos.
Ya se conocia la presencia del eje CD39-CD73 en el cancer de endometrio (Aliagas et al.
2014), y la expresion diferencial de CD73 se ha relacionado con el grado tumoral
(Bowser et al. 2016; Kurnit et al. 2021). En el estroma de los tumores existe una elevada
actividad adenosinérgica de este eje. Hemos corroborado estos datos en este estudio.
Ademas, aqui, hemos ampliado el estudio, utilizando nuevos anticuerpos validados
especificos para NTPDasal/CD39, NTPDasa2, NTPDasa3, NPP3, CD26, ADA, PLAP y
TNAP. Hemos demostrado que las ectonucleotidasas que se expresan en el componente
epitelial del tumor en el cancer de endometrio son: NTPDasa2, NTPDasa3, NPP3 y CD73.
Segun este patron, en las células epiteliales tumorales en el cancer de endometrio, el

tdndem mas eficiente en la hidrdlisis de ATP hasta adenosina, es NTPDasa3-CD73.

El hallazgo de NTPDasa2, cuya expresion en el estroma correlaciona con la capacidad

invasiva de los tumores, se detalla en el Capitulo 2 de esta memoria.

Hemos demostrado que existe heterogeneidad en la expresion de las ectonucleotidasas
entre los diferentes tipos de tumores de endometrio. Asi, los tumores de tipo
endometrioide y de grado 1 y grado 2, tienen expresion de NTPDasa2, NTPDasa3 y
CD73 en el epitelio tumoral. En cambio, los tumores de tipo no-endometrioide y de
grado 3, en su mayoria, no expresan NTPDasa3 ni CD73 en el epitelio tumoral, aunque si

NTPDasa2 en proporciones similares a los anteriores.

En otros estudios, con modelos animales de carcinoma urotelial también se ha
detectado una disminucion de la expresién tumoral de NTPDasa3 a medida que
aumentaba la progresion tumoral (Rockenbach et al. 2014). Estos resultados, ademas
concuerdan con la propuesta de que CD73 actla como supresor de la progresion
tumoral del cancer de endometrio, relacionando la pérdida de expresion con
malignidad e invasividad de las células epiteliales tumorales endometriales (Bowser et

al. 2016; Kurnit et al. 2021).

Como se ha mencionado, el eje CD39-CD73 esta sobreexpresado en muchos tumores,
influyendo en la actividad inmunitaria antitumoral mediante la acumulacién de

adenosina (Allard et al. 2019). Estos datos apuntan a que el aumento de CD73 en el
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estroma tumoral endometrial estd relacionado con este mecanismo de inmunoevasion

tumoral, junto con los altos niveles de CD39 observados.

La Figura C1-1 resume de manera visual las alteraciones en la expresién de las

ectonucleotidasas mencionadas entre la histologia y el grado en el tumor y el estroma.

Figura C1-1. Resumen de la expresién proteica Tumor Estroma

de las principales ectonucleotidasas estudiadas EEC NEEC EEC NEEC
Gl,G2 G3 Gl,G2 G3

en el cancer de endometrio: NTPDasal,
NTPDasa2, NTPDasa3 y CD73 en el componente NTPDasal
epitelial (tumor) y en el estroma, segln el grado  NTPDasa2
(G1, G2, G3) y el tipo tumoral. El rojo indica

NTPDasa3

ausencia (o disminucion) de la expresion y el

verde la presencia (o incremento) de expresién CD73
de las diferentes ectonucleotidasas. EEC:
carcinoma de endometrio endometrioide, del
inglés endometrioid endometrial carcinoma; NEEC: carcinoma de endometrio no endometrioide, del

inglés non-endometrioid endometrial carcinoma; G1, G2, G3: grado 1, 2 y 3 respectivamente.

Los tumores de endometrio presentan altos niveles de heterogeneidad a varios niveles,
tanto en el microambiente tumoral, formado por multitud de tipos celulares, como
entre las células tumorales. La clasificacion molecular ha identificado diversas firmas
mutacionales en los tumores de endometrio muy relacionados con el riesgo de
progresion tumoral, recidiva y respuesta a terapia (Cancer Genome Atlas Research
Network et al. 2013; Piulats et al. 2017). Se ha determinado que los tumores de tipo
POLE y con inestabilidad de microsatélites (MSI) suelen responder a las terapias con
inhibidores de puntos de control (en inglés, checkpoint inhibitors). La inmunoterapia se
basa en el uso de anticuerpos que actuan sobre el sistema inmunitario inhibiendo los
receptores que atenuan la respuesta inmunitaria antitumoral (Piulats and Matias-Guiu
2016). Sin embargo, los tumores de tipo CNL y CNH, no suelen responder a
inmunoterapia. Esto se debe a la carga mutacional y a la consecuente cantidad de
neoantigenos expresados por las células tumorales. POLE y MSI son caracterizados por
una alta carga mutacional, ademas, se han detectado altos niveles de linfocitos
infiltrantes antitumorales con capacidad citotdxica y alta expresion de marcadores

checkpoint, haciendo este tipo de tumores mas sensibles a la inmunoterapia. Estas
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caracteristicas no se observan en los tumores de tipo CNH y CNL (van Gool et al. 2015;
Howitt et al. 2015; Piulats et al. 2017). El estroma tumoral descrito aqui coincide con un
ambiente inmunosupresor por accion de la adenosina extracelular. Los tumores CNL y
CNH presentan mayor inmunosupresion, coincidente con la presencia de CD73, que los
tumores POLE y MSI, con expresién de CD73 mas limitada. CD73, por lo tanto, actuaria
favoreciendo este estado inmunosupresor detectado en los tumores CNL y CNH,
generando adenosina eficientemente. Este seria otro mecanismo que utiliza el tumor
para el inmuno-escape, ya que la disminuida carga mutacional en estos tumores es un
factor determinante para la respuesta inmunitaria antitumoral natural (Cancer Genome
Atlas Research Network et al. 2013; Howitt et al. 2015). Por lo tanto, hacemos énfasis
en la valoracion de CD73 como otro posible marcador inmunohistoquimico de
diagndstico y progresion del cancer de endometrio teniendo en cuenta a la clasificacién
molecular. Futuros estudios relativos a esta asociaciéon pueden ir encaminados a
descifrar si existe una relacion de CD73 entre los tumores con alta expresién estromal

entre las diferentes clasificaciones.

En conclusion, en el primer capitulo de la tesis doctoral, se ha abordado un aspecto
necesario para el desarrollo de los posteriores estudios. El objetivo principal ha sido
determinar la expresion de las diferentes familias de ectonucleotidasas en los tumores
de endometrio. Hemos detectado miembros de las diferentes familias tanto en el
componente epitelial tumoral como en el componente estromal. Este estudio nos ha
permitido definir las ectonucleotidasas predominantes en el cancer de endometrio:
NTPDasal, NTPDasa2 y CD73 en el estroma tumoral, y NTPDasa2, NTPDasa3 y CD73 en
el epitelio tumoral. El segundo objetivo ha sido estudiar posibles cambios en la
expresion de las ectonucleotidasas identificadas en los tumores, segin el tipo
histoldgico, molecular y en en funcion del grado tumoral. Hemos descrito una
importante heterogeneidad intertumoral. Este estudio ha definido la priorizacién de los

estudios sobre NTPDasa2 (Capitulo 2) y NTPDasa3 (Capitulo 3).
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CAPITULO 2

La expresién diferencial de NTPDasa2 en el cancer de endometrio en relaciéon al grado
del tumor, descrita en el Capitulo 1, y la reciente caracterizacién de esta enzima en el
endometrio funcional no patoldgico (Trapero et al. 2019b), fue el punto de partida de
este segundo capitulo. Asi, analizamos la expresion de NTPDasa2 en tumores de

endometrio, estableciendo relaciones clinico-patolégicas.
Los principales hallazgos de este estudio son:

La expresion de NTPDasa2 en el componente epitelial de los tumores presenta
variaciones en la distribucion subcelular en funcién del grado tumoral. La expresién
ciliar se pierde al aumentar el grado.

La expresion de NTPDasa2 en el estroma tumoral se limita al estroma de la unidn
tumor-miometrio, pero los fenotipos con invasion miometrial pierden esta expresion.

A nivel de expresion génica, niveles altos de ENTPDZ2 se asocian, en la clinica, a una
mayor supervivencia de las pacientes.

Las células madre mesenquimales endometriales NTPDasa2/SUSD2" también estdn

presentes en el endometrio tumoral.

Este estudio se ha publicado en la revista Journal of Personalized Medicine

2021;11(5):331. doi: 10.3390/jpm11050331. Q1; IF: 4.433.
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and the basalis, adjacent to the myometrium, made up of the basal portions of the glands,
a dense stroma, and blood vessels. The endometrium is a dynamic tissue with recurring
cycles of regeneration to restore the functional layer, shed during menses. This regenerative
capacity requires the presence of adult stem or progenitor cells. It has been suggested that
stem/progenitor cells reside in the remaining basalis of the endometrium [1,2]. Clonogenic
cells, or colony-forming units, have been identified in purified populations of human
epithelial and stromal cells [3]. Despite the robust studies conducted in the field, nicely
reviewed by de Miguel-Gomez et al. [4], more studies are required to deepen our knowl-
edge of the regenerative capacity of the basalis. This highlights the need for describing
endometrial basal stromal markers to provide tools for further study.

Extracellular adenosine triphosphate (ATP), its derived nucleotides, and the nucleo-
side adenosine are mediators of so-called purinergic signaling, which is involved in a wide
range of physiological and pathological conditions, including proliferation, differentiation,
motility, migration, death, and immune responses of cells, among others [5,6]. Ectonu-
cleotide triphosphate diphosphohydrolase-2 (NTPDase2/CD39L1), a cell-surface member
of the NTPDase (CD39) family of ectoenzymes, hydrolyses mainly ATP and, to a much
lesser extent, adenosine diphosphate (ADP) [5]. We have previously described the ex-
pression of NTPDase2 in the cyclic and atrophic human endometrium without changes of
expression along the menstrual cycle [7,8]. NTPDase2 is present in both surface and glan-
dular epithelium although confined to cilia of ciliated cells [7]. Importantly, NTPDase2
has also been identified as a marker of human endometrial basal stroma, useful to trace
diseases originating in the basalis, such as adenomyosis, defined by the presence of normal
endometrial glandular and stromal cells in the myometrium [7]. Moreover, NTPDase2
is also expressed in the perivascular population of endometrial mesenchymal stem cells
(eMSCs) positive for sushi domain containing 2 (SUSD2), the most abundant population of
MSCs described in the human endometrium, located in both functionalis and basalis [7,9].
This finding coincides with a number of studies that revealed the implication of purinergic
signaling in the regulation of the proliferation, differentiation, motility, migration, death,
and immunomodulatory capacity of MSCs [10-14]. SUSD2*/NTPDase2* perivascular cells
have also been identified in the myometrium [7]. The presence of NTPDase2 in basal stro-
mal cells and in eMSCs, along with the role of purinergic signaling in MSCs, suggests that
NTPDase2 may be involved in the control of endometrial regeneration. The fine regulation
of endometrial regeneration is essential for correct reproductive function, and it is necessary
to avoid an uncontrolled proliferation leading to pathological states such as cancer.

Endometrial carcinoma (EC) represents the most common gynecologic cancer in
women in Western populations, reaching 12% of cancer cases [15]. Classically, ECs are
classified according to their histological characteristics into endometrioid endometrial
carcinomas (EECs), comprising low-grade (grade 1 and grade 2), with better prognosis,
and high-grade (grade 3) tumors; and the high-grade non-endometrioid carcinomas, includ-
ing the serous carcinomas as the main type, but also others such as clear cell carcinomas,
endometrial carcinosarcomas, and mixed carcinomas, mostly aggressive and with a poor
prognosis [16,17]. As mentioned above, purinergic signaling is involved in a wide range of
cellular processes, and the purinergic imbalance observed in some inflammatory and neo-
plastic processes evidences its involvement in tumorigenesis and cancer progression [18];
moreover, increased levels of extracellular ATP are found in tumors [19,20]. Different
studies have confirmed the involvement of purinergic signaling in ECs. The membrane
pore-forming ATP receptor P2X7 is downregulated in endometrial and other gynecolog-
ical cancers, probably preventing P2X7-mediated apoptosis in these tumor cells [21-24].
Other ATP receptors, such as P2X4, have been identified in EC [25]. We have previously
demonstrated the expression of the so-called CD39-CD73 axis in EC, with high ATPase
(and ADPase) activity in part attributable to NTPDasel (formerly CD39), highly expressed
in the tumor stroma [26]. Ecto-5nucleotidase (CD73), also highly expressed in tumor
stroma, is able to complete the hydrolysis of the adenosine monophosphate (AMP) gen-
erated by CD39 to adenosine [26]. However, CD73 expression in epithelial tumor cells in
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EC decreases with the tumor grade and it has been identified as a possible modulator of
epithelial migration and invasion in EC [27]. The expression of other ectonucleotidases
contributing to the high nucleotidase activity in EC has not yet been studied, although
their expression is well documented in non-pathological endometrium [28].

In the present study, we aimed to decipher the NTPDase2 expression in endometrial
cancer at different tumor grades. We evaluated NTPDase2 expression at the stroma of
the endometrial-myometrial junction both in non-invasive and desmoplastic invasive
ECs, to determine whether this expression is related to the myofibroblast-like phenotype
acquired by some stromal cells in EC. The chance to analyze EC samples coexistent with
non-tumoral lesions, such as adenomyosis and endometrial polyps, allowed us to com-
pare the stroma of the tumor with the non-tumoral stroma of the samples. Furthermore,
we studied the presence, in EC, of the SUSD2*/NTPDase2* eMSC population, already
identified in non-tumoral endometrium.

1. Materials and Methods
1.1. Samples

The ethical principles of this study adhere to the Helsinki Declaration, and all the pro-
cedures were approved by the ethics committee for clinical investigation of Bellvitge
University Hospital (PR179/18). Informed consent was obtained from all subjects involved
in the study. Fifty-seven human EC samples were obtained from hysterectomy specimens
and were diagnosed and classified by histology type and grading at the Pathology Service
of Bellvitge University Hospital. Tumors included in the study were EECs (82.4%), serous
carcinomas (8.8%), carcinosarcomas (5.3%), and mixed carcinomas (3.5%). The presence or
absence of the following histological features of the recruited tumor cases was evaluated:
1) adenomyotic lesions, defined by the presence of endometrial glands and well-defined
stroma within the myometrium away from the endometrial-myometrial junction, 2) inva-
sion of the tumor into the myometrium, and 3) the presence or absence of surrounding
reactive and fibrotic stroma, known as desmoplasia or desmoplastic reaction. Moreover,
tumors were classified according to histological grading into three categories: 1) high-grade
tumors, including EECs grade 3 and non-endometroid carcinomas (47.4% of cases); II)
medium-grade tumors, including EECs grade 2 (17.5%); and III) low-grade tumors, includ-
ing EECs grade 1 (35.1%). Two cases presented endometrial polyps with EC. A descriptive
statistical summary of tumor cases is included in Table 1.

Table 1. Descriptive statistics of endometrial tumor samples.

Cases with Myometrial Infiltration

A .
Number of Cases without denomyotic
EC Histologic Types
Total Cases Myometrial Infiltration with Desmoplastic without Desmoplastic Lesions
Reaction Reaction
(n)
Endometrioid Grade 1 20% 5 12 * 3 4
carcinoma Grade 2 10 1 8 1 0
Grade 3 17 2 14 1 2
Serous carcinoma 5% 0 5% 0 1
Carcinosarcoma 3 1 2 0 1
Mixed carcinoma 2 0 2 0 0
Total 57 9 43 5 8

* Including a case of endometrial carcinoma (EC) in endometrial polyp.

For immunolabeling experiments, tissue samples were cut and fixed with 4% paraformalde-
hyde and soaked in 30% sucrose solution at 4 °C for 24 h for cryoprotection. Then, they were
embedded in O0.C.T. freezing medium (Tissue-Tek®; Sakura Finetk, Zoeterwoude, The Netherlands).
Fifteen-pm sections were obtained using a Leica CM1950 Cryostat (Leica, Wetzlar, Germany).
Sections were put onto poly-L-lysine coated glass slides and stored at20 °C until use. Unless
otherwiseindicated, the reagents used were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).
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1.2. Antibodies

The primary antibodies and their respective dilutions for immunohistochemistry
and immunofluorescence experiments were mouse anti-NTPDase2 (Clone H9s; http://
ectonucleotidases-ab.com) at 1 pg/mlL, rabbit anti-NTPDase2 (CD39L1) (ALX-215-045,
Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) at 1:100, rabbit anti-SUSD2 (ab121214, Abcam,
Cambridge, UK) at 1:400, and rabbit anti-alpha smooth muscle actin (x-SMA) (ab5694,
Abcam, Cambridge, UK) at 1:200. Dilutions were made in phosphate-buffered saline
(PBS). Secondary horseradish peroxidase (HRP)-conjugated ready-to-use goat anti-mouse
and anti-rabbit antibodies (EnVision™ + System; DAKO, Carpinteria, CA, USA) were
used for immunohistochemistry. Secondary goat anti-mouse Alexa Fluor 488 and goat
anti-rabbit Alexa Fluor 555 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) were used at 1:500,
diluted in PBS, for immunofluorescence experiments.

1.3. Immunolabeling Experiments

Immunolabeling experiments were performed as previously described [7,8]. Tissue
sections were washed twice with PBS to remove the O.C.T freezing medium. Non-specific
binding of antibodies was blocked by pre-incubation of samples for 1 h at room tem-
perature (RT) with PBS containing 20% normal goat serum (NGS, Gibco, Paisley, UK),
0.2% Triton, and 0.2% gelatin (Merck, Darmstadt, Germany). For immunohistochemistry
experiments, previous blocking of endogenous peroxidase activity was performed with
10% methanol (v/v) and 2% H20: (v/v) in PBS for 30 min. Slices were then incubated
overnight at 4 °C with the selected primary antibody. After three washes in PBS, tissue
sections were incubated with the appropriate secondary antibody for 30 min in the case
of HRP-conjugated antibodies and for 1 h in the case of fluorescence at RT. Secondary
antibodies alone were routinely included as controls for the experiments.

For immunohistochemistry, the peroxidase reaction was performed in a solution
containing 0.6 mg/mL 3, 3-diaminobenzidine substrate (DAB; D-5637, Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA) and 0.5 pL/mL H;0; in PBS for 10 min and stopped with PBS. Nuclei
were counterstained with haematoxylin and slides were then dehydrated and mounted
with DPX mounting medium (BDH Laboratories, Dubai, UAE). Samples were observed
under light Nikon Eclipse E200 (Nikon, Tokyo, Japan) and photographed under a light
Leica DMD 108 microscope (Leica, Wetzlar, Germany). In fluorescence assays, for nucleus
labeling, sections were mounted with aqueous mounting medium with DAPI (ProLong™
Gold antifade reagent with DAPI, Life Technologies, Paisley, UK). Samples were observed
and photographed under a Zeiss LSM 880 Confocal Laser Scanning Microscope (Zeiss,
Oberkochen, Germany). Fluorescence images were processed with the ZEN 2.3 SP1 soft-
ware (Zeiss, Oberkochen, Germany).

Immunohistochemical staining was independently evaluated by three observers. Stain-
ing distribution was recorded as protein presence or absence in the selected tumor location.

1.4. In Situ ATPase Activity Experiments

In situ ATPase activity was detected on tumor sections using a protocol based on
the Wachstein/Meisel lead phosphate method [8,29,30]. Frozen tumor sections were kept at
RT for 10 min, washed twice with 50 mM Tris-maleate buffer pH 7.4, and pre-incubated for
30 min at RT with 50 mM Tris-maleate buffer pH 7.4 containing 2 mM MgCl; and 250 mM
sucrose. Enzymatic reaction was performed for 1 h at 37 °C in a buffer containing 50 mM
Tris-maleate pH 7.4, 250 mM sucrose, 3% (v/v) dextran, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl;, 5 mM
MnClz, 2 mM Pb (NO3z)z, and 2.5 mM levamisole, as an inhibitor of alkaline phosphatases,
in the presence of 1 mM ATP as a substrate. Control assays were performed in the absence
of ATP.

Released inorganic phosphate was revealed by incubation with 1% (NH4)2S (v/v) for
exactly 1 min. Nuclei were counterstained with hematoxylin. Samples were mounted
with Fluoromount™ (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), observed under light Nikon
Eclipse E200 microscope, and photographed under a light Leica DMD 108 microscope.
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1.5. In Silico TCGA (The Cancer Genome Atlas) and Survival Analysis

Data used for the in silico analysis correspond to the uterine corpus endometrial
carcinoma (TCGA-UCEC), extracted from the The Cancer Genome Atlas (TCGA) through
cBioPortal for Cancer Genomics (http://cbioportal.org). A total of 527 samples were used
with integrated expression and clinical data. Gene expression data were downloaded
as normalized fragments per kilobase of exon per million fragments mapped (FPKM)
values, and Log2 transformed. Groups were compared with a one-way analysis of variance
(ANOVA) test. Survival analysis was performed with R survminer package (created by
Alboukadel Kassambara). For overall survival (0OS) and progression-free survival/disease-
free survival (PFS/DFS) curves, the median values were used as cut-off for "High* and 'Low"
groups. The results are displayed as Kaplan-Meier plots, and Log-rank test was used for
comparison of the survival curves. A p-value < 0.05 is considered statistically significant.

1.6. Statistical Analysis of Ectonucleotide Triphosphate Diphosphohydrolase-2
(NTPDase2) Presence

The predictive analytics software IBM SPSS Statistics v22 (IBM Corp. Armonk, NY,
USA) was used for the creation of frequency tables with the presence or absence and the dis-
tribution of NTPDase2 in each tumor component as well as for grading and invasion
features of EC.

2. Results
2.1. Expression of NTPDase2 in Tumor and Stromal Cells in Endometrial Carcinomas (ECs)

We measured the expression of NTPDase2 in ECs through immunohistochemical ex-
periments with two different antibodies (Enzo Life Sciences and ectonucleotidases-ab.com).
The presence of NTPDase2 was detected in the epithelium, the stroma, and some perivas-
cular cells of the tumor (Figure 1). The results were the same with the two anti-NTPDase2
antibodies. ATPase activity showed a high level of coincidence with the immunohisto-
chemical results of NTPDase2, although other members of the family present in the tissue,
such as NTPDasel, might also account for this activity (Figure 1).
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Grade 2 Grade 3

NTPDase2 VNTPDang
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Figure 1. Immunohistochemistry ®-NTPDase2 (ectonucleotide triphosphate diphosphohydrolase-2) (A-F)
and in situ enzyme ATPase activity (G-I) in ECs at different tumor grades (Grade 1, 2, 3). NTP- Dase2
expression was mainly observed in the tumor epithelial cells of ECs (A—F). For stroma labelling, please refer
to Figures 3 and 7. Grade 1 ECs showed apical NTPDase2 label, in cilia of tumor ciliated epithelial cells (inset
in D; arrowheads). In Grade 2 tumors, NTPDase2 was also mainly detected apically, usually in cilia (inset in

E; arrowheads). Grade 3 tumors displayed a strong NTPDase2 label in the whole cell (F). In situ ATPase
activity was strongly detected as dark brown deposits with a high level of coincidence with NTPDase2
immunodetection (G-I). Inset in (I) corresponds to the activity experiment performed in the absence of

substrate. Scale bars are 200 pm (A-C), (G-I), inset in (I), 100 pm (D-F), 25 pm for insets in (D-F).

2.1.1. Redistribution of NTPDase2 Expression with the Tumor Grade: From Containment to
the Cilia to the Whole Tumor Cell

NTPDase2 was present in epithelial tumor cells but the number of tumors expressing
the protein tended to decrease with the tumor grade; while 95% of grade 1 tumors expressed
the protein, the percentage decreased to 78% in grade 3 tumors. However, the striking
observation was the change in the subcellular distribution (Figure 2A). NTPDase2 was
found in two, non-exclusive tumor cell localizations: the cilia of ciliated tumor cells (along
the entire length of cilia) and throughout the whole cell (Figure 1). NTPDase2 expression
was mainly detected in ciliated cells in low-grade ECs, as reported in non-tumor endome-
tria, whereas the expression profile was generalized to the whole tumor cell membrane in
high-grade ECs, a distribution not seen in non-tumor endometria. Intermediate patterns
were found in grade 2. Percentages of each case are indicated in Figure 2A.
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Figure 2. Percentage of EC cases with different pattern of NTPDase2 expression in tumoral epithelium (A) and in the stroma at the
tumor-myometrial junctional zone (B). Low-grade tumors showed NTPDase2 expression mainly in cilia, while high-grade
tumors lost this expression but increased the whole-cell distribution (A). NTPDase2 expression in grade 2 ECs was
simultaneously present in both locations in 50% of cases (A). NTPDase2 labelling in the tumor-myometrial junctionstroma was
observed in most non-invasive EC cases, whereas invasive EC cases mostly lacked NTPDase2 (B). Kaplan—Meier curves of overall
survival (0S) (C) and progression-free survival/disease-free survival (PFS/DFS) (D) probabilities extracted from The Cancer
Genome Atlas uterine corpus endometrial carcinoma (TCGA-UCEC) cohort regarding ENTPD2 gene expression showed a
better clinical prognosis in high NTPDase2- bearing endometrial carcinomas. Log-rank test was used for comparison of the
survival curves. OS: overall survival; PFS/DFS: progression-free survival/disease-free survival.

2.1.2. NTPDase2 Expression in the Stromal Component of Tumor: Changes
during Tumor Progression

In the stroma, NTPDase2 expression was restricted to the transitional limit between
the endometrial zone and the myometrium, known as the endometrial-myometrial junction.
Interestingly, this expression varied depending on the tumor’s invasive phenotype.

Histological evaluation of the 57 ECs revealed 48 cases presenting invasive tumor
glands in the myometrium and 9 cases with non-invasive patterns. In those 9 non-invasive
tumors, we observed stromal NTPDase2 expression in endometrial-myometrial junction
in 88.9% of cases (Figure 3A), all except one which was a grade 3 EEC. On the other
hand, we confirmed that the myofibroblast marker ®-SMA was absent in stromal cells of
non-invasive ECs, except in pericytes (Figure 3C,D). In contrast, 89.3% of invasive tumors
did not present NTPDase2 label in the stroma near or in the myometrium (Figure 3E,F).
The other 10.7% of cases had the stroma labeled. Most of these invasive EC cases showed
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®-SMA expression in the stroma (Figure 3G,H). NTPDase2 relative expression results are
represented in Figure 2B.
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Figure 3. Immunolocalization of NTPDase2 and ®-SMA in the stroma of non-invasive (A-D)and
invasive ECs (E-H). NTPDase2 was immunodetected in the stromal cells located in the tumor-
myometrial junction (A; arrowheads) of non-invasive EC, but not in the rest of the stroma (B; *

asterisks). In these tumors, X-SMA expression was not detected either in tumor-myometrial junction
stroma (C; arrowheads) orin the rest of the stroma (D; * asterisks), except in pericytes en- wrapping
some vessels (C,D; arrows). In invasive EC, the absence of NTPDase2 expression in stroma was generalized
in the tumor-myometrial junction (E; arrowheads) as well as in the rest of the stroma (F; * asterisks).

Conversely, the immunodetection of ®&-SMA was extended to tumor-myometrial junction (G;

arrowheads) as well as to the rest of the stroma (H; * asterisks). Scale bars are 100 pm. MYO:
myometrium.
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Desmoplasia, frequently reported in invasive endometrial cancer and often presenting
abundant inflammatory infiltrate, was observed in the 43 invasive EC tumors studied
here. In these tumors, NTPDase2 staining was absent (88.4%) or barely detected (11.6%) in
desmoplastic stromal cells wrapping the infiltrating nests with desmoplasia (Figure 4).

Figure 4. Consecutive sections of an invasive EC with haematoxylin and eosin staining (A) and NTPDase2
immunolabeling (B). Desmoplasia in the myometrium appeared as a reactive stromal tissue surrounding
the invasive glands with immune cell infiltration (Aa; arrow). NTPDase2 was absent in the desmoplastic
stromal cells (Ba; arrow). Ab is a detail of the tumor-myometrial junctionalzone. The lack of NTPDase2 was
also patent in the stromal tissue of this zone (Bb; * asterisk). Scale bars are 1 mm (A,B), 200 um (Ab,Bb)
and 100 pm (Aa,Ba).

2.1.3. NTPDase2"/SUSD2" (Sushi Domain Containing 2) Perivascular Cell Population:
Endometrial Mesenchymal Stem Cells (eMSCs) Are also Present in ECs

NTPDase2 expression was also observed in a population of cells surrounding some
vessels in both the tumor and the myometrium. In the non-pathological endometrium,
this population of perivascular eMSCs positive for SUSD2 and NTPDase2 has already
been described [7]. The double labelling with anti-SUSD2 and anti-NTPDase2 confirmed
the perivascular colocalization of these two proteins in endometrial tumors (Figure 5).
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Figure 5. Confocal fluorescence images of different zones of a section of an EC sample with antibodies
against sushi domain containing 2 (SUSD2, red, A,D) and NTPDase2 (green, B,E). Merged images
(yellow, C,F) show the colocalization of SUSD2 with NTPDase2 in cells surrounding blood vesselsin the
tumor. Moreover, NTPDase2 was also detected in the tumor cells (F, * asterisk). Nuclei werelabeled

with DAPI (blue, C,F). Scale bars are 50 pm.

2.1.4. Coexistence of Adenomyosis and Endometrial Polyps with ECs: Comparison of
NTPDase2 Expression in Tumor and Non-Tumor Tissues

Adenomyotic lesions, arising from the basal layer of the endometrium, and endome-
trial polyps, are a good illustration of NTPDase2 expression in the non-tumoral endometrial
tissue of patients.

Adenomyotic lesions were detected in 8 cases of the recruited ECs, 7 being invasive
tumors (Supplementary Figure S1). Six of these invasive ECs coexistent with adenomyotic
lesions presented expression of NTPDaseZ2 in the endometrial stromal cells of the ade-
nomyotic lesion, but not in the desmoplastic stromal cells located in the invasive front
(Figure 6A). In contrast, X-SMA was immunodetected in the desmoplastic stromal cells of
invasive front but not in endometrial stromal cells of the adenomyotic lesions (Figure 6B).
The only case of invasive tumor that lacked NTPDase2 staining in desmoplastic stromal
cells was also devoid of NTPDase2 staining in the stromal and perivascular cells of the
adenomyotic lesion.
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Figure 6. NTPDase2 (A) and ®-SMA (B) immunolabeling of consecutive sections of a case of invasive EC
coexistent with adenomyotic lesions (arrows). (A1,A2) and (B1,B2) are details of (A) and (B) respectively.
Adenomyosis in the myometrium appeared as non-pathologic endometrial glands surrounded by
endometrial stroma expressing NTPDase2 (A1; arrow). Conversely, ®-SMA was not detected in the
endometrial stromal cells of adenomyotic lesions (B1; arrow). NTPDase2 was not expressed in the stroma
of the tumor (A2; * asterisks), while X-SMA was present (B2; * asterisks). Scale bars are 1 mm (A,B), 100
pm (A1,A2,B1) and 50 um (B2).

Additionally, NTPDase2 was detected along the entire length of the cilia of endometrial

ciliated cells in adenomyotic lesions (Supplementary Figure S2). We also detected perivas-

cular labeled NTPDase2 in some of these adenomyotic lesions (Supplementary Figure S2).

In the only case in which we found the coexistence of non-invasive EC with adeno-

myosis, we detected NTPDase2 expression in both the adenomyotic stroma and the stromal
cells of the endometrial-myometrial junction.

Finally, we also studied two cases with coexistence of invasive ECs, one serous carci-
noma and one EEC (grade 1), with endometrial polyps. NTPDase2 expression in the en-
dometrial polyp glands was limited to the cilia of ciliated cells (as in non-pathological
endometrium), while endometrial tumor cells presented an apical expression of NTPDase2
and lacked cilia. As expected, NTPDaseZ expression was also detected in stromal cells of
endometrial polyps, as described in the basalis of the non-tumoral endometrium. Con-
versely, the invasive stroma and/or desmoplastic stroma enwrapping invasive tumor
glands did not present NTPDase2 labeling. NTPDase2 expression was also detected in
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some perivascular cells in endometrial polyps. The two analyzed cases are included
in Figure 7.

A

Figure 7. Immunodetection of NTPDase2 in two cases of ECs coexisting with endometrial polyps
(endometrial non-tumoral tissue) (A,B). (Al) Invasion of endometrial polyp by serous carcinoma.
Invasive tumor cells (T) appeared surrounded by stromal cells lacking NTPDase2 (A2; # pound signs),
while endometrial stromal cells of endometrial polyp showed NTPDase2 label ( A2; * aster-isks). (B1)
Invasion of endometrial polyp by grade 1 endometrioid endometrial carcinoma (EEC). Image (B2)
shows the functional layer of endometrium with a negative stroma for NTPDase2 (* red asterisks).
NTPDase2 was immunodetected in the endometrial stroma of endometrial polyp (B2,B3; * black
asterisks). Desmoplastic stroma surrounding invasive endometrial tumor cells did not show NTPDase2

label (B3; # pound sign). Scale bars are 1 mm (A1,B1) and 100 pm (A2,B2,B3). T: tumor cells; POLYP:
endometrial polyp.

2.1.5. Overall-Survival Probability and Progression-Free Survival: Patients with High
Levels of NTPDase2 Show a Better Prognosis for EC

Kaplan-Meier for overall-survival probability and the progression-free survival ratios
were calculated for a cohort of patients diagnosed with endometrial carcinoma of endometrium
from TCGA. Gene analysis revealed two groups: cases with high and those with low ENTPD?2
expression. We compared the survival probabilities of the two groups (Figure 2C,D).

A significantly increased overall survival probability was observed in the high ENTPD2
EC group compared with the low ENTPD2 expression ECs. The log rank analysis showed
statistically significant differences with a p-value of 0.044, indicating that there was an in-
fluence of the ENTPD?2 expression in the prognosis of endometrial carcinoma patients.

Disease-free survival probability was also higher in the high ENTPD2 expression group.
The log rank analysis showed statistically significant differences with a p-value of 0.025, sug-
gesting that high ENTPD?2 expression accounts for longer disease-free survival periods.
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3. Discussion

The purinergic system is the extracellular signaling pathway, mediated by nucleotides
and nucleosides, involved in the control of multiple physiological and pathological pro-
cesses, including proliferation, differentiation, motility, migration, cell death, and immuno-
logical response [5,6,10]. These events are essential components of neoplastic transforma-
tion, tumor generation, and cancer progression. Therefore, the large number of emerging
studies on purinergic signaling in the cancer context is not surprising [24,31]. The study of
ectonucleotidases, the specialized nucleotide-hydrolyzing enzymes that regulate the levels
of extracellular ATP, has become crucial to our understanding of endometrial homeostasis
in health and disease.

EC is the most frequent of the malignant tumors of the female genital tract with
an important intertumoral heterogeneity, depending on histological and molecular types,
and also intratumoral, due to the different cell components within the same tumor [32,33].
The study of the protein expression profile of EC, including the study of ectonucleotidases,
contributes to the improvement of the diagnosis and tumor staging and, in consequence,
the clinical management of patients [34].

In the present study we have characterized the expression of NTPDase2, in both
the epithelial and the stromal component, of low- and high-grade ECs. NTPDase2 dis-
tribution was recently reported in non-pathological endometrium, with expression in
three different locations without changes along the cycle or with menopause. Epithelial
location was restricted to the cilia of epithelial ciliated cells, while stromal expression
exclusively matched the basalis. Finally, NTPDase2 is also a marker of the perivascular
SUSD2* eMSC population [7].

In the epithelial component of the tumor, low-grade ECs (grade 1) displayed a similar
pattern of NTPDase2 expression to that of the non-tumoral endometrium, exclusively
staining the cilia [7]. The presence of cilia in endometrial tumors is not unusual and has
been related mostly with better differentiated tumors [35], which is consistent with these
results. High-grade tumors (grade 3) changed the pattern of NTPDase2 expression, ac-
quiring a predominant whole-cell staining, which is never observed in the non-tumoral
endometrial epithelium. Grade 2 ECs showed an intermediate pattern, with expression of
NTPDase2 simultaneously in both locations, reflecting a transitional state. Finally, a num-
ber of grade 3 tumors lose NTPDase2 expression. This coincides with the decreased CD73
expression reported in tumor cells of ECs [27]. Our results indicate a possible involve-
ment of NTPDase2 in tumor progression and malignancy in EC, as observed in other
cancers. In hepatocellular carcinoma, for example, NTPDase2 promotes tumor growth
and the maintenance of myeloid-derived suppressor cells, allowing cancer cells to escape
immune surveillance by suppressing T cells in mice [36]. In gliomas, where there is low
NTPDase2 activity, the enzyme restores favored tumor progression and spreading in a
rat model [37,38].

In terms of the stroma of tumors, the analysis of NTPDase2 expression revealed
a relevant finding of importance for diagnosis. NTPDase2 stromal expression, when
present, is limited to the tumor stroma at the endometrial-myometrial junction. Importantly,
there is loss of expression in correlation with the acquisition of an invasive phenotype,
independently of the histological type or even the grade. Therefore, tumors with non-
invasive phenotype have NTPDase2* stroma, while tumors that invade the myometrium
mostly lose expression. Remarkably, invasive EC samples with non-invasive areas showed
NTPDase2 expression, specifically, in these zones.

As mentioned, in the non-pathological endometrium, NTPDase2 has been described
as a marker of basalis since its expression is restricted to this layer, without changes
along the menstrual cycle. Normal endometrial homeostasis depends on the integrity of
the endometrial-myometrial junction, the area of intimate contact between the deepest
part of the basalis and the myometrium, and alterations in the endometrial-myometrial
junctional zone (e.g., changes in thickness) can lead to disorders such as endometriosis,
adenomyosis, and even cancer [39-41].
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Moreover, tumor invasion involves crosstalk between tumor epithelial and stromal
cells [42-46]. Therefore, the loss of stromal NTPDase2 expression at the endometrial-
myometrial junction might be involved in modifications of the invasive ability of endome-
trial tumor cells. A clear example of how stromal NTPDase2 expression can influence
the behavior of epithelium is found in liver, under normal conditions. Expression of
NTPDase2 by portal fibroblasts inhibits activation of basolateral P2Y receptors expressed
by bile duct epithelia, downregulating bile duct proliferation. The loss of expression of
NTPDase2 in portal fibroblasts triggers bile ductular hyperproliferation, while there is
also a transdifferentiation in portal fibroblasts, which change to myofibroblast-like cells, in
biliary fibrosis and cirrhosis [47,48]. In fact, it has been suggested that the loss of NTPDase2
is the earliest event in myofibroblastic transdifferentiation of portal fibroblasts [49]. Based
on the results shown here and in accordance with the literature, loss of stromal NTPDase2
expression in tumors, with the acquisition of a myofibroblast-like phenotype, might well be
a necessary change to promote myometrial invasion [50-52]. In line with this, we confirmed
that tumor stromal cells acquire a myofibroblast-like phenotype (x-SMA*) exclusively in
invasive ECs. This ®-SMA staining in stromal cells accompanying the invasive foci in
the myometrium matched the lack of NTPDase2 expression in these cells. These results
support the hypothesis of a loss of NTPDase2 as an early event in the transdifferentiation
to a myofibroblast-like phenotype.

Several studies have examined the presence of myofibroblast-like cells in stroma of
invasive tumors [51-54]. It has been suggested that there exist two heterogenic populations

of cancer-associated fibroblasts (CAFs) in tumoral stroma: type [ (without expression of -

SMA), which limits tumor growth [55], and type Il (with upregulated expression of x-SMA
and vimentin), which promotes angiogenesis and metastasis of the tumor [46,55]. Based on

the results shown here, it seems that type I CAFs are mainly present in non-invasive ECs,
while the stroma of invasive ECs is mainly composed of type Il CAFs (x-SMA"). Previous
studies in EC established that type Il CAFs (x-SMA™) trigger proliferation, migration,
and invasion of endometrial tumoral cells as well as in in vivo tumorigenesis [56,57].
Further studies are needed to elucidate the precise role of NTPDase2 in EC progression
and invasiveness.

Our results point to the usefulness of NTPDase2 as a marker of tumor invasion in EC,
especially in cases in which EC coexists with other endometrial disorders, such as adeno-
myosis, which occasionally hampers the assessment of parameters of tumor invasion [58].
When a myometrial invasion statement might be challenging due to the presence of adeno-
myosis foci [59,60], the use of NTPDase2 expression might help to overcome this limitation,
since adenomyosis retains the expression while invasive (and desmoplastic) tumor areas
of the sample do not. Other markers have been studied with the purpose of differen-
tially labeling invasive and non-invasive tumor stroma and adenomyotic stroma. CD10 is
a broadly used marker of endometrial stroma but does not distinguish between different
invasive phenotypes [61-64]. More recently, interferon-induced transmembrane protein 1
(IFITM1/CD225) has been identified as a stromal marker differentially labeling the stroma
depending on the invasive phenotype [64]. The expression pattern of IFITM1 is very similar
to that presented here for NTPDase2 although IFITM1 labels the whole stroma.

In addition, our results of NTPDase2 expression in adenomyotic lesions and en-
dometrial polyps match our previously published description of NTPDase2 expression in
endometrial samples without cancer pathology, where NTPDase2 was found in the cilia
of ciliated cells and in stromal cells [7]. Moreover, we show here that the perivascular
SUSD2*/NTPDase2* eMSCs population is also present in ECs.

Finally, the conclusions of the study of the ENTPD?2 gene expression profile in 527 ECs
included in TCGA were in line with the analysis at the protein level, specially at the stroma.
There are two groups with clinical impact in relation to high or low levels of ENTPD?2
expression. High ENTPD?2 levels in EC patients significantly correlated with a better
prognosis and longer-disease free survival, displaying higher OS and PFS ratios. This co-
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(adenomyotic lesion )[non-pathologic endometriumj

incides with the decrease in protein expression in the stroma of invasive tumors, with a
worse prognosis.

A graphical summary is shown in Figure 8, where the distribution and expression
changes of NTPDase2 in non-pathological, adenomyotic, and tumor endometria are de-
scribed. This summary clearly shows that stem cell markers, such as NTPDase2, can be
expressed in other cell types.

)
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Figure 8. Schematic representation of NTPDase2 changes of expression in relation to non-tumoral endometrium (non-pathologic,
and adenomyotic tissue) (A) and in the invasive and non-invasive ECs (B).

4. Conclusions

This is the first report of NTPDase2 expression in ECs, with changes matching dif-
ferent invasive phenotypes. The analysis of the NTPDase2 expression at the endometrial-
myometrial junction evidences its potential use as a marker to differentiate between non-
invasive, NTPDase2* stroma, and invasive, desmoplastic NTPDase2" stroma. Adenomyosis
foci and endometrial polyps are also clearly NTPDase2*. The loss of NTPDase2 coinciding
with acquisition of X-SMA expression in invasive stromal cells opens up a promising new
field of study in ECs.

Furthermore, we confirmed that the SUSD2*/NTPDase2* eMSC population is re-
tained in EC.

The cell pathways in which NTPDase2 is involved in EC are in need of deciphering.
Its activity might influence the final balance of available nucleotides in the tissue microen-
vironment, as in the case of proinflammatory extracellular ATP in endometriosis [7].
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Supplementary Figure 1. Haematoxylin and eosin staining in a case of invasive EC coexistent with
adenomyosis. Adenomyotic lesions are composed of endometrial glands and highly cellular
stroma, and for this reason, these foci appeared mainly dyed with haematoxylin (Aa; arrow).
Conversely, tumor stroma is less cellular and more fibrotic (desmoplastic), with greater affinity for

eosin (Ab; asterisk). Scale bars are 1 mm (A) and 100 um (Aa,Ab).

Supplementary Figure 2. NTPDase2 immunodetection in adenomyotic lesion from a case of EC
coexistent with adenomyosis. NTPDase2 label is present in the cilia of endometrial ciliated cells
(arrows), in the stroma (asterisks), and in perivascular cells of adenomyotic lesion (arrowheads).

Scale bars are 1 mm and 20 pm (detail).
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CAPITULO 3

1. INTRODUCCION

En este capitulo, hemos investigado el patrén de expresion de NTPDasa3 en los tumores
primarios de endometrio analizados en el Capitulo 1. En el endometrio no tumoral, la
expresion de la NTPDasa3 se limita al epitelio luminal y glandular donde los niveles se
ven afectados por las hormonas y fluctian con el ciclo menstrual (Aliagas et al. 2013).
La pérdida de expresion de esta proteina con el grado tumoral, la convierte en una
interesante diana de andlisis. Para este estudio hemos generado un modelo celular,
mediante sobreexpresion de esta proteina, y caracterizado su influencia en la
proliferacion, migracion e invasion celulares, a nivel fenotipico y de expresion génica y
proteica. Asimismo, hemos estudiado estas células en un modelo de tumorigénesis en

raton.

Los resultados que presentamos en este capitulo indican que NTPDasa3 es un
mediador, implicado en el control de la proliferaciéon y de la migracién celulares, asi
como del crecimiento tumoral. Su expresidon mas alta se relaciona con un mejor
prondstico. Estos resultados proporcionan la base para la exploracion de NTPDasa3

como una posible nueva diana terapéutica en el cancer de endometrio.
Los objetivos marcados para este Capitulo son:

Determinar la expresion de la NTPDasa3 en los diferentes tumores de endometrio.
Estudiar parametros clinico-patolégicos respecto a los niveles de expresion génicos de
ENTPD3.

Estudiar las consecuencias de la sobreexpresion de NTPDasa3 en un modelo celular.
Estudiar las consecuencias de la sobreexpresion de NTPDasa3 en un modelo animal de
tumorigénesis.

Los resultados que se incluyen en este capitulo estan en proceso de redaccion como

manuscrito principal para su publicacion derivado de esta Tesis.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tejido tumoral

El estudio del tejido tumoral se desarrollé siguiendo los protocolos detallados en el

Capitulo 1 y usados también en el Capitulo 2.

2.2 Cultivos celulares

Se uso la linea celular de cancer de endometrio ARK-2 (USPC-ARK-2; RRID:CVCL-IV73),
una linea celular tumoral obtenida de una paciente afectada de cancer endometrial
seroso en estadio 1V, de 63 afios. La linea celular ha sido descrita y cedida por el Prof.
Alessandro D. Santin de la Universidad de Yale. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en
una atmosfera humeda al 5 % de CO, en un medio DMEM/F12 (Gibco, Paisley, RU)
suplementado con L-glutamina, 15mM Hepes, 10 % de suero bovino fetal (FBS del inglés
Fetal Bovine Serum; Gibco) y un 1 % de penicilina/estreptomicina (P/S; Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, EEUU). Las células transfectadas se mantuvieron en el mismo medio,
pero suplementado con 500ug/mL del antibidtico geneticina (Gibco). Los organoides,
cultivos en tres dimensiones, se mantuvieron en medio DMEM/F12 (Gibco),
suplementado con ImM de HEPES, 1ImM de purivato de sodio (Sigma-Aldrich), 1 % P/Sy

un 1 % de amfotericina B (Gibco).

2.3 Tratamientos con ATP

Para los ensayos en presencia de ATP (Sigma-Aldrich), este se diluyd en el medio de

cultivo seleccionado a una concentracion final de 0.5mM vy se incubd durante 24 horas.

2.4 Modelo de tumorigénesis en ratones

Los tumores xenoinjertados derivados de cultivos de células ARK-2 se generaron en
ratones hembra inmunodeficientes de doce semanas de edad de fenotipo SCID hr/hr,
con un peso aproximado de 20-25 g. Los animales se mantuvieron en condiciones libres
de patdgenos y se manipularon acorde a la Ley 5/1995 y el Acto 214/1997 de la

Comunidad Autonoma de Catalufia (Generalitat de Catalunya) y la Directiva de la Unidn
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Europea EEC 63/2010. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién con

Animales de la Universidad de Lleida, donde se realizaron los experimentos.

Las células ARK-2 transfectadas (GFP y GFP-NTPDasa3) se inyectaron subcutaneamente
en los ratones a una concentraciéon de 1.5 x 10° células/100uL de PBS mezcladas con
Matrigel (1:1) en cada costado del animal. Se permitid el crecimiento tumoral durante
19 dias y se midid el tamafio tres veces por semana utilizando un calibrador. El tamafio

tumoral se calculé usando la formula (D x d2)/2 = mm?.
2.5 Anticuerpos

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este capitulo estan resumidos en

la Tabla C3-1.

Anticuerpo Clon/nombre Huésped IHQ WB IF CF
Anti-NTPDasa3 B3S10 Raton 1:500 1:500 1:500 1:50
Anti-E-cadherina 36 / E-cadherin Ratdn nt 1:1000 nt nt
Anti-N-cadherina 32 / N-cadherin Ratén nt 1:1000 nt nt
Vimentina 3B4 Raton nt 1:100 nt nt
FGFR2 OTI5C5 Raton nt 1:1000 1:100 nt
ITGB2 poli Conejo nt 1:1000  1:100 nt
ITGB3 poli Conejo nt 1:500 1:100 nt
MMP2 poli Conejo nt 1:1000 nt nt
MMP14 poli Conejo nt 1:2000 1:100 nt
AKT poli Conejo nt 1:1000 nt nt
phosphoAKT (Ser473)  poli Conejo nt 1:2000 nt nt
phosphoAKY (Thr308)  poli Conejo nt 1:2000 nt nt
FLOT-1 18 / FLOT1 Ratén nt 1:1000 nt nt
B-actina poli Conejo nt 1:5000 nt nt
Anti-Raton HRP Conejo - - - nt
Anti-Raton Alexa Fluor 555 Cabra - - 1:500 1:500
Anti-Ratén Alexa Fluor 647 Cabra - - 1:500 1:500

Tabla C3.1. Listado de los anticuerpos primarios y secundarios usados en los experimentos de
inmunohistoquimica (IHQ), western blot (WB), inmunofluorescencia (IF) y citometria de flujo (CF). Se

especifica el clon, el huésped, y la dilucién utilizada. nt: no testado.

2.6 Inmunohistoquimica

Los experimentos de inmunohistoquimica se realizaron siguiendo el protocolo detallado

en el Capitulo 1.
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2.7 Andlisis estadistico

La ausencia o presencia de proteina y el grado y la clasificacién histoldgica de los
tumores se describieron mediante tablas con recuentos y porcentajes. Se han utilizado
modelos logaritmicos binomiales para evaluar la asociacién entre proteina y tipo
tumoral. Se han validado las condiciones de aplicacion de los modelos y se han evaluado
los intervalos de confianza al 95 % siempre que ha sido posible. Todo el analisis se ha

realizado con el paquete estadistico R version 3.5.3 (2019-03-11) para Windows.
2.8 Generacién del vector de expresion que contiene el ADNc GFP-NTPDasa3

El ADNc de ENTPD3 humano fue subclonado en el vector de expresién pEGFPC1 a partir
de la secuencia obtenida del vector original generado en el laboratorio del Prof.
Sévigny. Se utilizé la pareja de cebadores: forward 5
TCTCTCGAGAGATGTTCACTGTGCTGACCCGCCAAC 3 y reverse 5
TCTGTCGACGCGAATCCACTGCATGGTCAA 3, que contienen lugar de restriccié Xhol y
Sall, respectivamente para la digestion y subclonaje dirigido en el vector pEGFPC1. Los

clones obtenidos se verificaron mediante restriccion enzimatica y se secuenciaron.
2.9 Transfeccion celular y obtencién de clones estables

Las células ARK-2 se transfectaron mediante Lipofectamina (Lipofectamine 2000
Reagent; Invitrogen) con el plasmido pEGFPC1-ENTPD3 o del plasmido pEGFPC1 sin

inserto, como control, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se obtuvieron clones estables mediante tecnologia FACS (del inglés florescent-activated
cell sorting) con el citdmetro de flujo con separador celular MoFlo Astrios Cell Sorter
(Beckman-Coulter, Brea, CA, EEUU). Las células positivas para GFP se separaron en

pocillos de placas de 96 pocillos donde crecieron hasta la obtencién de clones.
2.10 Obtencién de homogenados celulares

1 x 10° células ARK-2 transfectadas se plantaron en placas de 10cm? y se incubaron
durante toda la noche a 37°C en una atmdsfera humeda con 5 % de CO,. Las placas

confluentes se lavaron dos veces con 10mL de una solucion fria que contenia 15mM de
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Tris pH 7.5y 145mM de NaCl en agua, y posteriormente las células se lisaron con 200uL
de una solucién de RIPA (del inglés radio immuno precitopitation assay) suplementada
con un coéctel inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich)
durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente, los lisados se sonicaron y se centrifugaron a
14.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes
generados se recogieron. La concentraciéon proteica se determind usando el método de
Lowry et al. (Lowry et al. 1951) usando el Kit Pierce BCA Protein Assay (ThermoFisher

Scientific).
2.11 Obtencién de homogenados celulares enriquecidos en membrana

1 x 10° células ARK-2 transfectadas se plantaron en placas de 10cm?® y se incubaron
durante toda la noche a 37°C en una atmdsfera himeda con 5 % de CO,. Las placas
confluentes se lavaron dos veces con 10mL de una solucién fria que contenia 15mM de
Tris pH 7.5, 145mM de cloruro de sodio y 0.005 % de Tritdn X100 en agua, y
posteriormente las células se lisaron con 200uL de la misma solucion suplementada con
un céctel inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail; Sigma-Aldrich) durante 15
minutos a 4°C. Posteriormente, los lisados se sonicaron y se centrifugaron a 800 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes generados se centrifugaron a 50.000 rpm
durante 30 minutos a 4°C vy los pellets resultantes se diluyeron en la misma solucion
antes mencionada. La concentracién proteica se determiné usando el método de Lowry
et al. (Lowry et al. 1951) usando el Kit Pierce BCA Protein Assay (ThermoFisher

Scientific).
2.12 Western blot

Los cultivos ARK-2 transfectados se evaluaron para la expresion de GFP-NTPDasa3 en
lisados celulares enriquecidos en membrana, para proteinas de transicion epitelio-
mesénquima y para proteinas relacionadas con proliferacion y migracion celulares
mediante ensayos de Western blot en lisados celulares totales. Se cargaron 30ug de
proteina en cada carril de un gel de acrilamida al 30 % (Acrylamide-bis; BioRad) bajo
condiciones no reductoras, que fue transferido a una membrana de nitrocelulosa
(BioRad) por electroblotting a 100 voltios durante 1 hora. Posteriormente, las

membranas se bloquearon con una solucién que contenia 2.5 % de leche desnatada en
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polvo, 1 % de BSAy 0.1 % de Tween20 en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente.
Entonces las membranas se incubaron con el adecuado anticuerpo primario (ver
seccion 3.5 Anticuerpos) en una solucion que contenia 0.5 % de leche desnatada en
polvo, 0.1 % de BSAy 0.1 % de Tween20 en PBS a 4°C durante toda la noche. Despues
de tres lavados, las membranas se incubaron con el adecuado anticuerpo secundario
(ver seccion 3.5 Anticuerpos) diluido en la misma solucién que los anticuerpos primarios
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se revelaron mediante
quimioluminiscencia usando el sustrato Luminata Crecendo Western HRP substrate
(Merck Millipore, Burlington, MA, EEUU) y el aparato Amersham Imager 600 system (GE
Healthcare, Chicago, IL, EEUU).

2.13 Inmunofluorescencia

3 x 10% células ARK-2 transfectadas se plantaron en cubreobjetos de 12mm de didmetro
cubiertos con una capa de poli-L-lisina en placas de 24 pocillos hasta la confluencia
celular. Los cubreobjetos entonces se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con 3.5 %
paraformaldehido diluido en PBS durante 7 minutos a temperatura ambiente. Las
células se permeabilizaron incubando con 0.2 % de saponina (Merck) diluida en PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente y después de realizé un bloqueo de las
uniones inespecificas incubando durante 1 hora a temperatura ambiente con una
solucion que contenia 20 % de suero normal de cabra (NGS del inglés normal goat
serum), 0.2 % de Triton y 0.2 % de gelatina diluido en PBS. El anticuerpo primario ratén
anti-NTPDasa3 se incubd durante toda la noche a 4°C. Después de tres lavados con PBS,
el cubreobjetos se incubd con el anticuerpo secundario anti-raton marcado
fluorescentemente durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, los
cubreobjetvos de lavaron tres veces en PBS y para la tincion nuclear se usé un medio de
montaje acuoso con DAPI (ProLong Gold Antifade reagent with DAPI, Life Technologies,
Paisley, RU). Las muestras se observaron y se fotografiaron bajo un microscopio
confocal Zeiis LSM 800 confocal Laser Scanning Microscope (Zeiss, Oberkochen,

Alemania). Las imagenes resultantes se procesaron con el software ZEN 2.3 SP1 (Zeiss).
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2.14 Ensayos de proliferacion celular

La proliferacion celular de los cultivos ARK-2 transfectados se evalud usando el kit iClick
EdU Andy Fluor 555 Imaging (GeneCopoeia, Rockville, MD, EEUU). Este método esta
basado en la visualizacién fluorescente de las nuevas hebras de ADN sintetizadas
cuando el andlogo de la timidina EdU se incorpora en las células en proliferacién y se
marcan con un fluorescente altamente especifico. Brevemente, se plantaron 3 x 10 de
células ARK-2 en cubreobjetos de 12mm de didmetro cubiertos con una capa de poli-L-
lisina en placas de 24 pocillos. El dia siguiente, 10uM de la solucién EdU en medio
completo se afiadid a cada pocillo y se incubd durante 2 horas a 37°C. Los cubreobjetos
se fijaron con 3.7 % de paraformaldehido en PBS durante 15 minutos a temperatura
ambiente y lavados dos veces con 3 % de BSA en PBS. Después se realizd un paso de
permeabilizacién celular, donde se incubaron los cubreobjetos con 0.5 % de Triton en
PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente antes del marcaje fluorescente
siguiendo el protocolo marcado por la casa comercial. Los nucleos se tifieron con
5ug/mL de Hoechst 33342 durante 15 minutos a temperatura ambiente y finalmente
los cubeobjetos se montaron con medio de montaje acuoso (Fluoromount mounting
médium, Sigma-Aldrich). Los resultados se observaron y se fotografiaron bajo un

microscopio optico Nikon Eclipse E800 (Nikon, Japon).
2.15 Ensayos de migracién e invasién celular

La migracion y la invasién celular se evaluaron usando camaras de Boyden con el kit
CytoSelect Cell Migration and Invasion Assay (Cell Biolabs, San diego, CA, EEUU),
respectivamente. Brevemente, este método se basa en la capacidad de las células vivas
en migrar por una membrana de policarbonato que contiene poros de 8um de didmetro
para la migracion celular, o en invadir en la misma mebrana cubierta con una solucion
de membrana basal. Primeramente, las membranas de las camaras de boyden se
hidrataron mediante la incubacidn de las membranas con medio libre de suero durante
1 hora a 37°C. El medio de hidratacién se descarté y 1.5 x 10> de células ARK-2 se
plantaron en la camara superior en medio libre de suero. Como medio quimioatrayente,
las camaras inferiores se llenaron con medio suplementado con 10 % de FBS. Después

de 24 horas, las células remanentes en la cdmara superior se retiraron con un
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bastoncillo de algoddn mojado y las camaras de boyden se tifieron siguiendo el
protocolo de la casa comercial. Las cdmaras fueron visualizadas y fotografiadas bajo un
microscopio optico Leica DMD 108 (Leica). Las cdmaras ademads se destifieron siguiendo
el protocolo de la casa comercial y se midid la absorbancia en una longitud de onda de

660nm.

2.16 Formacion de colonias

La habilidad de los cultivos ARK-2 para generar colonias se evalud incubando 400 células
por pocillo en placas de 12 pocillos durante 5-7 dias. Las colonias visibles formadas se
lavaron dos veces en PBS, se fijaron con 3.5 % de paraformaldehido durante 15 minutos
y se tifieron con 0.1 % de violeta cristal durante 15 minutos. Para finalizar, se realizé un
lavado con agua para remover el exceso de violeta cristal. Las colonias se fotografiaron
usando un microscopio estereoscopico Carl Zeiss SteREO Lumar V12 (Zeiss) y contados y
medidos usando el software Image J (National Institutes of Heatlh-NIH, Bethesda, MD,

EEUU).

2.17 Obtencion de organoides en tres dimensiones derivados de células de cancer de

endometrio

Los organoides en tres dimensiones derivados de los cultivos ARK-2 se generaron para
realizar experimentos de crecimiento celular. Primeramente, se cred una cama de
Matrigel expandiendo con cuidado con una punta amarilla 10uL de Matrigel (Matrigel
Growth Factor Reduced, Phenol Red free; Corning, NY, EEUU) por pocillo en placas de
96 pocillos para microscopia (Cell Culture Microplate, 96 well, PS, F-bottom (chimney
well), uClear, black; Greiner Bio-one, Kremsmunster, Austria) y se incubd durante 30
minutos a 37°C. Después se realizd una suspension celular a una concentracién de 2000
células por 100uL de Medio Basal (ver seccion 3.2 Cultivo celular). La supension celular
se mezcld con 3 % de Matrigel y 2 % de suero bovino fetal cubierto con carbdn-dextran
(DCC-FBS del inglés dextran-charcoal-coated fetal bovine serum; Gibco) y 100uL de esta
mezcla se afiadid por pocillo. Los organoides se dejaron en el incubador durante 5-7
dias sin cambiar el medio y fijados con 4 % de paraformaldehio frio diluido en PBS

durante 10 minutos. Los organoides se mantuvieron en la nevera a 4°C hasta su uso.
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Para la visualizacién y la determinacién del tamafio, las placas se incubaron con
faloidina marcada fluorescentemente (Phalloidin iFluor-555; AbCam, Cambridge, RU)
durante toda la noche a 4°C después de un bloqueo de las uniones inespecificas con
una solucion que contenia 20 % de NGS, 0.2 % de Triton y 0.2 % de gelatina diluido en
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Los nuceis se tifieron con DAPI. Los
organoides se visualizaron y fotografiaron bajo un microscopio confocal Zeiss LSM 880

Confocal Laser Scanning (Zeiss).
2.18 Estudio de la apoptosis celular mediante Anexina-V

La apotosis en los cultivos ARK-2 se evalud usando el kit Annexin V-FITC Apoptosis
Detection (ThermoFisher Scientific) para citometria de flujo. Esta técnica permite
detectar las células apoptdticas por unidn de la anexina-V a los residuos de
fosfatidilserina expuestos en el espacio extracelular en las células en apoptosis. La
muerte celular no apoptdtica fue determinada por marcaje con ioduro de propidio.
Brevemente, 1 x 10° células ARK-2 se plantaron en placas de 10cm? de didmetro y se
incubaron a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, las células fueron tripsinizadas
y resuspendidas a una concentracion de 2 x 10° células por mL en tampdn de unién
siguiendo el protocolo de la casa comercial. 5uL de anexina V marcada con FITC se
afiadieron a la suspension celular y se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente en un rotador. Después de un lavado con tampdn de unién, las células se
resuspendieron en 400uL de tampdn de unién y 5ul de ioduro de propidio se afiadio a
la suspensién. Las células se analizaron mediante citometria de flujo utilizando el
aparato FACS Canto Il (Beckman Coulter). Las células se mantuvieron en oscuridad a 2-

8°C.
2.19 Andlisis de la expresidn génica in silico a partir del TCGA

Los datos utilizados para los andlisis in silico corresponden a la base datos de cancer
endometrial de cuerpo uterino (TCGA-UCEC) extraidos del Atlas del Genoma del Cancer
o TCGA (del inglés The Cancer Genome Atlas) a través de cBioPortal para Cancer
Genomics (http://cbioportal.org). Se utilizaron un total de 527 muestras con datos
clinicos y de expresion integrados. Los datos de expresidon génica se descargaron como

valores de fragmentos normalizados por kilobase de exdn por millon de fragmentos
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mapeados (FPKM) y tranformados en Log2. Los grupos se compararon mediante el test
one-way ANOVA. El analisis de la supervivencia se realizd con el paquete R survmine
(creado por Alboukadel Kassambara). Para las curvas de supervivencia global (OS) y
superviencia libre de progresion/supervivencia libre de enfermedad (PFS/DFS), los
valores medios se utilizaron como punto de corte para los grupos ‘alta’” y ‘baja’
expresion. Los resultados se muestran como graficos de curvas de Kaplan-Meier y se

utilizé la prueba Log-rank para la comparacion de las curvas de supervivencia.
2.20 Extraccién de ARN total y analisis de matrices de expresion génica

Los analisis de transcritos derivados de las vias de sefializacion relacionadas con
proliferacion y migracién celular se evaluaron mediante ARN total aislado de cultivos
ARK-2 usando el sistema Human Cell Proliferation and Human Cell Motility gPCR
SignArray 384 (gene profiling analysis Human gPCR signArrats 384 kits; AnyGenes, Paris,
Francia). De modo general, se ha evaluado la presencia de 125 genes relacionados con
proliferacion y con motilidad celular mediante tecnologia PCR a tiempo real (RT-PCR del
inglés real-time polymerase chain reaction). Para el aislamiento del ARN total, 1 x 10°
células ARK-2 se plantaron en placas de 10cm? de didmetro y se incubaron durante toda
la noche a 37°C. Las células en confluencia fueron tripsinizadas y el ARN total se extrajo
usando el kit RNeasy Plus Mini (QIAGEN) y posteriormente comprobado en un gel de
agarosa al 1 %. La cantidad y la pureza del ARN se midid usando el aparato Nanodrop
One (ThermoFisher Scientific). Para cada muestra, el ADNc se sintetizd usando 2ug de
ARN total usando el kit StaRT Reverse Transciption en los laboratorios AnyGenes (Paris,
Francia). Todas las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron en el aparato Light
Cycler 480 (Roche) con la sonda 2X Perfect Master Mix SYBR Green (AnyGenes). La
expresion del ARN mensajero para cada gen a evaluar se normalizé usando la media de
los valores Cp para los 8 genes de control mas estables (PPIA, ACTB, TBP, B2M, RPLPO,
HPRT1, TFRC y GUSB) y definidos por valores 2(-dCp) x 10000. La variacion de los valores

de expresidon génica también se calculd.
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4. RESULTADOS

4.1 Distribucién tisular de NTPDasa3 en los diferentes tipos de cancer de endometrio

La expresion de NTPDasa3 se estudido mediante inmunohistoquimica en los diferentes
tipos de tumores de endometrio. Observamos que la expresion de NTPDasa3 en los
tumores se limita al componente epitelial, y que su expresion disminuye al aumentar el
grado del tumor (Figura 1A). No se detectd expresion de NTPDasa3 en el estroma en
ninguno de los tumores estudiados, coincidiendo con los hallazgos en el endometrio no
tumoral. La actividad ATPasica atribuible, en parte, a NTPDasa3 también se detecto

disminuida en los tumores de alto grado en relacién a los de bajo grado (Figura 1B).

Los cambios de expresion atendiendo al grado tumoral fueros significativos (p 0,018),
independientemente de la clasificacion histolégica (Figura 1C). La clasificacién basada
en la tipologia molecular también muestra diferencias significativas (p 0,049) en la
expresion de la NTPDasa3, asi, los tumores POLE y CNH-SL expresan menos NTPDasa3

que los MSI'y CNLH (Figura 1D).
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Figure 1. A, B Inmunohistoquimica anti-NTPDasa3 (A) y actividad ATP4asica in situ (B) en seis carcinomas de
endometrio humano calsificados segun la tipologia histolégica. Se observa que la expression de la
NTPDasa3 se confina exclusivamente a las células tumorales (Aa-f). Los tumores endometrioides de bajo
grado muestran alta expression de NTPDasa3 (Aa-b) pero se pierde en tumores endometrioides de alto
grado y no endometrioides (Ac-f). EI ATP se incubd a una concentracién de 1mM durante 1 hora y la
reaccion se reveld durante 1 minuto. En las células tumorales epiteliales se observa una disminucién
generalizada en la cantidad de ATP hidrolizado en los tumores endometrioides de alto grado (Bc) y no
endometrioides (Bd-f), aunque hay que tener en cuenta que otras ectonucleotidases, como la NTPDasa2
o las NPPs también presentes en los tumores de endometrio, pueden hidrolizar el ATP extracelular. No se
detecta actividad ATPasica cuando el ATP no esta presente en la reaccion (insets en B). C, D Porcentaje de
casos de cancer de endometrio con diferente patron de expression de la NTPDasa3 en el epitelio tumoral
clasificados por el grado tumoral (C) y los subtipos moleculares (D). Los tumores de bajo grado muestran
alta expression de la NTPDasa3, mientras que los tumores de alto grado (grado 3) pierden la expression.
Los tumores de tipo MSI y CNL muestran alta expression de NTPDasa3, pero los tumores POLE y CNH,
definidos como de alto grado, tienen poca expression de NTPDasa3. E, F Niveles de expression génica
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extraidos de la cohorte de cancer de endometrio del Cancer Genome Atlas (TCGA-UCEC) muestran bajos
niveles génicos de ENTPD3 en los tumores de alto grado (E) y en los de tipo CNH (F). G, H Las curvas de
Kaplan-Meier de probabilidad de supervivencia global (0S) y de progresion libre de
enfermedad/supervivencia libre de enfermedad (PFS/DFS) se extrajeron de la cohorte antes mencionada
en relacion a los niveles génicos de ENTPD3 (E) muestran una major prognosis clinica en los carcinomas
de endometrio con alta expression. (F), también se observa una major prognosis cuando los tumores
tienen altos niveles de ambos ENTPD2 y ENTPD3. Se usaron tests Log-rank para comparer las curvas de
supervivencia. Barras: 100 um. Aa y Ba son carcinomas de endometrio de grado 1, Ab y Bb son de grado
2, Acy Bc son de grado 3, Ad y Bd son adenocarcinomas serosos, Ae y Be son carcinosarcomas uterinos y
Af y Bf son carcinomas de célula clara. OS: overall survival; PFS/DFS: progression-free survival/disease-
free survival. *p< 0,05.

4.2 La expresion del gen ENTPD3 influye en la progresién y en la supervencia del cancer

de endometrio

Estudiamos el gen ENTPD3 en una cohorte de pacientes afectadas de cancer de
endometrio a partir de los datos de The Cancer Genome Atlas-Uterine Corpus
Endometrial Carcinoma (TCGA-UCEC), segun clasificacién en funcién del grado y del tipo
molecular. Los resultados coinciden con los hallados en tejido mediante IHQ. Los
tumores de alto grado presentan expresion diminuida de ENTPD3 respecto de los
tumores de bajo grado (Figura 1E). En cuanto a la clasificacion molecular, se observd
una menor expresion génica en aquellos tumores de tipo POLE y CNH-serous like,
coincidiendo también con el inmunomarcaje en tejido tumoral (Figura 1F). Por lo tanto,

la expresién génica y proteica de esta ectonucleotidasa disminuye con el grado tumoral.

Se analizaron también los datos de la supervivencia global (OS, del inglés overall
survival) y de la progresion libre de enfermedad/supervivencia libre de enfermedad
(PFS, del inglés progression free survival) con relacién a los niveles de expresion génica
de ENTPD3 en la cohorate anterior. Se establecioeron dos grupos diferentes, uno con
alta expresion del gen ENTPD3 (high) y el otro con baja expresion de ENTPD3 (low). Las
pacientes que pertenecen al grupo high tienden a tener mejores tasas de supervivencia
y periodos libres de enfermedad mas largos que el grupo low, que tienen un peor
prondstico (p 0,0068 para OSy p 0,018 para PFS) (Figura 1G). Ya habiamos demostrado
que los pacientes con niveles altos de ENTPD2 tienen mejores tasas de supervivencia y
PFS (Capitulo 2), por lo que determinamos estos parametros utilizando la expresion

conjunta de los genes ENTPD2 y ENTPD3 en esta misma cohorte. Confirmamos que el
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grupo de pacientes con altos niveles génicos de ENTPD2 y ENTPD3 tienen una
supervivencia mas larga y también una PFS mas alta (p 0,011 para la OSy p 0,026 para la
PFS). Se observd que las pacientes con niveles bajos de ambos genes definen el grupo

con peor prondstico (Figura 1H).

4.3 La sobreexpresion de NTPDasa3 afecta la proliferacion y la migracion celulares in vitro

Las células ARK-2, en las que sobreexpresamos y caracterizamos la proteina de fusién
GFP-NTPDasa3 (detallado en el Capitulo 5), se usaron para realizar ensayos funcionales
de proliferacion, migracion e invasion celulares. Para evaluar la tasa de proliferacion en
las células utilizamos un andlogo fluorescente de timidina (EdU) que nos permite
identificar el numero de células en mitosis en el cultivo celular. Los cultivos con
sobreexpresion de GFP-NTPDasa3 mostraron una disminucion significativa en la
proliferacion (Figura 2A). La migracion e invasion celulares se evaluaron utilizando
camaras de Boyden. Se detecté mas migracion en las células ARK-2 que expresan GFP-
NTPDasa3 que en las células control (Figura 2I, 2La, Lb). Sin embargo, no se detectd
invasion celular en ninguno de los cultivos ni a las 24 h (Figura 2M), ni en tiempos mas

largos (a 48 h, datos no mostrados).

Realizamos ensayos de formacion de colonias para evaluar de forma independiente el
crecimiento celular. Los resultados no mostraron diferencias significativias en el nimero
de colonias generadas (datos no mostrados) o en el tamafio de la colonia entre las

células ARK-2 que expresan GFP-NTPDasa3 v las células control (Figura 2D, 2G).

4.4 EI ATP extracelular estimula la proliferacion y la migracién de las células tumorales

con sobreexpresién de NTPDasa3

Evaluamos el efecto de la adicion de ATP extracelular en la proliferacion y migracién
celulares, incubando las células ARK-2 en presencia de ATP 0,5 mM. Demostramos que
el ATP aumenta la proliferacién de las células ARK-2 (Figura 2C) y que el aumento es
mucho mayor en el caso de las células que sobreexpresan NTPDasa3. El tamafio de las
colonias de estas células en presencia de ATP es menor (Figura 2F), pero este fendomeno

no se observa para las células control (Figura 2E).
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En términos de migracién celular, la adicion de ATP solo afecta a las células que

sobreexpresan NTPDasa3, aumentando su migracién (Figura 2K, 2Lb).
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Figura 2. Ensayos de proliferacion celular A, B, C realizados en cultivos ARK-2 no transfectados vy
transfectados con GFP-NTPDasa3. Se observa una disminucion significativa en el nimero de células
proliferativas en cultivos de GFP-NTPDasa3 (A). Por el contrario, cuando el ATP esta presente en cultivos
durante 24 horas a una concentraciéon de 0,5 mM, el niumero de células proliferativas aumenta
significativamente en células ARK-2 no transfectadas (B) y transfectadas con GFP-NTPDasa3 (C). D, E, F, G
Ensayos de formacién de colonias (CFA) realizados en cultivos de ARK-2 no transfectados y transfectados
con GFP-NTPDasa3. El drea de las colonias no muestra diferencias entre cultivos no transfectados y GFP-
NTPDasa3 (D). Cuando se trata con ATP 0,5 mM durante 24 horas, solo las colonias transfectadas con
GFP-NTPDasa3 reducen significativamente su area (F, G), fendmenos no observado en las colonias no
transfectadas (E, G). La tincién con anexina-V detectada mediante ensayos de citometria de flujo no
muestra diferencias en el nimero de células ARK-2 apoptodticas no transfectadas y transfectadas con GFP-
NTPDasa3. |, J, K, L Ensayo de migracién celular realizado en cultivos ARK-2 no transfectados y
transfectados con GFP-NTPDasa3 utilizando cdmaras de Boyden. Se observa un aumento significativo en
la migracion celular a las 24 horas en cultivos GFP-NTPDasa3 en comparacion con los no transfectados (I,
La, Lb). Cuando el ATP esta presente en los cultivos a 0,5 mM durante 24 horas, los cultivos transfectados
con GFP-NTPDasa3 aumentan la migracion celular (Lb, K). Las células no transfectadas no muestran
diferencias de migracion con el tratamiento con ATP (La, J). Se evalud la invasidon de células a las 24y 72
horas (datos no mostrados), determinando que no muestran propiedades de invasion.

Los organoides derivados de los cultivos transfectados con GFP-NTPDasa3 son

significativamente mas pequefios que los organoides control (Figura 3A).
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Figura 3. A Imdgenes de microscopia confocal de los organoides derivados de los cultivos ARK-2 no
transfectados y transfectados con GFP-NTPDasa3. Se determind el tamafio del organoide mostrando un
area disminuida en los transfectados con GFP-NTPDasa3. B, C D Inmunohistoquimica anti-NTPDasa3 (B),
microscopia confocal anti-NTPDasa3 (C) y secciones de tejido de hematoxilina y eosina (D) de tumores
subcutaneos derivados de cultivos de células ARK-2 no transfectadas y transfectadas con GFP-NTPDasa3.
La expresion de NTPDasa3 no se detectd en tumores derivados de cultivos ARK-2 no transfectados (Ba-c,
Ca-c). Por el contrario, los tumores derivados de cultivos ARK-2 transfectados con GFP-NTPDasa3
muestran una alta expresion de NTPDasa3 (Bd-f, Cd-f). Los tumores se caracterizaron por presentar un
patron tanto sélido como glandular y las células presentaban un elevado pleomorfismo, nucleos
irregulares, nucléolos enormes y una intensa actividad mitotica (D). E El tamafio del tumor se evalud a los
19 dias después de la inyeccion, mostrando una reduccion significativa del tamafio del tumor cuando
estaba presente NTPDasa3 en comparacion con los tumores no transfectados (E). Barras: 1 mm
(imagenes D superiores), 0,5 mm (Ba, Bd), 250 um (A), 200 um (Bb, Be) y 100 um (Bc, Bf, Bc, Bf y D
imagenes inferiores).
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4.5 La sobreexpresion de NTPDasa3 limita el crecimiento tumoral in vivo

Para evaluar el potencial tumorigénico de los cultivos in vivo, se usé el modelo animal
de ratones inmunodeficientes de fenotipo SCID hr/hr. Se observd la capacidad de
formar tumores, se mideron cada 3 dias y a los 19 dias se realizd el estudio
histopatoldgico. Los resultados mostraron que las células ARK-2 son capaces de generar
tumores espontdneos subcutdneos cuando se inyectan en ratones SCID
inmunodeprimidos. La idoneidad de nuestro modelo animal se evalud mediante
experimentos de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia en los tumores
reseccionados. Todos los tumores que sobreexpresan GFP-NTPDasa3 mostraron una
expresion de la ectoenzima correlacionada con la fluorescencia de EGFP, mientras que
no se detectd expresion de NTDasa3 humana en los tumores control (Figura 3B, 3C). A
nivel histoldgico, los tumores generados tienen un patrén sélido o glandular y las células
tumorales muestran pleomorfismo marcado, nucleos irregulares, nucléolos enormes vy
actividad mitotica evidente, muchas veces con figuras mitéticas atipicas (Figura 3D),

coincidente con el patrén de tumores de endometrio de tipo seroso en humanos.

Los tumores que sobreexpresan GFP-NTPDasa3 mostraron un tamafio
significativamente menor en comparacion con los tumores control (aumento <2 % para
los tumores NTPDasa3 versus aumento del 8 % para los tumores control a los 19 dias)

(Figura 3D, 3E).

4.6 La sobreexpresion de GFP-NTPDasa3 disminuye la expresiéon de E-cadherina y FGFR2

atenuando la sefializacion mediada por AKT y afectando la proliferacion tumoral

Nuestro siguiente objetivo fue caracterizar una posible transicion epitelial-mesenquimal
(EMT) en este modelo celular. El andlisis mediante Western blot muestra que las células
ARK-2 expresan E-cadherina, un marcador de célula epitelial y carecen de vimentina,
marcador mesenquimal (Figura 4A). La sobreexpresién de NTPDasa3 se detecta una
discreta disminucion en la expresion de E-cadherina (Figura 4A), sin aumento de

vimentina ni de N-cadherina (no mostrado).

Las matrices de expresién génica (arrays) de genes relacionados con la proliferacion
celular demuestran disminucion del receptor FGFR2 en las células que sobreexpresan

NTPDasa3 (Figura 4C), resultado que también se comprobd a nivel de proteina (Figura
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4B). Este receptor se relaciona con la supervivencia y la proliferacion celulares (Katoh
and Katoh 2009; Mathur et al. 2014; Su et al. 2014). Evaluamos también el estado de
AKT, una de las vias de sefializacion mas relacionada con la supervivencia, proliferaciéon
y motilidad celulares en una amplia gama de cénceres (Jiang et al. 2020). Mediante
Western blot se estudido AKT y sus formas fosforiladas activas AKT-phosphoSer473 vy
AKT-phosphoThr308 en los cultivos ARK-2. El analisis muestra una disminucion en la
forma total de AKT y en la forma de AKT fosforilada en Ser473 en las células que
sobreexpresan GFP-NTPDasa3 en comparacion con las células control (Figura 4A).
Ademads, no se detecta la forma Thr308-fosforilada de AKT en ninguna de las dos

condiciones analizadas (Figura 4A).

Como el ATP también influye en la proliferacion y la migracion celulares, evaluamos los
niveles de FGFR2, ITGB2, ITGB3, MMP2 y MMP14 en su presencia. Mostramos que el
tratamiento con ATP en células que sobreexpresan NTPDasa3 restaura los niveles de
FGFR2 (Figura 4B). Los niveles de la proteina MMP14 e ITGB2 también aumentan con la
adicién de ATP (Figura 4D). No se observaron cambios en los niveles proteicos para

MMP2 e ITGB3 (Figura 4D).
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Figura 4. A Se inmunotransfirieron lisados celulares de cultivos ARK-2 no transfectados y transfectados
con GFP-NTPDasa3 para las proteinas de transicion epitelio-mesénquima, AKT y sus formas fosforiladas.
Se observd una disminucién en la cantidad de E-Cadherina y de fosfoAKT-Ser473 en los cultivos
transfectados con GFP-NTPDasa3 en comparacién con los no transfectados (A). También se observé que
las células ARK-2 no presentaban proteinas las mesenquimales N-Cadherina y vimentina (A). B, C, D, E, F
Los lisados de células de cultivos ARK-2 no transfectados y transfectados con GFP-NTPDasa3 tratados con
osin 0,5 mM de ATP se inmunotransfirieron para las proteinas FGFR2 (B), MMP2, MMP14 y las integrinas
B2 y B3. (D). Se observa una disminucion en los niveles de las proteinas mencionadas cuando NTPDasa3
esta presente en las células. La adicion de ATP restaura la expresion de FGFR2, MMP14 e ITGB2 en los
cultivos sobreexpresados con GFP-NTPDasa3. Los niveles de expresidon génica normalizados derivados de
los ensayos de RT-PCR mostraron una disminucion en los genes FGFR2 (C), MMP2, MMP14 (E), ITGB2 e
ITGB3 (F) en los cultivos transfectados con GFP-NTPDasa3 en comparacion con los no transfectados.

4.7 La sobreexpresion de GFP-NTPDasa3 disminuye los niveles de las metaloproteinasas

de matriz y de las integrinas del grupo beta afectando a la migracion tumoral

Se amplid el estudio de expresidn génica a genes relacionados con la motilidad celular,
analizando un panel de X genes. Los siguientes genes estan disminuidos en las células
que sobreexpresan NTPDasa3: integrinas ITGB2 e ITGB3, y metaloproteinasas MMP2 y
MMP14 (Figura 4E, 4F). Este resultado se corrobord a nivel proteico mediante Western

blot con anticuerpos anti-MMP2, MMP14, ITGB2 e ITGB3 (Figura 4D). Analizamos en la
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cohorte del TCGA-UCEC de cancer de endometrio, la expresion combinada de ENTPD3 y
los genes: FGFR2, ITGB2, ITGB3, MMP2 y MMP14 en términos de supervivencia y
progresion clinica de las pacientes. Los resultados muestran que las pacientes con altos
niveles de ENTPD3 y FGFR2 (Figura 5A), MMP2, MMP14 (Figura 5B) o ITGB2 (Figura 5C)
tienen peor supervivencia glogal y periodos libres de enfermedad inferiores que las

pacientes con niveles bajos de estos genes.
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Figura 5. A, B, C Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia general (OS) y supervivencia libre de
progresién/supervivencia libre de enfermedad (PFS/DFS) extraidas de la cohorte TCGA-UCEC con
respecto a la expresién del gen ENTPD3 combinado con el gen FGFR2 (A), MMP2, MMP14 (B) e ITGB2,
ITGB3 (C) mostraron un mejor prondstico clinico en pacientes con niveles elevados de ENTPD3-FGFR2,
ENTDP3-MMP2 o ENTPD3-ITGB2. Se utilizd la prueba de Log-rank para comparar las curvas de
supervivencia. OS: supervivencia global; PFS/DFS: supervivencia libre de progresion / supervivencia libre
de enfermedad. * p <0,05.
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4. DISCUSION

En este capitulo, NTPDasa3 se presenta por primera vez como elemento implicado en el
cancer de endometrio. Hemos caracterizado de la expresién de NTPDasa3 en tumores
primarios de endometrio y hemos evaluado las consecuencias de su sobreexpresion in
vitro e in vivo. NTPDasa3 es una ectoenzima de la familia CD39 con una bien conocida
actividad ATPdsica. Se localiza en la membrana celular (Robson et al. 2006) y se
identificé inicialmente en el sistema nervioso, en las neuronas del neuropéptido
hipocretina / orexina-A y en las neuronas de la regiéon dorsal, donde controla la
nocicepcion mediada por nucledtidos, junto con CD73 (Robson et al. 2006; Zylka 2011;
Vongtau et al. 2011). Se ha identificado también en células epiteliales del sistema renal,
respiratorio, digestivo y reproductor. En el epitelio endometrial glandular y luminal fue
estudiada por nuestro grupo en relacion al endometrio funcional no patoldgico. Aqui la
estudiamos en el cancer. El eje CD39-CD73 constituye una de las dianas de estudio mas
actuales en la investigacién oncoldgica, ya que el aumento en la expresion y actividad
de ectoenzimas en muchos canceres conduce a un aumento en la concentracion de
adenosina en el microambiente tumoral. Este mecanismo se ha propuesto como uno de
los principales problemas en la inmunoterapia antitumoral, ya que la adenosina
produce efectos inmunosupresores reduciendo asi la inmunidad antitumoral (Hammami

et al. 2019; Moesta et al. 2020; Roh et al. 2020).

En el caso del componente epitelial tumoral del cancer de endometrio, el tandem mas
eficiente en la hidrodlisis de ATP y formacidon de adenosina es NTPDasa3-CD73.
Recordamos que NTPDasal (CD39) no se expresa en el epitelio tumoral. Aqui hemos
valorado la expresién de NTPDasa3 como indicador histopatologico de progresién
tumoral. El analisis inmunohistoquimico reveld la presencia de NTPDasa3
exclusivamente en los tumores endometrioides de grado 1y 2, considerados de bajo
grado. Los tumores no endometrioides, de alto grado (seroso, carcinosarcomas vy
carcinomas de células clara) carecen de expresion de NTPDasa3. Cabe destacar que los
tumores clasificados molecularmente como CNH, en su mayoria de alto grado, carecen
de expresiéon de NTPDasa3 en un alto porcentaje, coincidiendo con los resultados
analizando el grado tumoral. Se muestra evidente la relacién entre los niveles tumorales

de NTPDasa3 vy la progresion del cancer de endometrio. EI TCGA proporciona
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informacién génica derivada de miles de muestras de pacientes, en nuestro caso,
estudiamos una cohorte derivada de pacientes afectadas por cancer de endometrio y
caracterizamos la expresiéon del gen ENTDP3 en relacién con progresion clinica. Los
datos de expresion génica coincidieron con los de proteina en los tumores, viéndose

disminuida en los tumores de alto grado.

En cuanto a la evolucién clinica, las pacientes con niveles altos del gen ENTPD3 tienen
una mavyor tasa de supervivencia y periodos libres de enfermedad que las pacientes con
niveles bajos. Se han observado resultados similares en una cohorte de pacientes con
cancer de mama (Li et al. 2019). Esta correlacidon también habia sido demostrada para
ENTPD2 (Capitulo 2)(Rodriguez-Martinez et al. 2021). Ademds, la expresion alta
simultanea de ambos genes, ENTPD2 y ENTPD3, coincide con un mejor prondstico en
términos de supervivencia y progresion clinica. En cambio, la expresion alta de los genes
CD39 y ENT5 se relaciona con un peor prondstico en varios tipos de cancer, como el
cancer de mama vy el de ovario (Turcotte et al. 2015; Jiang et al. 2018; Ni et al. 2021),
hecho que se relaciona con el efecto inmunosupresor antitumoral de la adenosina
generada (Deaglio et al. 2007; Borsellino et al. 2007; Shi et al. 2019). Los estudios que
analizan la expresion del eje adenosinérgico en los tumores son complejos dada la
diversidad de enzimas y su expresion en diferentes tipos celulares. Ello dificulta que se
puedan establecer asociaciones entre expresién y evolucién del tumor. En el caso de
NTPDasa3, su expresion y sus cambios si pueden relacionarse con el componente

epitelial del tumor puesto que no se expresa en el estroma.

Hemos demostrado la relacién entre NTPDasa3 y la progresion tumoral en el cancer de
endometrio utilizando un modelo de cultivo celular de carcinoma seroso en el que
hemos sobreexpresado la proteina como proteina de fusién con EGFP para facilitar su
identificacion. La sobreexpresion de NTPDasa3 correlaciona con una disminucién de la
proliferacion, pero con un aumento de la migracion, sin afectar la invasion celular. La
disminucion de la proliferacion no se debe un mayor indice de apoptosis en las células.
Demostramos que las células que sobreexprean NTPDasa3 reducen los niveles de la
forma fosforilada de AKT-Ser473, sin disminuir los niveles de AKT total. AKT/PKB es una
serina/treonina quinasa que promueve la supervivencia, proliferacion y crecimiento

celular cuando se activa mediante la fosforilacién de los residuos Thr308 y Ser473 que a
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su vez inducen una cascada intracelular de sefializacién (Datta et al. 1999; Cicenas
2008). Esta via ha sido propuesta como diana terapéutica en el cancer de endometrio
(Yap et al. 2008; Slomovitz and Coleman 2012), observandose mutaciones activadoras
en AKT, PI3K (Salvesen et al. 2009; Cheung et al. 2011), en proteinas activadoras de AKT,
como el receptor de tirosina quinasa FGFR2 (Dutt et al. 2008), y otros mecanismos
como la regulacién negativa de EGF (Khalifa et al. 1994). Ademas, se sabe que el
aumento de la seflalizacion de AKT y fosfo-AKT estd asociada con la resistencia tumoral
a la quimioterapia, fenotipos agresivos y peor prondstico (Salvesen et al. 2009; Pavlidou
and Vlahos 2014). Nuestros estudios de expresién génica también demostraron una
disminucion en la expresion de FGFR2, también a nivel de proteina. En este modelo, la
sobreexpresion de NTPDasa3 provocaria la disminucion de FGFR2, que, a su vez,
actuaria reduciendo la sefializacion de AKT vy limitando la proliferacién celular,
observada en ensayos funcionales en células. Ademas, los niveles bajos de ENTPD3 y
FGFR2 estan relacionados la menor supervivencia global en la cohorte TCGA. Como se
ha indicado anteriormente, las pacientes con niveles altos de ENTPD3 tienen un mejor

prondstico.

Hemos completado los estudios en cultivo con la generacién de organoides derivados
de células tumorales y con un modelo animal de tumorigénesis. Los organoides que
expresan NTPDasa3 son de menor tamafio que los que carecen de la proteina. Ademas,
demostramos que el crecimiento tumoral se frena en los animales inyectados con
células que sobreexpresan NTPDasa3. En conjunto, estos resultados confirman la

hipotesis del papel de NTPDasa3 en el control de la proliferacién tumoral.

Hay que considerar que la plasticidad tumoral influye en el movimiento celular a través
de mecanismos de transicion epitelio-mesenquima en funcion de diversos factores
como el microambiente tumoral o las caracteristicas intrinsecas de la célula tumoral en
el avance de la enfermedad (Krakhmal et al. 2015). En estos mecanismos, las MMP y las
integrinas engloban funciones vitales como proteinas celulares relacionadas con la
migracioén, invasion y metastasis tumorales ya que sirven como interaccion entre las
células tumorales, el microambiente tumoral y la matriz extracelular. En este sentido, se
sabe que las fluctuaciones en los niveles de MMP e integrinas influyen en la motilidad

de las células tumorales (Brooks et al. 1996). No observamos cambios en los niveles de
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proteinas de transicidn epitelio-mesenquima en presencia de NTPDasa3. Sin embargo,
en los estudios de expresion génica identificamos una disminucion en la expresion
MMP2 y MMP14 y también de las integrinas ITGB2 e ITGB3. Este cambio de expresion,
junto con el fenotipo de migracion de estas células coincide con la adquisicion de un
fenotipo ameboide, que comporta un tipo de motilidad epitelial que se caracteriza por
fenotipos altamente moviles, no adhesivos, con niveles bajos de integrinas del grupo
beta y con una disminucion de los componentes de remodelacion de la matriz
extracelular. La migracion ameboide ya se ha observado en células tumorales en varios
tipos de cancer (Enterline and Coman 1950; Sabeh et al. 2009; Friedl and Alexander
2011; Krakhmal et al. 2015). En lineas celulares de cancer de pulmoén de células
pequefias, se confirmd que la reduccion en los niveles de integrinas la motilidad de las
células cancerosas (McHugh et al. 2012). Las MMP disminuidas también se han
observado en células tumorales epiteliales que realizan una migracion de tipo ameboide
(Lehmann et al. 2017). En esta linea, proponemos que la sobreexpresion de NTPDasa3
aumentaria la migracién celular, probablemente al disminuir la expresién de MMPs e
integrinas, promoviendo una transicién hacia fenotipos con motilidad de tipo
ameboide. Aunque la NTPDasa3 induciria un aumento de la migracién, lo que
probablemente aumentaria los fenotipos malignos, encontramos niveles bajos de /TGB3
y ENTPD3 en los pacientes como factores de mal prondstico en términos de supervencia
y de progresién clinica de la enfermedad. Es necesaria, por lo tanto, una profunda
caracterizaciéon de los mecanismos implicados, que podrian estar encaminada a la
realizacién de asociaciones proteicas entre NTPDasa3 e ITGB3, utilizando ensayos pull-

down o de interactomica.

Pese a que la concentracion de ATP en el microambiente tumoral suele ser mas alta que
en los tejidos sanos (Pellegatti et al. 2008), lo que influye en el comportamiento de las
células tumorales mediante la activacién de los receptores P2 sensibles al ATP, no hay
estudios que demuestren un efecto directo del ATP extracelular sobre las células
tumorales endometriales. En el modelo aqui presentado, la adicion de concentraciones
similares de ATP a las del microambiente tumoral provoca un aumento en la
proliferacion y migracion de las células, aumento muy superior en las células que

expresan NTPDasa3. Esto podria explicarse por una recuperacion de la expresion de
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FGFR2, ITGB2 y MMP14 en presencia de ATP extracelular, como se observa mediante
Western blot. Este fendmeno ya se ha reportado en células de cdncer de mama, donde
el ATP extracelular induce migracién tumoral y aumenta la transicién epitelio-
mesénquima activando AKT y aumentando las MMPs (Yang et al. 2019). Debe
considerarse que el ATP serd hidrolizado en mayor cantidad por las células que
expresan NTPDasa3. En este caso, el estudio de los receptores P2 y P1 y por tanto de la
expresion y actividad de CD73 en nuestro modelo celular seria esclarecedor para
entender el efecto global de la adicién de ATP extracelular. El ATP se propone en
algunas situaciones como una molécula proinflamatoria capaz de inducir una respuesta
inmune antitumoral (Vultaggio-Poma et al. 2020)(Vultaggio-Poma et al. 2020), por lo
gue es necesario un gran cribado con el uso de modelos in vivo donde es posible lograr

un microambiento tumoral mas realista que en los modelos in vitro.

El tratamiento con ATP extracelular en dosis micromolares, induce proliferacion vy
migracion, a través de la activacion del receptor P2Y,, en células de cancer
hepatocelulary en también en glioma. Ello conduce a la activacion de las vias ERK, PKC y
PI3K/AKT (Jacques-Silva et al. 2004; Xie et al. 2014). El receptor P2Y, se ha detectado en
las lineas celulares de carcinoma endometrioide tipo endometrioide como HEC e
Ishikawa (Katzur et al. 1999), donde se ha propuesto como regulador del ciclo celular,
por lo que este mecanismo podria ocurrir en otras células de cancer endometrial. Los
experimentos futuros tienen como objetivo incluirian el estudio de la via AKT en células
tumorales que expresan y no expresan NTPDasa3 bajo la influencia de ATP extracelular,
descifrar la expresion de los receptores P1 y P2 en relacion con la expresion de
NTPDasa3. El uso de inhibidores de receptores, como por ejemplo el inhibidor de P2Y,
AR-C-118925 (Rafehi et al. 2017), y de ectonucleotidasas como el af-meADP, ya que
debe considerarse también el tandem adenosinérgico que esta proteina puede formar

con CD73.

En conclusién, esta investigacion ha sido clave para identificar, por primera vez, un
nuevo rol para un miembro de la familia CD39, la NTPDasa3 (CD39L3), en el cancer de
endometrio. NTPDasa3 muestra heterogeneidad intertumoral, y su expresion génica
alta es un factor de buen prondstico en el cancer de endometrio. La Figura 6 redne

graficamente los principales hallazgos y la posible implicacién de NTPDasa3 en la
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progresién del cancer de endometrio. Este estudio representa el inicio de un campo
prometedor en la comprension de los mecanismos en los que la sefializacion
purinérgica participa en la proliferacion y migracion de células tumorales
endometriales. Debe considerarse un anadlisis mas profundo de NTPDasa3 como

marcador histopatoldgico de prondstico y en el diagndstico de cancer de endometrio.
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Figura 6. Representacion esquematica de las consecuencias de la sobreexpresién de la ectonucleotidasa
de NTPDasa3 en un modelo celular de céncer endometrial de tipo seroso utilizando cultivos ARK-2
transfectados con GFP-NTPDasa3. Niveles altos de NTPDasea3 se asocian con carcinomas endometriales
de bajo grado, aunque los carcinomas endometriales de alto grado carecen en su mayoria de la expresion
tumoral de NTPDasa3. La sobreexpresion de NTPDasa3 en células tumorales endometriales induce, por
un mecanismo desconocido, una disminucion del receptor FGFR2 que probablemente se correlaciona con
un nivel reducido de la forma de AKT fosforilada en Ser473, disminuyendo asi la proliferacién celular. Por
el contrario, la presencia de NTPDasa3 reduce los niveles de expresién de las metaloproteinasas de matriz
e integrinas; esta situacién impulsa la transicién de un fenotipo migratorio de tipo colectivo a uno de tipo
ameboide aumentando asi la migracion de las células in vitro. Ademas, la presencia de la NTPDasa3 limita
el crecimiento tumoral en los modelos en tres dimensiones y de tumorigénesis en raton. Imagen de
elaboracion propia. Se ha usado el software Adobe lllustrator (Adobe Inc., 2019. Adobe lllustrator,
disponible en: https://adobe.com/products/illustrator).
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Caracterizacion de las ectonucleotidasas en
oviductos humanos con una técnica mejorada que
identifica simultaneamente la expresion proteica y Ia
actividad enzimatica in situ

Villamonte ML, Torrején-Escribano B, Rodriguez-Martinez A, Trapero C, Vidal A, Gomez
de Aranda |, Sévigny j, Matias-Guiu X, Martin-Satué M. Characterization of ecto-

nucleotidases in human oviducts with and improved approach simoultaneously

identifying protein expression and in situ enzyme activity. Histochem Cell Biol. 2018,
149(3):269-276. Q1; IF: 2.258.
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El capitulo 4, es metodoldgico e incluye la descripcion de una mejora de la técnica de
estudio de las ectonucleotidasas in situ en tejido. Para ello, se utilizd tejido humano de

trompas uterinas.

Se trata de la puesta a punto un protocolo de detecciéon que permite la visualizacién
simultanea de la expresién (mediante inmunofluorescencia) y la actividad enzimatica in
situ asociada a una determinada ectoenzima en un mismo corte histolégico. Ademas, en
este trabajo, se describid la expresion de las ectonucleotidasas y su distribucion en las

trompas uterinas humanas, no estudiada hasta el momento.
Los principales hallazgos de este capitulo son:

El uso combinado de anticuerpos contra las ectonucleotidasas junto con las técnicas de
histoquimica in situ es factible y resulta un método util para la identificaciéon simultanea

de expresién y actividad hidrolitica en tejido.

Las enzimas NTPDasa2 y NTPDasa3 tienen una alta expresion en el epitelio de la mucosa

de las trompas uterinas aunque con un patrén subcelular distinto.

CD73 y PLAP también se expresan de modo polarizado en el epitelio de las trompas.

Los resultados derivados se han publicado en la revista Histochemistry and Cell Biology

en formato articulo cientifico:

Villamonte ML, Torrején-Escribano B, Rodriguez-Martinez A, Trapero C, Vidal A, Gomez

de Aranda |, Sévigny j, Matias-Guiu X, Martin-Satué M. Characterization of ecto-
nucleotidases in human oviducts with and improved approach simoultaneously
identifying protein expression and in situ enzyme activity. Histochem Cell Biol. 2018

149(3):269-276. doi: 10.1007/s00418-017-1627-8. Epub 2017 Dec 22. Q1; IF: 2.258

El articulo fue imagen de portada de la revista. Se incluye también en el Anexo 2.
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Abstract

Extracellular ATP and its hydrolysis product adenosine modulate various reproductive functions such as those taking place
in oviducts, including contraction, beating of cilia, and maintenance of fluid composition that, in turn, influences sperm
capacitation and hyperactivation, as well as oocyte and embryo nourishing. Ecto-nucleotidases are the enzymes that regulate
extracellular ATP and adenosine levels, thus playing a role in reproduction. We have optimized a convenient method for
characterizing ecto-nucleotidases that simultaneously localizes the protein and its associated enzyme activity in the same
tissue slice and characterizes ecto-nucleotidases in human oviducts. The technique combines immunofluorescence and in situ
histochemistry, allowing precise identification of ecto-nucleotidases at a subcellular level. In oviducts, remarkably, ectonu-
cleoside triphosphate diphosphohydrolase 2 (NTPDase2) and NTPDase3, with the ability to hydrolyze ATP to AMP, are
expressed in ciliated epithelial cells but with different subcellular localization. Ecto-5'nucleotidase/CD73 is also expressed
apically in ciliated cells. CD73, together with alkaline phosphatase, also expressed apically in oviductal epithelium, complete
the hydrolysis sequence by dephosphorylating AMP to adenosine. The concerted action of these enzymes would contribute
to the local increase of adenosine concentration necessary for sperm capacitation. The use of this method would be an asset
for testing new potential therapeutic drugs with inhibitory potential, which is of great interest presently in the field of oncol-
ogy and in other clinical disciplines.
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Introduction

Oviducts are the anatomical structures that host fertiliza-
tion and early stages of embryo development. They collect
and transport the oocyte from the ovary, afford protectionto
the sperm after ejaculation, and create the appropri- ate
milieu for sperm capacitation and hyperactivation to occur
(Coy et al. 2012). The oviductal fluid is generated by
secretory cells that define the mucosa layer together with
ciliated cells, necessary for oocyte and embryo transport
(Li and Winuthayanon 2017).
Purinergic signaling, the group of cell responses to
extracellular nucleotides, such as ATP, and nucleosides,
such as adenosine, is involved in oviduct function (Burn-
stock 2014). Extracellular ATP mediates oviduct smooth
muscle contraction, increases ciliary beat frequency (Bar-
rera et al. 2004), and determines luminal fluid composition
(Keating and Quinlan 2008) by inducing ion secretion by
oviduct epithelial cells. Adenosine is a key molecule in
sperm capacitation, the series of biochemical changes that
sperm undergo in the female reproductive tract to acquire
fertilizing ability (Fraser 2008; Torres-Fuentes et al. 2015;
Bellezza and Minelli 2017).
Extracellular ATP and adenosine levels are mainly
regulated by the action of ecto-nucleotidases, the group
of enzymes acting sequentially hydrolyzing ATP to ADP,
AMP and adenosine (Yegutkin 2014). Amongst cell sur-
face ecto-nucleotidases, the ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase (E-NTPDase) family is predominant.
This family of enzymes hydrolyzes ATP (and ADP) to
AMP which in turn is hydrolyzed to adenosine by theaction
of ecto-5"-nucleotidase (CD73). Adenosine inacti- vation is
produced by the action of adenosine deaminase (ADA)
which catalyzes its deamination to inosine. ADAin
humans is often associated with CD26/dipeptidyl pepti-dase
IV expressed at the cell membrane (Yegutkin 2008). Ecto-
nucleotidases and also CD26 were previously charac-terized
in human endometrium showing differences alongthe cycle
(Aliagas et al. 2013). In the case of oviducts,expression
of NTPDase3 and CD73 has been describedin mice in
epithelial oviductal cells (Martin-Satué et al.2009;
Aliagas et al. 2010), suggesting a possible sequen- tial
activity of the two enzymes in the hydrolysis of ATPto
adenosine in the luminal environment. Although the
relevance of ecto-nucleotidases in the control of ATP and
adenosine concentrations in oviductal fluid is considera-
ble, no studies have yet been conducted in human oviducts.
Ecto-nucleotidase activities can be identified at a sub-
cellular level in frozen tissue sections, taking advantage
of the ability of these enzymes to generate inorganic
phosphorus (Pi) when incubated in the presence of appro-
priate substrates, e.g., AMP for CD73 (Yegutkin 2014).

Considering that the same substrate might usually be
hydrolyzed by more than one enzyme, specific inhibitors,
or the use of antibodies, are needed for complete charac-
terization of these ecto-enzymes (Langer et al. 2008). We
implemented a new methodological approach combining
immunofluoresce and in situ histochemistry that allows
direct identification of an ecto-enzyme and its associated
enzyme activity.

In the present study we analyzed, with this optimized
method, the expression and activity of NTPDasel (CD39),
NTPDase2, NTPDasae3, CD73, and alkaline phosphatases
(AP) in human oviducts.

Materials and methods
Samples

The study was performed in accordance with the ethical
principles of the Declaration of Helsinki and the protocol
was approved by the ethics committee for clinical investiga-
tion of Bellvitge Hospital. Human oviduct samples (n = 13)
were obtained from salpingectomy specimens without tubal
malignancy at the Pathology Service of Bellvitge Hospital
(mean age 52, standard deviation 9.87, range 35—64 years).
Tissue samples were fixed with 4% paraformaldehyde, then
embedded in 30% sucrose at 4 °C for 24 h and snapfrozen
in O.C.T freezing media (Tissue-Tek”; Sakura Finetk,
Zoeterwoude, Netherlands). 15 pm sections were obtained
using a CM1950 Leica Cryostat (Leica, Wetzlar, Germany).
Sections were put onto poly-L-lysine-coated glass slides and
stored at — 20 °C until use. Routine hematoxylin and eosin
staining was performed.

Antibodies

Primary antibodies used in this study are listed in Table 1.
Secondary antibodies used were horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated goat anti-mouse (EnVision™ + Sys- tem;
DAKO, Carpinteria, CA, USA), Alexa Fluor 488-goat anti-
mouse IgG2b and anti-rabbit, Alexa Fluor 555-goat anti-
mouse IgGl and anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific,
Franklin, MA, USA). Secondary antibodies were used at
1:500 and dilutions were made in PBS.

Inmunolabeling experiments

Sections were washed three times with PBS to remove the
O.C.T freezing media. The slices were pre-incubated forl
h at room temperature (RT) with PBS containing 20%
normal goat serum (NGS; Gibco, Paisley, UK), 0.2% Tri-
ton, and 0.2% gelatin (Merck, Darmstadt, Germany). For
immunohistochemistry experiments, a previous blocking of
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Table 1 List of primary

antibodies used for Antibody specificity Name/clone Source (isotype) Supplier Dilution
inmunolabeling experiments CD26 202-36 Mouse (IgG2b) Abcam (ab3154) 1:100
NTPDasel (CD39) BU-61 Mouse Ancell (188-820) 1:500
Ecto-5"-nucleotidase 4G4 Mouse (IgG1) Abcam (ab81720) 1:50
(CD73)
plibsphartap¢a(d®ndal alkaline 8B6 Mouse Sigma (A2951) 1:1000
NTPDase2 (CD39L1) - Rabbit Enzo (ALX-215-045) 1:100
NTPDase3 B3Si Mouse http://ectonucleotidades- 1:500

endogenous peroxidase activity was performed with 10%
methanol (v/v) and 2% H,0, (v/v) in PBS for 30 min. Slices
were incubated overnight at 4 °C with the primary antibod-
ies (listed in Table 1) diluted in PBS. After three washes in
PBS, tissue sections were incubated with the appropriate
secondary antibodies for 1 h at RT. Secondary antibodies
alone were routinely included as control for the experiments
(Supplementary Fig. 1).

For immunohistochemistry, the peroxidase reaction was
performed in a solution containing 0.6 mg/mL 3,3'-diamin-
obenzidine substrate (DAB; D-5637, Sigma—Aldrich, Saint
Louis, MO, USA) and 0.5 pL/mL H,O, in PBS for 10 min,
and stopped with PBS. Nuclei were counterstained with
hematoxylin, and slides were then dehydrated and mounted
with DPX mounting medium. Samples were observed under
a light Nikon Eclipse E200 and photographed undera light
Leica DMD 108 microscope. In fluorescence assays, for
nuclei visualization, samples were incubated with To- Pro®-
3 (Life Technologies, Paisley, UK) for 7 min. After three
washes, slides were mounted with aqueous mounting
medium (Fluoromount™, Sigma—Aldrich). Fluorescence
samples were observed and photographed under a Leica
TCS-SL spectral confocal microscope.

In situ nucleotidase activity experiments

A protocol based on the Wachstein/Meisel lead phosphate
method was used (Wachstein et al. 1960; Aliagas et al. 2010,
2014). The sections were washed twice with 50 mM Tris-
maleate buffer pH 7.4 and pre-incubated for 30 min at RT
with 50 mM Tris-maleate buffer pH 7.4 containing 2 mM
MgCl, and 250 mM sucrose. The enzymatic reaction was
carried out by incubating tissue sections for 1 h at 37 °C
with 50 mM Tris-maleate buffer pH 7.4 supplemented with
250 mM sucrose, 2 mM MgCl,, 5 mM MnCl,, 3% Dex- tran,
2 mM Pb (NO;), and 2 mM CaCl,. All experiments were
performed in the presence of 2.5 mM levamisole, as an
inhibitor of alkaline phosphatase (AP) activity, and in the
presence of | mM AMP, ADP, or ATP as a substrate. Con-
trol assays were performed in the absence of a nucleotide.
For CD73 inhibition experiments, 1 mM q,f-methylene-
ADP (a,f-meADP) was added to both pre-incubation and

ab.com

enzymatic reaction buffers. The reaction was revealed by
incubation with 1% (NHy4),S (v/v) for exactly 1 min. Nuclei
were counterstained with hematoxylin. Samples were
mounted with aqueous mounting medium (Fluoromount™;
Sigma—Aldrich), observed under light Nikon Eclipse E200
microscope and photographed under a light Leica DMD 108
microscope.

Combined NTPDase1 (CD39) immunolabelingand
in situ ADPase activity experiments

Sample sections were washed twice with PBS and blocked
in PBS containing 20% NGS (Gibco), 0.2% Triton and 0.2%
gelatin (Merck) at RT for 1 h. The samples were incubated
overnight at 4 °C with the anti-human CD39 antibody. The
sections were then washed three times with PBS and twice
with 50 mM Tris-maleate buffer. In situ ADPase activity
experiment was performed in the same sections as indicated
above, using 1 mM ADP as substrate. Subsequently, the tis-
sues were washed three times in PBS before Alexa Fluor-488
goat anti-mouse secondary antibody was added. After three
final washes with PBS, samples were mounted on a glass
slide with Prolong Gold antifade reagent with DAPI mount-
ing medium (Thermo Fisher Scientific). The sections were
observed and photographed under a Nikon Eclipse E800
microscope.

Combined NTPDase2 (CD39L1) immunolabeling
and in situ ATPase activity experiments

Immunolocalization of NTPDase2 (CD39L1) and ATPase
activity assay were performed in the same slides using the
protocol indicated above. The samples were incubated with
rabbit anti-human CD39L1 primary antibody and Alexa
Fluor-488 goat anti-rabbit secondary antibody.

Combined immunolabeling of human placental alkaline
phosphatase (PLAP) and in situ AP activity
experiments

The sections were rinsed twice with PBS and pre-incubated
for 1 hat RT with PBS containing 20% NGS (Gibco, Paisley,
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UK), 0.2% Triton and 0.2% gelatin (Merck). The samples
were incubated overnight at 4 °C with the anti-human PLAP
primary antibody. Subsequently, the sections were incubated
with Alexa Fluor 488-goat anti-mouse second- ary antibody
for 1 h at RT. The histochemical localization of AP was
addressed in the same slides using the Gossrau method
(Schelstraete et al. 1985; Aliagas et al. 2013) with some
modifications. Briefly, slices were rinsed with 0.1 M Tris—
HCIl buffer pH 7.4 containing 5 mM MgCl, and then
incubated with the same buffer at pH 9.4 for 15 min at RT.
The enzymatic reaction was detected using the revealing
reagent BCIP (Sigma-Aldrich) for 20 min at RT. The reac-
tion was stopped by rinsing with 0.1 M Tris—HCI buffer, pH
7.4. For AP inhibition experiments, 5 mM levamisole was
added to both pre-incubation and enzymatic reaction buff-
ers. In control experiments, the revealing reagent BCIP was
omitted. The samples were mounted in ProLong Gold anti-
fade reagent with DAPI mounting medium (Thermo Fisher
Scientific) and observed and photographed under a Nikon
Eclipse E800 microscope.

Results and discussion

In the present study, we characterized the ecto-nucleotidases
in human oviducts with a method that we set up to simul-
taneously detect, in the same tissue section, both protein
expression and enzyme activity with immunofluorescence
and in situ histochemistry, respectively. Our results show
that ecto-nucleotidases are abundantly present in human ovi-
ducts, where they might act in concert to regulate extracel-
lular nucleotide and nucleoside concentrations.
Methodologically, although other protocols are feasible, in
our hands, the most suitable combination for optimal
visualization and further photographing is the sequence of
techniques shown here, with histochemistry being performed
between primary and secondary antibody incubations.
Equivalent results were obtained when immunofluorescence
and histochemistry were analyzed separately in different tis-
sue slices (data not shown). We recommend testing different
nucleotide concentrations and incubation times to optimize
the results for a particular tissue, since dark brown deposits
can hamper fluorescence capture. Notably, phosphate buffer
used for incubation of antibodies and for immunolabeling
washing steps did not increase the background of the tis- sue
after histochemistry, performed in Tris-maleate (phos-
phate-free) buffer (Supplementary Fig. 1). Since the use of
primary antibodies with possible enzyme inhibitory action,
such as the one to NTPDase3 (Munkonda et al. 2009), can
impede the subsequent in situ enzyme activity reaction, in
these cases, the in situ histochemistry should be performed
at the beginning of the procedure. This consideration, whichis
apparently a limitation, indeed represents an asset, since

the technique might well be used to validate antibodies with
potential inhibitory action, such as those against CD39 and
CD73, which are already being used in cancer clinical trials
(Allard et al. 2017).

The hydrolysis of ATP to AMP is catalyzed mainly by the
E-NTPDase family. As expected, NTPDasel (CD39) label
was prominent in the vascular endothelial cells and insmooth
muscle cells (Kaczmarek et al. 1996; Sévigny et al. 2002).
The strong ADPase activity detected coincided with the
CD39 immunolocalization (Fig. 1). Moreover, NTP- Dase2
and 3 were not detected in these structures.

NTPDase2 was largely expressed in ciliated epithelial cells
(Fig. 2A) and in fibroblasts of the lamina propria (not
shown). NTPDase3 was also detected in ciliated epithe-
lial cells (Fig. 2B). Strong signal for ATPase activity was
detected in cilia, coinciding with NTPDase2 and NTP-Dase3
expression (Fig. 2A). Double immunolabeling for
NTPDase2 and NTPDase3 revealed that both proteins were
expressed at the apical pole of ciliated cells, but with differ-
ent subcellular distribution. While NTPDase2 is expressed
throughout the entire length of the cilia, NTPDase3 expres-
sion is limited to the apical side of the cell membrane,
basally in the cilia (Fig. 2B).

The next step in the metabolism of purine nucleotides is
the dephosphorylation of extracellular AMP to adeno- sine,
mainly accomplished by ecto-5nucleotidase (CD73). This
enzyme was abundantly detected on the apical side of
ciliated epithelial cells. As expected, the enzyme was also
expressed in smooth muscle, connective tissue and endothe-
lial cells (Fig. 3). In situ AMPase activity experiments dem-
onstrated that the enzyme was active where the protein was
immunodetected. In situ AMPase activity was inhibited by
o,p-meADP, a specific CD73 inhibitor, further demonstrat-
ing the identity of the immunodetected protein in the above-
mentioned structures (Fig. 3A).

Placental alkaline phosphatase, an ecto-nucleotidase that
catalyzes the hydrolysis of phosphate from a broad range
of substrates, was expressed and active in luminal epithe-
lium and also, as expected, in the endothelial cells of blood
vessels. In the present study, we demonstrate with this new
method the correlation between PLAP protein expression
and AP activity in the fallopian tubes (Fig. 4). The activity
was inhibited with the AP inhibitor levamisole, confirming
the specificity of the activity (data not shown).

The generated adenosine can be further inactivated by other
enzymes such as adenosine deaminase (ADA), whichmay be
expressed as a soluble ecto-enzyme or as membrane-
associated enzyme often forming larger complexes with
CD26/dipeptidyl peptidase IV, converting adenosine to ino-
sine. CD26 receptor expression was detected in the secre-
tory, non-ciliated, epithelial cells (Supplementary Fig. 2).
Double immunofluorescence showed that CD26 staining and
CD73 staining were mutually exclusive.
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Fig. 1 Immunolocalization of NTPDasel (a, d) and in situ ADPase
histochemistry (b, e) in cryosections of human oviducts. NTPDasel
was detected with immunofluorescence in endothelial cells of lamina
propria (a) and in smooth muscle cells (d). Microphotographs b and

A NTPDase2 ATPase activity

Merge

wj\“‘{fg_
—— -‘&%

e show dark brown deposits corresponding to in situ ADPase activity.
Merged images (¢, f) confirms that NTPDasel is active in the same
structures where it immunolocalizes. Reddish structure at the topright
of the image is the blood inside the vessel. Scale bars 25 um

NTPDase2 NTPDase3

B

Fig. 2 A Immunolocalization of NTPDase2 (a) and in situ ATPase
histochemistry (b) in cryosections of human oviducts. NTPDase2 was
largely detected with immunofluorescence in ciliated epithelial cells.
Microphotograph b shows dark brown deposits corresponding to in
situ ATPase activity. Nuclei were labeled with DAPI (¢). Merged

image (d) confirms that NTPDase2 is active in the same structures
where it immunolocalizes. Scale bar 25 um. B Confocal fluorescence

To-Pro-3

images of the mucosa of oviducts with antibodies against NTP- Dase2
(a) and NTPDase3 (b). Nuclei were labeled with To-Pro-3 (¢). Merged
image shows that NTPDase2 and NTPDase3 are expressed in ciliated
epithelial cells; NTPDase2 is detected throughout the entire length of
the cilia and NTPDase3 expression is confined to the apical side of the
cell membrane, basally in the cilia (d, e). Scale bars 40 pm

(d) and 5 pm (e)
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A CcD73 AMPase activity

AMPase activity
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/

Merge

Fig. 3 A Immunolocalization of CD73 (a) and in situ AMPase his-
tochemistry (b, ¢) in cryosections of human oviducts. a CD73 was
abundantly immunodetected on the apical side of ciliated epithelial
cells (inset). CD73 was also detected in smooth muscle cells, con-
nective tissue and endothelial cells. Microphotograph b shows dark
brown deposits corresponding to in situ AMPase activity, coincid-
ing with CD73 localization. ¢ Activity experiment performed in the
presence of the inhibitor «,f-meADP shows complete inhibition of
AMPase activity. Inset in ¢ corresponds to the activity experiments

PLAP AP activity

Fig. 4 Immunolocalization of PLAP (a) and in situ AP histochem- istry
(b) in cryosections of human oviducts. PLAP was detected with
immunofluorescence in luminal epithelium. Microphotograph

A schematic representation of the ecto-enzymes studied in
human oviducts can be seen in Fig. 5. In summary, cili- ated
cells, remarkably, have the complete enzyme mecha- nism
needed to efficiently hydrolyze extracellular ATP, ADP and
AMP to adenosine, and thus they might well be the keycells
in the control of purinergic signaling in the lumen of
oviducts. A local increase of adenosine would favor sperm
capacitation. This would add a new function to the already
versatile ciliated cells that, besides triggering fluid move-
ment by cilia beating, contribute, amongst other functions, to

in the absence of substrate. Nuclei were counterstained with aque-
ous hematoxylin. Scale bars 100 pm and 25 pm in insets. B Immu-
nolocalization of CD73 (a) and in situ AMPase histochemistry (b) in
cryosections of human oviducts. a CD73 was detected with immuno-
fluorescence on the apical side of ciliated epithelial cells. Micropho-
tograph b show dark brown deposits corresponding to in situ AMPase
activity. ¢ Merged image confirms that CD73 is active in the same
structures where it immunolocalizes. Scale bar 25 pm

DAPI

Merge

0
|

b shows dark deposits corresponding to in situ AP activity. Merged
image (d) confirms that PLAP is active in the same structures whereit
immunolocalizes. Scale bar 50 pm

the anchorage of the sperm favoring successful fertilization
(Spassky and Meunier 2017).

Considering that ecto-nucleotidases are involved in the
physiology of tissue homeostasis as well as the physiopa-
thology of many diseases, the improvement of methods for
their study in the context of tissue architecture is of rel-
evance. As mentioned above, an example is the study of
specific inhibitors for developing new therapeutic strategies
in oncology (Allard et al. 2017). This protocol optimizes
resources and, remarkably, saves tissue samples, which is of
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Fig. 5 Schematic representa- tion
showing the distribution of ecto-
nucleotidases in humanoviducts

Ciliated cell
NTPDase2

Mucosa layer

Secretory cell
CD26

CD73

AP

NTPDase3
AP

particular interest in those cases in which only a small piece
of tissue sample is available.
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CAPITULO 5

Los organoides derivados de células tumorales
endometriales son herramientas Utiles para el
estudio de las NTPDasas y para la validacion de

inhibidores enzimaticos

Rodriguez-Martinez A, Torrejon-Escribano B, Eritja N, Sévigny J, Matias-Guiu X, Martin-
Satué M. Endometrial tumor cell-derived organoids are convenient tools studying the
CD39 enzymes and for validating enzyme inhibitors.
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CAPITULO 5

En el ultimo capitulo, se detalla la obtenicon de herramientas moleculares para la
monitorizacidn de las ectonucleotidasas NTPDasa2 y NTPDasa3 en un modelos celulares
en dos y tres dimensiones de cancer de endometrio. Se decribe también su utilidad para
el estudio de inhibidores de estas proteinas.

Ademads, hemos adaptado para el estudio de organoides, la técnica de covisualizacién

descrita en tejido en el Capitulo 4.

Los principales hallazgos de este capitulo son:

La NTPDasa2 y la NTPDasa3, subclonadas como proteinas de fusién a GFP, se expresan
como la proteina nativa en las células de cancer de endometrio ARK-2. Se localizan en la

membrana plasmatica y su actividad enzimatica se mantiene.

Las células ARK-2 transfectadas forman organoides, que también mantienen la

expresion y actividad enzimatica.

La técnica de covisualizacion de la expresién y actividad de las ectoenzimas con el uso

de anticuerpo es aplicable en este modelo.

Se trata de un modelo Util para el estudio de inhibidores de las ectonucleotidasas.

Los resultados se presentan aqui en forma de articulo cientifico en el formato que se

envia a revisar para su publicaciéon en la revista Histology and Histopathology:

Rodriguez-Martinez A, Torrejon-Escribano B, Eritja N, Sévigny J, Matias-Guiu X, Martin-

Satué M. Endometrial tumor cell-derived organoids are convenient tools for studying the

CD39 family of enzymes and for validating enzyme inhibitors.
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Short title

Tumor-derived organoids are valid for the study of CD39 ectoenzymes in endometrial cancer

Abstract

Purinergic signaling is a dynamic and complex system in which ectonucleotidases, membrane-expressed
enzymes with nucleotide hydrolytic ability, play important roles in physiological and pathological
situations. In cancer, altered ectonucleotidase expression has been reported, especially at the level of the
CD39-CD73 axis, which is responsible for the generation of immunosuppressive adenosine in the tumor
microenvironment. The ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NTPDases) family of
enzymes, with its most known form CD39, is one of the groups of enzymes targeted in cancer. Organoids
are three dimensional cultures that have emerged as very convenient models for the study of tumors since
they retain many of the characteristics of the cells in the tissue. The aim of the present study was to
improve the tools for the study of ectonucleotidases. The study, performed in an endometrial cancer
model, could be extended to other types of tumors and pathologies in which the purinergic system is
involved. We obtained organoids from endometrial cancer cells overexpressing NTPDase2 (CD39L1) and
NTPDase3 (CD39L3) as fusion proteins with EGFP, and we performed functional assays by adapting in
situ cytochemistry protocols. This allowed us to simultaneously detect enzyme activity and protein
expression. Furthermore, we have also demonstrated that organoids can be used to test ectonucleotidase

inhibitors, a result that can be used to develop new cancer treatment options.

158



Introduction

Purinergic signaling is a broadly expressed, complex system of substrates, receptors, and enzymes that
controls a number of physiological and pathological processes, including cell proliferation, migration, and
differentiation, and the regulation of immune responses, among others (Yegutkin 2014; Haas et al. 2021;
Huang et al. 2021; Zimmermann 2021). Nucleotides, mainly adenosine triphosphate (ATP) and its
derivatives, adenosine di- and monophosphate (ADP and AMP, respectively), and nucleosides, such as
adenosine, are the main actors in this system, where ectonucleotidases, encompassing four different
families of enzymes, finely regulate their extracellular concentrations. The nucleoside triphosphate
diphosphohydrolases (NTPDases) constitute one of the families of ectonucleotidases which includes four
membrane-bound members: NTPDasel (also known as CD39), NTPDase2 (CD39L1), NTPDase3
(CD39L3), and NTPDaseS8; they hydrolyse ATP and ADP to AMP, which is the substrate of ecto-
S'nucleotidase (5’NT, CD73), and which generates adenosine (Robson et al. 2006; Yegutkin 2008;
Zimmermann et al. 2012). One of the checkpoint inhibitory targets in immune-oncology is the CD39-
CD73 axis (Allard et al. 2017, 2019; Di Virgilio and Adinolfi 2017), an efficient system of sequentially
acting ectoenzymes hydrolyzing extracellular ATP to adenosine, favoring the immunosuppressive tumor
microenvironment that supports tumor immune escape, tumor growth, and disease progression (Zhang et
al. 2015a, b). In this context, the development and improvement of detection tools for ectonucleotidases

and their inhibitors are of great interest.

Three-dimensional (3-D) cultures represent a suitable biological model of study for most diseases,
especially cancer (Shankaran et al. 2021). In the case of oncogynecological pathology, and compared with
current 2-D tools (mainly cell culture), the generation and use of 3-D organoids, organ-on-a-chip, and
patient-derived xenografts (PDXs) are emerging as the top experimental techniques in basic, translational,
and clinical research (Eritja et al. 2010, 2013; Gu et al. 2020). Endometrial tumor-derived organoids
closely resemble the original tissue and maintain both histological and genetic characteristics of tumors,
as well as the inter-tumoral heterogeneity of cells (Maru et al. 2019). Currently, there are still some
limitations in its use that must be taken into account, such as the lack of intra-tumoral heterogeneity, the
species factor with the use of PDX for the study of the tumor microenvironment and the differential
response to treatments (Heremans et al. 2021). Conventional histological techniques need to be adapted to
these novel sample types. This is the case of ectonucleotidase activities, detected with in situ enzyme

histo- and cytochemistry techniques, known as the lead-phosphate or Wachstein-Meisel staining method.
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This technique is based on the addition, and incubation, of substrates—ATP and/or ADP, in the case of
NTPDases, or AMP for 5’NT/CD73—followed by the staining of the lead phosphate precipitates formed
at the site of enzyme activity (Wachstein et al. 1960). This approach can be used in frozen tissue sections
and in fixed cells (Karasaki and Okigaki 1976; Langer et al. 2008), and can also be combined with the use
of antibodies against ectonucleotidases to allow simultaneous visualization of both enzyme expression
and hydrolytic activity (Villamonte et al. 2018; Trapero et al. 2019; Losenkova et al. 2020; Martin-Satué

et al. 2020).

Ectonucleotidases are expressed in non-tumoral endometrium, with changes along the cycle influenced by
hormones (Aliagas et al. 2013; Trapero et al. 2019). As in other types of cancer, ectonucleotidases are
dysregulated in endometrial cancer, where the CD39-CD73 axis is increased in the stroma of tumors
compared with non-tumoral stroma (Aliagas et al. 2014). Ectonucleotidases are expressed not only in the
stroma but also in the epithelial component of endometrial tumors, such as CD73 (Bowser and Broaddus
2016) and NTPDase2 (CD39L1(Rodriguez-Martinez et al. 2021), whose expression is related with the
progression of the disease. Deciphering the regulatory mechanisms of expression and activity of

ectonucleotidases would help advance the development of personalized therapies in endometrial cancer.

The main aim of the present work was to improve the methodology for the study of ectonucleotidases and
their inhibitors and to corroborate their use in cancer-derived organoids. We addressed this by expressing
and characterizing green fluorescent protein (GFP)-tagged NTPDase2 and NTPDase3 in human
endometrial carcinoma cells, and by obtaining organoids of these cell cultures to validate the use of these

3-D models for the study of ectonucleotidases.
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Material and methods

EGFP-NTPDase2 and EGFP-NTPDase3 cloning

Human ENTPD2 and ENTPD3 cDNAs were subcloned into pEGFPC1 expression vector as follows:
ENTPD?2 and ENTPD3 cDNAs were obtained by polymerase-chain reaction (PCR) from pCDNA3.1
vectors, provided by Prof. Jean Sévigny and based on the original sequences reported by Chadwick and
Frischauf 1997 and Smith and Kirley 1998, respectively. The sets of primers used were: forward 5’
TCTCTCGAGTGGAATTCGGCTTAATGGCCGGGAAGG 3 and reverse 5
GCCAAGCACCATTAAGCCGAATTCTGGGATCCAGA 3 for ENTPD2, and forward 5’
TCTCTCGAGAGATGTTCACTGTGCTGACCCGCCAAC 3 and reverse 5
TCTGTCGACGCGAATCCACTGCATGGTCAA 3’ for ENTPD3. The two forward primers included a
Xhol restriction site, and the reverse primers a BamHI restriction site for ENTPDZ2, and a Sall restriction
site for ENTPD3, for subsequent in-frame subcloning into the pEGFPC1 vector. Amplifications were
started by incubating for 2 minutes at 95°C, followed by 30 cycles of 20 seconds at 95°C, 10 seconds at
60°C, and 30 seconds at 72°C, using a BioRad T100 Thermal cycles apparatus (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). PCR products of 1.487 bp for ENTPD2 and 1.589 bp for ENTPD3 were excised
from the agarose gel and purified using the QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Germany).
The products were digested and ligated into the X%ol and BamHI (or Xhol and Sall) digested pEGFPCI
plasmid to generate EGFP-NTPDase2 and EGFP-NTPDase3 fusion proteins, respectively. Plasmids were
purified using QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN), and the inserts were verified by restriction
mapping and then full-length sequenced using the primer 5> GACCCCAACGAGAAGCGCGA 3’ (Life

Technologies, Paisley, UK). The subcloning procedure is summarized in Supplementary Fig. 1.

Cell culture and plasmid transfection

EGFP-NTPDase2- and EGFP-NTPDase3-expressing vectors were transfected into the uterine serous
papillary carcinoma ARK-2 cell line (USPC-ARK-2; RRID:CVCL-IV73), a tumoral cell line obtained
from a 63-year-old stage IV endometrial serous adenocarcinoma patient (English et al. 2013), and
provided by Dr. Alessandro D. Santin of Yale University. Cells were grown at 37°C in a 5% CO,
humidified atmosphere in DMEM/F12 medium (Gibco, Paisley, UK) supplemented with L-glutamine,
15mM HEPES, 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco), and 1% penicillin/streptomycin (P/S; Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA). For transfection, briefly, cells were seeded in 6 well plates at a

confluency of 70-90% and were transfected with 4 pg of one the following plasmids diluted in 250 puL
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OPTI-MEM (Gibco): pEGFPC1-ENTPDZ2, pEGFPCI-ENTPD3, or pEGFPCI, using Lipofectamine
(Invitrogen, Waltham, MA, USA) and the protocol provided by manufacturer. Twenty-four hours after
transfection, the medium was replaced with DMEM/F12 medium (Gibco) supplemented with 10% FBS
(Gibco), 1% P/S (Sigma-Aldrich), and 500 mg/mL of geneticin/G418 (Gibco). Non-transfected cells were

also included as control of the experiments.

Stably-transfected clones of EGFP-tagged NTPDase2 and NTPDase3 were obtained by fluorescent-
activated cell sorting using a MoFlo Astrios Cell Sorter (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Briefly,
confluent 10 cm® plates were washed with 4 mL of PBS, trypsinized, and centrifuged. The resulting
pellets were then washed twice with PBS and resuspended in 400 pL of a solution containing 0.5% (w/v)
bovine serum albumin (BSA; Sigma-Aldrich) and 2 mM EDTA in PBS. Sorted GFP-positive cells were

seeded in a 96-well plate at a density of one cell per well in order to obtain clones.
Membrane-enriched protein obtention and Western blotting

One x 10° transfected ARK-2 cells were plated on 10 cm” plates and grown to 90-100% confluency at
37°C in 5% CO, humidified atmosphere. Plates were then washed twice with 10 mL of a cold phosphate-
free solution containing 15 mM Tris pH 7.5, 145 mM NaCl, and 0.005% Triton X-100 (v/v) in water,
scrapped with 200 puL of the same solution containing Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) and
kept on ice for 15 minutes. Samples were then sonicated and centrifuged at 8000 x g for 15 minutes at
4°C. Supernatants were centrifuged at 50,000 rpm for 30 minutes at 4°C and the resulting pellets were
diluted in a solution containing 15 mM Tris pH 7.5, 145 mM NaCl supplemented with Protease Inhibitor

Cocktail. Protein concentration was determined using the method of Lowry et al. (1951).

Thirty ug of membrane-enriched cell lysates were added per lane and separated in 40% Acrylamide/Bis
solution (Bio-Rad) gel under non-reducing conditions, and then transferred to nitrocellulose membranes
(Bio-Rad) by electroblotting at 100 V for 1 hour. Membranes were blocked with 2.5% (w/v) non-fat milk,
1% (w/v) BSA in PBS containing 0.1% (v/v) Tween® 20 for 1 hour at RT. Membranes were then
incubated with the primary antibodies: mouse anti-human NTPDase2 (clone H9s; 1:100) (Pelletier et al.
2017) or mouse anti-human NTPDase3 (clone B3g10; 1:500) (Munkonda et al. 2009), both from
https://ectonucleotidases-ab.com, in 0.5% (w/v) non-fat milk, 0.1% (w/v) BSA in PBS containing 0.1%
Tween® 20 O/N at 4°C. After this, membranes were incubated with secondary rabbit anti-mouse

horseradish peroxidase-conjugated antibody diluted 1:2000 in 0.5% (w/v) non-fat milk, 0.1% (w/v) BSA
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in PBS containing 0.1% Tween® 20, for 1 hour at RT. Membranes were subsequently revealed using
Luminata™ Crescendo Western HRP Substrate (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) and the
Amersham™ Imager 600 system (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). For loading protein control of the
experiments, membranes were incubated with mouse anti-flotillin-1 (clone 18/Flotillin-1, BD

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) diluted 1:1000 in PBS, and revealed as indicated.
Three-dimensional (3-D) organoid generation

Organoids derived from ARK-2 cells overexpressing EGFP-NTPDase2 or EGFP-NTPDase3 were
generated following the protocol established by Eritja et al. 2010. First, a Matrigel bed (Matrigel®
Growth Factor Reduced, Phenol Red Free; Corning, NY, USA) was created by carefully expanding a
yellow tip 10 pL of 100% Matrigel per well in 96-well black plates for microscopy (Cell Culture
Microplate, 96 well, PS, F-bottom (chimney well), puClear, black; Greiner Bio-one, Kremsmiinster,
Austria) and incubated for 30 minutes at 37°C for Matrigel solidification. Next, cells were suspended at
2,000 cells per 100 pL in basal medium containing DMEM/F12 supplemented with | mM HEPES, ImM
sodium pyruvate (Sigma-Aldrich), 1% P/S, and 1% amphotericin B (Gibco). Cells were then mixed with
3% Matrigel and 2% Dextran-Charcoal-Coated Fetal Bovine Serum (DCC-FBS; Gibco) and seeded at
100 pL per well. Organoids were left for 5-7 days in the incubator without medium change and fixed with

cold 4% paraformaldehyde in PBS for 10 minutes.
Immunofluorescence assays

Three x 10* ARK-2 cells were plated on 12 mm poly-L-lysine treated coverslips in 24-well plates and
grown until confluence. Coverslips were washed twice with PBS and fixed with 3.5% paraformaldehyde
in PBS. Organoids were fixed with cold 4% paraformaldehyde for 10 minutes. Both 2D-grown cells and
organoids were permeabilized by incubation with 0.2% (w/v) saponin (Merck Millipore) in PBS for 15
minutes at RT and incubated with PBS containing 20% normal goat serum (NGS; Gibco) and 0.2%
gelatin (w/v) (Merck Millipore) for 1 h at RT. Coverslips and organoids were incubated O/N at 4°C with
the mouse anti-hNTPDase2 and anti-hNTPDase3 primary antibodies diluted in PBS at 1:100 and 1:500,
respectively. After three washes in PBS, samples were incubated with the secondary antibody, goat-anti
mouse Alexa Fluor 555 (Invitrogen), for 1 h at RT in the case of coverslips and O/N at 4°C for organoids.
Coverslips were then washed three times in PBS and mounted with aqueous mounting medium with

DAPI (ProLong™ Gold antifade reagent with DAPI, Life Technologies) for nucleus labeling. Organoids

163



were washed three times in PBS and incubated for 30 minutes with DAPI (Invitrogen) diluted 1:10.000 in
PBS and then three final washes with PBS were made. Samples were observed and photographed under a
Zeiss LSM 880 Confocal Laser Scanning Microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) using the objectives
40x and 63x Plan Apochromat with an aperture number (NA) of 1.3 and 1.4 respectively. Fluorescence

images were processed with the ZEN 2.3 SP1 software (Zeiss).
In situ ATPase enzyme activity

ATPase in situ enzyme activity was detected on ARK-2 cell 2-D cultures and in 3-D organoids, using the
Wachstein-Meisel staining method with some modifications (Wachstein et al. 1960; Aliagas et al. 2010,
2014). Fixed cells grown on coverslips and organoids obtained as indicated above were washed twice
with 50 mM Tris-maleate buffer pH 7.4 and pre-incubated for 30 minutes at RT with 50 mM Tris-maleate
buffer pH 7.4 containing 2 mM MgCl, and 250 mM sucrose (blocking buffer). Enzymatic reaction was
performed for 1 h at 37°C in a buffer containing 50 mM Tris-maleate pH 7.4, 250 mM sucrose, 3%
Dextran, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 5 mM MnCl,, 2 mM Pb(NOs), and 2.5 mM Levamisole (Sigma-
Aldrich), as inhibitor of the alkaline phosphatases, in the presence of 50, 100, 200, 500, or 1000 uM ATP
as a substrate (incubation buffer). In the case of ectonucleotidase inhibition experiments with organoids, 1
mM of suramin (Sigma-Aldrich) or 1 mM NF279 (Tocris, Bristol, UK) were included in both the
blocking and the incubation buffers. For coverslips, a final incubation volume of 300 pL/well was used;
for the organoids, in 96-well plates, a total volume of 100 puL/well was used. Control assays in the
absence of nucleotide were routinely included. Released inorganic phosphate was revealed by incubation
with 1% (NHy),S (v/v) for exactly 1 minute. Nuclei in coverslips were counterstained with hematoxylin
and mounted with Fluoromount™ (Sigma-Aldrich), or, alternatively, directly mounted with aqueous
mounting medium with DAPI for direct fluorescence studies. Coverslips were observed with a light
Nikon Eclipse E200 microscope (Nikon, Tokyo, Japan), and photographed with a light Leica DMD 108
microscope (Leica, Wetlzar, Germany). For fluorescence studies, coverslips were observed with Zeiss
LSM 880 Confocal Laser Scanning Microscope (Zeiss), and fluorescence images were processed with the
ZEN 2.3 SP1 software (Zeiss). Organoids were maintained at 4°C in 100 pL of 15 mM Tris plus 145 mM
NaCl in water, and visualized and photographed with a Zeiss LSM 880 Confocal Laser Scanning
Microscope (Zeiss) for fluorescence studies, and with an inverted Leica DMIRB microscope (Leica) for

in situ ATPase activities.
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Combined in situ ATPase activity and immunolabeling techniques in organoids

We adapted the methodology for the organoids to simultaneously detect the protein and its enzyme
activity as already described by our group for tissue slices (Villamonte et al. 2018). First, organoids in 96-
well plates were washed twice with phosphate-free buffer containing 15 mM Tris and 145 mM NacCl, and
blocked for 1 h at RT with a solution containing 20% NGS and 0.2% gelatin (w/v) (Merck Millipore).
Then the mouse anti-hNTPDase2 and anti-hNTPDase3 primary antibodies were incubated at 1:100 and
1:500, respectively, in 15 mM Tris, 145 mM NaCl, O/N at 4°C. After three washes in 15 mM Tris, 145
mM NaCl, in situ enzyme activity was carried out as indicated above. Once completed, the goat anti-
mouse Alexa Fluor 488 (Invitrogen) secondary antibody was added at a 1:500 dilution to 15 mM Tris,
145 mM NaCl, and incubated for 1 h at RT. After three washes, organoids were maintained at 4°C in

phosphate-free buffer solution (100 pL) until visualization. The schematic protocol is shown in Fig. 1.
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Results and discussion

The work presented here provides new tools for the study of purinergic signaling. We have subcloned two
members of the NTPDase/CD39 family of ectonucleotidases, the NTPDase2 (CD39L1) and the
NTPDase3 (CD39L3), and expressed them as fusion proteins with EGFP in the endometrial cancer cell
line ARK2. Supplementary Fig. 1 illustrates the subcloning procedure, with the human ENTPDZ2 and
ENTPD3 cDNAs inserted in frame, as assessed by DNA sequencing, at 3’-terminus of the EGFP cDNA.
Once transfected into ARK2 cells, protein expression was assessed with Western blot, and also
fluorescence microscopy and direct GFP fluorescence, alone and in combination with specific primary
antibodies (Fig. 2). In both cases, NTPDase2 and NTPDase3, the fluorescence was detected at the cell
surface (Fig. 2Ab-c, h-i). Transfected proteins were detected by immunoblotting showing specificity for a
unique band in the case of NTPDase2 (Fig. 2B), and, as already described by Munkonda et al. 2009, a
monomeric and a dimeric forms for NTPDase3 (Fig. 2C). Moreover, we have demonstrated that the
expressed proteins were enzymatically active (Fig. 2Ae-f, k-1). Therefore, the two EGFP-tagged proteins
correctly expressed at the plasma cell membrane, where they can be localized by direct GFP fluorescence,
and they displayed the ATPase activity distinctive of the native enzymes. This EGFP-tagged CD39 family
of ectoenzymes enables monitoring of the activity and visualizing the exact location of these enzymes,

with promising applicability in in vivo models.

Ectonucleotidase activities are traditionally assessed in cell and tissue homogenates or with purified
enzymes using malachite green assays, which are highly convenient tools since they provide quantitative
values of enzyme activity, allowing precise definition of enzyme kinetics and testing of the inhibitors’
effectivity (Kirchgesser and Dahlmann 1990; Repen et al. 2012). In situ activity assays, using frozen
tissue slides, or fixed cells grown on coverslips, provide valuable complementary information since they
identify the enzymes in the context of the cell and tissue microenvironment, also allowing the use of

inhibitors. To our knowledge, to date, there have been no enzyme activity reports on 3D models.

Organoids have been reported from a number of organs and tissues, including those from the female
reproductive tract such as vulva, vagina, cervix, ovary, and oviduct, and also from both healthy and
pathological endometrium (reviewed by Heremans et al. 2021), enabling the testing of molecules and
drugs for different purposes such as infertility studies, endometrial cancer research, and identification of

inflammatory pathologies such as endometriosis (Eritja et al. 2015; Boretto et al. 2019; Stejskalova et al.
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2021). Organoids derived from tumoral endometrium maintain the tumor epithelial phenotype and some
of the clinical features of the tumors (Boretto et al. 2019; Gu et al. 2020). There have been, however, no
studies of ectonucleotidase enzyme activity in organoids. Recently, it has been described that cervical
cancer cell spheroids decrease CD73 protein expression and enzyme activity compared with a monolayer
system, probably affecting cell adhesion, tumor spreading and metastasis (Iser IC et al. 2021). Here we
obtained organoids from serous endometrial carcinoma ARK-2 cells, non-transfected or transfected with
the EGFP-hNTPDase2- or EGFP-hNTPDase3-expressing constructs. We show that organoids formed
correctly and displayed the cell membrane expression of the overexpressed proteins, detectable by direct
GFP fluorescence (Fig. 3). We have adapted the in situ cytochemistry phosphate-lead method
traditionally carried out with 2D samples to these 3D organoids. The complete protocol was carried out in
the same 96-well plates where the organoids were generated, taking into account that phosphate-
containing buffers should be avoided. We used 15mM Tris with 145mM NacCl, instead of phosphate-
buffered saline (PBS). Brownish phosphate-lead precipitates were already detected at 50 uM ATP for
both NTPDase2- and NTPDase3-expressing organoids; the color intensity increased with the nucleotide
concentration, reaching a peak at 200 uM (Fig. 4A). Due to the 3D architecture of organoids, which
overlaps with the activity of different cell layers, we recommend the use of a lower nucleotide
concentration than that for 2D tissue or cell assays. We have also demonstrated that the effect of
ectonucleotidase inhibitors can be studied in organoids, where decreased phosphate lead deposits were
seen in the presence of inhibitors. This is shown in Fig. 5 where organoids were incubated in the presence

of two different inhibitors, suramin and NF279.

A step forward with this methodology is the simultaneous detection of the protein, using specific
antibodies, and the enzyme activity—a technique that has previously been described for tissue slices
(Villamonte et al. 2018; Losenkova et al. 2020). We adjusted the technique to organoids (Fig. 1) and
demonstrated that enzyme activity and immunodetection are feasible in the same organoid (Fig. 4B). The
protocol described here is also compatible with the use of primary culture, tissue, or organ-derived
organoids. For this simultaneous detection of the protein and its activity, we recommend the use of
antibodies to immunodetect the protein since, even at low substrate concentrations, brown deposits
generated by the activity obstruct the GFP fluorescence associated with the ectoenzyme. This quenching
effect is seen in Fig. 5 for organoids and in Supplementary Fig. 2 with cells in coverslips. This method

also allows the use of inhibitors as shown for NTPDase3-expressing organoids when the antibody B3510,
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with inhibitory effect (Munkonda et al. 2009), was used to detect NTPDase3. In this case, although the
protein was well detected, the enzyme activity, identified as brown precipitates, was decreased due to the

inhibitory effect of the antibody binding to NTPDase3 (Fig. 4B).

In conclusion, the development of new tools for the study of ectonucleotidases, together with the updating
of current methodologies shown here, are important new findings in the field of purinergic signaling.
Recent research has focused on the simultaneous detection of ectonucleotidases and alkaline phosphatase
activities (Losenkova et al. 2020), on the precise quantification of CD73 enzyme histochemistry staining
in tissue using image processing (Dragi¢ et al. 2019), and on nucleotide-imaging techniques (Conley et al.
2017). In addition, functional studies in organoids are underway, such as the silencing of CD73 in breast
cancer cell-derived organoids for epithelial-mesenchymal transition (EMT) status and metastatic potential
determination (Petruk et al. 2021). Future experiments could be aimed at improving the tridimensional
system, introducing, for example by introducing culturing of tumor stromal cells to observe the
consequences of cellular crosstalk that may occur (Lou et al. 2022), indispensable in this case to observe
the exact consequences of over expressing the ectonucleotidases. We have demonstrated that the
combined use of fluorescent immunolabeling using specific primary antibodies against NTPDases and in
situ cytochemistry allows this procedure not only in formalin-fixed frozen tissue, but also in organoids,
and demonstrates that it may be useful in the screening of compounds and molecules (such as antibodies),

and in targeted therapies (Imai et al. 2000) with NTPDase inhibitory capacity.
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Figure legends
A. In situ cytochemistry
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B. Combined immunolabelling with in situ cytochemistry
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Fig. 1 Illustration detailing the procedure of in situ enzyme cytochemistry alone (A) and in combination
with immunolabeling (B) applied to organoids derived from endometrial carcinoma cell cultures for the
co-visualization of the protein expression and enzyme activity of NTPDases. The two procedures were
carried out in 96-well plates where organoids were formed on a Matrigel bed. Organoids were fixed with
cold 4% PFA for 10 minutes. In the combined technique (B), the primary antibody has to be incubated
before performing the in situ enzyme cytochemistry. Fluorescent secondary antibody was incubated after

revealing the ATPase enzyme activity.
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Fig. 2 A Confocal fluorescence (a-c, g-i) and in situ ATPase enzyme activity (d-f, j-0) images of ARK-2
cells transfected with GFP-NTPDase2 (a-f), with GFP-NTPDase3 (g-1), and non-transfected (m-o0). The
expression of the fused protein was detected at the cell membrane both by direct GFP fluorescence
(green; a, g) and by immunofluorescence with the use of anti-NTPDase2 and anti-NTPDase3 antibodies
(in red; b, h). Colocalization of green and red fluorescence is shown (yellow; ¢, i). Nuclei are seen in blue
(dapi, ¢, i). An increase in the amount of hydrolyzed ATP is observed in cultures overexpressing
NTPDase2 and NTPDase3 both at 200 uM (e, k) and 1 mM (f, 1) ATP, compared with non-transfected
cultures (n, 0). The controls of the experiment were performed in the absence of ATP (no ATP, d, j, m).
Scale bars are 50 pm (d-f, j-0) and 25 pm (a-c, g-i). B Immunoblotting of membrane-enriched cell lysates
showing the presence of the overexpressed proteins: an 81 KDa band in the case of GFP-NTPDase2 and
two bands, of 174 and 87 KDa, respectively, for those transfected with GFP-NTPDase3. No bands were
seen in the lanes of non-transfected cultures. Flotilin (FLOT-1) was used as a loading control of the

experiments.
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Fig. 3 Confocal fluorescence images of organoids derived from EGFP-NTPDase2- (A) and EGFP-
NTPDase3- (B) transfected ARK-2 cells. The GFP-associated fluorescence of the GFP-NTPDase2- (Aa)
and GFP-NTPDase3- (Ba) expressing organoids lines the cell membrane, coinciding with the expression
of NTPDase2 (Ab) and NTPDase3 (Bb), respectively, detected by immunofluorescence. Scale bars, 100

um.

177



no ATP ATP 50 uM ATP 100 uM ATP 200 uM ATP 500 uM ATP 1 mM

P lo® (0%

enzyme activity

B
no ATP ATP 50 uM ATP 100 uM ATP 200 pM ATP 500 uM ATP 1 mM

o)
&
O
[a)
o
=
<
te]
> o b 3 8
3 £ R . L ‘-9 i
& b B ®
[} % ‘ ‘
€ N & .
: » @
@ P
z

- =

2%

€2

8 g
E

Fig. 4 In situ ATPase enzyme cytochemistry alone (A) and in combination with immunofluorescence
using a specific antibody anti-NTPDase3 (B) in organoids derived from EGFP-NTPDase3 overexpressing
ARK-2 cells. Brown deposits corresponding to ATP hydrolysis are seen in all the ATP concentrations
tested (50, 100, 200, 500 uM, and 1 mM) with the brown color intensity progressively increasing with
the ATP concentration. The control of the experiment was performed in the absence of ATP (no ATP).
The combined technique (B) allowed co-visualization of protein expression and enzyme activity in each
organoid. Note that in this case, the antibody anti-NTPDase3 used for immunodetection had an enzyme

inhibitory effect as seen with the lighter brown deposits compared with A. Scale bars, 250 pm.
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Fig. 5 A In situ ATPase activity (a, b, e, f) and epifluorescence images (¢, d, g, h) of EGFP-NTPDase2

(a-d) and EGFP-NTPDase3 (e-h) overexpressing ARK-2 cell-derived organoids. Brown deposits are

formed in the presence of ATP (b, f) while a background is seen in the absence of substrate (no ATP, a,

e). GFP-associated fluorescence signal was only detected in the controls with no ATP added to the

reaction (¢, g). When ATP is present, the GFP-associated fluorescence is undetectable, probably due to

the phosphate deposits that quench the fluorescence (d, h). B In situ ATP activity of EGFP-NTPDase2-

(a-¢) and EGFP-NTPDase3- (d-f) transfected ARK-2 culture-derived organoids in the presence of 50 uM

of ATP (a, d), I mM suramin (b, e), and 1 mM NF279 (¢, f). When the ectonucleotidase inhibitors

suramin and NF279 are present (b, ¢, e, f) a significant decrease in the amount of hydrolyzed ATP is seen.

Scale bars are 500 pm (A) and 250 pm (B).
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Suppl. 1 Cloning strategy to generate the plasmids expressing EGFP-NTPDase2 (A) and EGFP-

NTPDase3 (B) fusion protein used for subsequent transfection into ARK-2 endometrial carcinoma cells.

control control

ATP 50 pm ATP 50 um

Suppl. 2 Confocal microscopy images of in situ ATP enzyme cytochemistry performed in EGFP-

NTPDase2- (A) and GFP-NTPDase3- (B) transfected ARK-2 cells. The GFP signal is clearly detected in
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the control condition (b, ¢), in which no cytochemistry procedure was applied, and in the absence of ATP
(e, ), in which all the reagents of the cytochemistry assay were present except ATP. The GFP-associated
signal of NTPDase2 and 3 is strongly decreased in the presence of ATP (h, i), where lead phosphate
deposits (arrowheads, g) mask the fluorescence. Images a, d, and g were taken using bright field
parameters. Ai and Bi are merged images of bright field and fluorescent EGFP-NTPDase2 (A) and

EGFP-NTPDase3 (B) signal. Scale bars, 50 pm.

181






DISCUSION

183



184



DISCUSION

El ATP y la adenosina extracelulares juegan un papel en el cancer. A través de la accién
sobre sus receptores se hallan implicados en la progresion tumoral. Se propone que el
aumento de la adenosina en el microambiente de los tumores ejerce un efecto
inmunosupresor, favoreciendo la inmuno-evasion tumoral y el progreso de la
enfermedad (Antonioli et al. 2014). En este contexto, el eje adenosinérgico compuesto
por el tandem de enzimas CD39-CD73 se halla incrementado en varios tipos de cancer
(Zhang et al. 2015a, b; Mandapathil et al. 20183, b). Este aumento se ha utilizado para
el disefio de terapias antitumorales basadas en el bloquedo de CD39 y en especial de
CD73, mediante el uso de anticuerpos, en diversos tipos de cancer (Young et al. 2016;
Perrot et al. 2019; Augustin et al. 2022). Este tandem es el mas eficiente en la
formacion de adenosina, pero no se trata de las Unicas enzimas que se expresan en los
tumores capaces de generar adenosina (Stella et al. 2010; Li et al. 2019). Ademas, otros
elementos de la sefializacién purinérgica también se han identificado en muestras
tumorales, como es el caso de los receptores de nucledtidos P2 (Li et al. 2007; Colas et

al. 2011).

Estudios previos del grupo han demostrado que en el endometrio no tumoral se
expresan las cuatro familias de ectonucleotidasas y que participan en la fisiologia de
este (Aliagas et al. 2013; Trapero et al. 2019b) y que en el endometrio tumoral hay una
elevada actividad enzimatica de CD39 y CD73 en el estroma (Aliagas et al. 2014). Su
accién secuencial podria ser la responsable de la formacion de grandes cantidades de
adenosina extracelular detectada en el microambiente tumoral, como sucede en varios
tipos de tumores (Perrot et al. 2019). Teniendo en cuenta que estas no son las Unicas
ectonucleotidasas que se expresan en el cancer, en la presente Tesis doctoral hemos
realizado un estudio detallado de la expresiéon y funcién de las familias de

ectonucleotidasas en el cancer de endometrio.

El cancer de endometrio es una de las patologias gineoncoldgicas mas prevalentes en
los paises occidentales y estd asociado a varias causas tanto genéticas como
relacionadas con factores de riesgo, aunque la mayoria de las formas son de etiologia
espontdnea. La heterogeneidad que presentan los de tumores de endometrio
(Yeramian et al. 2013; Jové et al. 2016) demanda mas investigacion para el diagndstico y
el disefio de nuevas terapias que confluirian en mejorar la calidad de vida de las

pacientes (Hutt et al. 2019).
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DISCUSION

La identificacién de antigenos especificos, diferenciales, en los tumores, pretende
mejorar la interpretacién clinica del tumor y su prognosis, el diagndstico y la decisién
del tratamiento. El desarrollo y validacion de anticuerpos especificos contra antigenos

de membrana celulares es por tanto de gran interés en la investigacion oncoldgica.

En este trabajo nos hemos propuesto analizar el conjunto de ectonucleotidasas en los
tumores de endometrio, mas alld del tdndem CD39-CD73 y conocer su papel en los
tumores. Asi, el Objetivo 1 de esta tesis doctoral ha consistido en evaluar la firma
purinérgica, y en especial de las ectonucleotidasas, en el cancer de endometrio. Para
ello, hemos estudiado mediante inmunohistoquimica, tejido tumoral primario de
pacientes con cancer de endometrio. En el endometrio tumoral, las ectonucleotidasas
predominantes son CD39 y CD73, y la expresion diferencial de CD73 se ha relacionado
con el grado tumoral (Bowser et al. 2016; Kurnit et al. 2021). En el estroma de los
tumores existe una elevada actividad adenosinérgica de este eje. NTPDasa2 también se
expresa en el estroma, aunque su expresion desaparece en relacion al fenotipo invasivo

de los tumores.

Hemos confirmado la expresion de NTPDasa2 y NTPDasa3 en el componente epitelial de
los tumores, con niveles significativamente mds elevados en los tumores de bajo grado.
En los tumores de alto grado la expresion epitelial de NTPDasa3 se pierde, lo que nos
llevd a analizar su papel en el cancer. Los fenotipos invasivos también pierden la
expresion estromal de NTPDasa2. Segun este patron, en las células epiteliales tumorales
en el cancer de endometrio, el tdndem mas eficiente en la hidrdlisis de ATP hasta
adenosina, es NTPDasa3-CD73. Otros enzimas, como ADA, PLAP y CD26, también se han
detectado en el estroma de tumores de endometrio sin cambios de expresion entre
tipos tumorales. Por otra parte, hemos detectado niveles estromales mas elevados de
CD73 en los tumores de tipo copy number high caracterizados por presentar un
microambiente inmunosupresor y poca respuesta a inmunoterapia (Piulats et al. 2017).
La valoracion de CD73 como otro posible marcador inmunohistoquimico de diagndstico
y progresion del cadncer de endometrio teniendo en cuenta a la clasificacién molecular

puede ser de gran utilidad.
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De este estudio destaca el rol de las ectonucleotidasas NTPDasa2 y NTPDasa3 en el
control de los mecanismos de progresién tumoral en el cancer de endometrio. La
NTPDasa2 se ha relacionado con un control de la homeostasis de varios tipos de células
madre, sobre todo neuronales (Zippel et al. 2012; Scarfi 2014; Roszek and Wujak 2018).
En el endometrio no tumoral, la expresion de NTPDasa2 se confina al estroma de la
capa basal y al polo apical de las células epiteliales glandulares y luminales, sin cambios
durante el ciclo menstrual. Ademas, las células madre mesenquimales endometriales
son positivas para NTPDasa2 lo que refuerza la teoria de que tiene una importante
funcion reguladora en los nichos progenitores de varias localizaciones (Trapero et al.
2019b). En este sentido, hemos ampliado los estudios sobre la NTPDasa2 haciendo una
extensa evaluacién de su expresion epitelial y estromal en los diferentes tumores de

endometrio disponibles.

En el componente epitelial, los tumores de bajo grado presentan un patron de
expresion de NTPDasa2 apical, asociado a los cilios, similar al endometrio no tumoral.
La presencia de cilios se ha relacionado con tumores mas diferenciados y de bajo
grado, lo que coincide con los resultados. En los tumores de alto grado, NTPDasa2
presenta una distribucion mas general en la membrana celular, con expresion en toda
su superficie. Los tumores de grado intermedio presentan ambos patrones de expresion
combinados, indicando un estado de transicion. Estos resultados indican que la
NTPDasa2 podria promover fenotipos invasivos y malignos en el cancer de endometrio,
como se ha descrito en el carcinoma hepatocelular, donde la ectoenzima promueve el
crecimiento tumoral y el mantenimiento de las células supresoras derivadas de la
estirpe mieloide, permitiendo a las células tumorales escapar del sistema inmunitario
natural. En los gliomas se ha detectado una baja actividad ectoenzimatica de NTPDasa2,
donde el aumento de expresién favorece la progresion tumoral en modelos animales de

cancer (Chiu et al. 2017).

Por otro lado, en el estroma tumoral, la expresién de NTPDasa2 se limita a la unién
tumor-miometrio, pero los fenotipos invasivos pierden esta. La homeostasis
endometrial normal depende de la integridad de la union endometrial-miometrial, el
area de contacto intimo entre la parte mas profunda parte de la basal y el miometrio, y

alteraciones en el endometrio-miometrio zona de unién (por ejemplo, cambios en el
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grosor) puede conducir a trastornos como la endometriosis, adenomiosis e incluso
cancer. Los tumores sin invasion miometrial mantienen la expresién de NTPDasa2 en la
union tumor-miometrio, que también se identifica en lesiones no malignas derivadas
del estroma endometrial basal, como la adenomiosis. Es de gran interés el estudio de la
NTPDasa2 en el estroma tumoral, ya que a diferencia de otros marcadores como
IFITM1/CD225, que tiene elevada expresiéon en todo el conjunto del estroma, NTPDasa2
tiene una localizacién mas precisa que podria ayudar a diferenciar la invasion del cancer

de endometrio de otras entidades.

Estudios previos han demostrado la pérdida de NTPDasa2 como mecanismo de
induccién de fenotipos similares a miofibroblastos en el higado (Jhandier et al. 2005). La
adopcion de estos fenotipos se ha descrito en varios tipos de cancer como fenémeno
asociado a la invasién estromal (De Wever and Mareel 2002; Kawashiri et al. 2009;
Otranto et al. 2012). Este fenotipo es adquirido en los tumores, por los denominados
fibroblastos asociados a cancer de tipo Il (CAF, del inglés cancer-associated fibroblast)
gue tienen expresion de la actina del musculo liso (SMA, del inglés smooth muscle actin)
(Augsten 2014). Los CAFs de tipo I, positivos para SMA estan presentes en las zonas
invasivas endometriales y, por lo tanto, carecen de la expresion de la NTPDasa2. Los
CAFs ademas han sido propuestos como activadores de los mecanismos de invasion en
los tumores de endometrio (Subramaniam et al. 2013; Teng et al. 2016). Ademas, se ha
detectado la presencia de células madre mesenquimales endometriales perivasculares
(eMSC) que co expresan la proteina SUSD2 y NTPDasa2 también en muestras de cancer
de endometrio.

La NTPDasa2, por lo tanto, podria estar ejerciendo un control de la diferenciacién
estromal hacia fenotipos de tipo miofibroblasto con alta capacidad invasiva en el cancer
de endometrio. Su pérdida representaria un menor control y una consecuente mayor
progresiéon tumoral y malignidad. Los niveles mas altos de expresion génica de ENTPD2
en pacientes con cancer de endometrio también coinciden con un mejor prondstico
clinico de la enfermedad. Nuestros resultados apuntan a la utilidad de NTPDasa2 como
marcador de invasién tumoral en EC, especialmente en los casos en los que coexiste con
otras alteraciones del endometrio, como la adenomiosis, lo que en ocasiones dificulta la
evaluaciéon de parametros de invasion tumoral (Ali A et al. 2007). En los casos de zonas
con presencia de invasion miometrial y adenomiosis, el analisis de la expresiéon de
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NTPDasa2 podria ayudar a la diferenciacién, ya que la adenomiosis conserva NTPDasa2
mientras que las dreas tumorales invasivas y desmopldsticas del tumor carecen de

expresion.

La falta de aproximaciones experimentales para el estudio de estas moléculas en
diferentes modelos, y el auge de nuevas metodologias de estudio como los organoides
en tres dimensiones o los xenografts derivados de pacientes (PDX, del inglés patient-
derived xenografts) en patologia ginecoldgica (Heremans et al. 2021), nos ha llevado
disefiar nuevas herramientas moleculares para el estudio de la sefializacién purinérgica

en este contexto.

A partir de los resultados obtenidos del objetivo 1, planteamos el desarrollo de un
modelo celular de estudio de NTPDasa2 y de NTPDasa3. Asi, subclonamos ENTPD2 y
ENTPD3 en vectores de expresion para transfectar células y sobreexpresar estas
proteinas como proteinas de fusion a EGFP en células de cancer de endometrio,
utilizando como modelo la linea de cancer de tipo seroso ARK-2. Demostramos que
tanto NTPDasa2 como NTPDasa3 se expresan en la membrana celular, donde tienen la
actividad hidrolitica de la proteina nativa, siendo asi herramientas moleculares validas
para estudiar la actividad enzimatica monitorizando la fluorescencia de GFP en la
membrana celular. Ello nos permitid utilizar estas células para estudios en cultivos
celulares en 3D y en un modelo de tumorigénesis en raton. Los organoides actualmente
representan un interesante modelo para el estudio de diferentes patologias puesto que
recrean las caracteristicas tridimensionales de las células en su entorno natural y
mantienen propiedades que se observan en los tumores de origen (Boretto et al. 2019;

Gu et al. 2020).

Hemos generado organoides derivados de las células transfectadas, confirmando su uso
como modelo de estudio. Hemos comprobado la funcionalidad de la técnica combinada
de la visualizacion de la expresion de las ectoenzimas y su actividad enzimatica, descrita
anteriormente solo en tejido oviductal (Villamonte et al. 2018), en nuestro modelo de
sobreexpresion tanto en dos como en tres dimensiones usando los organoides
tumorales. Estos, ademas, son sensibles al uso de inhibidores de la funcién de las

ectonucleotidasas. Sin embargo, hay que tener en cuenta la expresion de otros
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elementos participantes que puedan influir en el comportamiento de los organoides,
como puede ser CD73, donde en células de cancer de cérvix se ha observado una
disminucion de éste en esferoides con afectacion en la adhesion y migracién celulares

(Iser IC et al 2021).

El modelo celular de sobreexpresién de NTPDasas puede usarse para el cribado de

compuestos, moléculas y terapias dirigidas a la inhibicién enzimatica de las NTPDasas.

En el componente epitelial de los tumores, la expresion de NTPDasa3 disminuye con el
grado tumoral. Ademas, las pacientes afectadas de cancer de endometrio con mayor
nivel de ENTPD3 tienen tasas mas altas de supervivencia y mejor progresion clinica de la
enfermedad, fendmeno también observado en las pacientes de cancer de mama (Li et
al. 2019). Niveles altos combinados de ENTPD2 y ENTPD3 también resultan en valores
mas favorables. Por otro lado, una elevada expresién de los genes CD39 y ENT5 se
relaciona con un peor prondstico en varios tipos de cancer, influyendo positivamente en
el efecto inmunosupresor antitumoral de la adenosina generada (Deaglio et al. 2007,

Borsellino et al. 2007; Shi et al. 2019).

Los ensayos celulares in vitro han mostrado que la sobreexpresion de NTPDasa3
disminuye la proliferacién e incrementa la migracion celular. Ademas, los organoides en
tres dimensiones con sobreexpresion de NTPDasa3 son de un tamafio menor. In vivo,
las células NTPDasa3" forman tumores subcutdneos mas pequefios que las células sin
expresion de NTPDasa3, coincidiendo con lo observado in vitro y poniendo en evidencia

la relacion entre NTPDasa3 y la progresion tumoral.

Hemos analizado diferentes vias relacionadas con proliferacion y migracion. Las células
gue expresan NTPDasa3 tienen niveles inferiores de AKT en su forma fosforilada Ser473.
AKT/PKB es una serina/treonina quinasa que promueve la supervivencia, proliferacion y
crecimiento celular, donde la expresidon disminuida observada puede relacionarse con la
menor proliferacion celular. En el cancer de endometrio, FGFR2, un receptor del tipo
tirosina-quinasa que activa la sefializacién de la via AKT, se halla frecuentemente
mutado, asociandose a un fenotipo de sobreactivacion (Dutt et al. 2008; Cheung et al.
2011). En este trabajo, demostramos que la expresion de FGFR2 disminuye en las

células que sobreexpresan NTPDasa3. En este caso, la expresion de NTPDasa3, al
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disminuir la expresién en superficie de FGFR2 y frenar la sefializacién de AKT, estaria
atenuando las vias de proliferacion tumoral, como se demuestra en estudios en cultivos

e in vivo.

Los elementos que participan en los procesos de migracion e invasion tumorales son
diversos y la interaccion entre las células y el microambiente tumoral es fundamental.
En estos mecanismos, las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y las integrinas se
engloban como proteinas celulares relacionadas con la migracion, invasion y metastasis
tumorales ya que sirven como interaccion entre las células tumorales, el microambiente
tumoral y la matriz extracelular. Se conoce que fluctuaciones en los niveles de MMP e

integrinas influyen en la motilidad de las células tumorales (Brooks et al. 1996).

Asimismo, los mecanismos que rigen la migracién celular en los tumores determinan a
diferentes patrones migratorios: (i) uno colectivo o epitelial, con alta adhesidon vy
remodelacidon de la matriz extracelular, y (ii) otro individual o ameboide, caracterizado
por mayor velocidad de movimiento, poca adhesién y remodelacion de la matriz
(Pankova et al. 2010; Krakhmal et al. 2015). Aqui demostramos que la sobreexpresion
de NTPDasa3 conlleva la disminucién de las metaloproteinasas de matriz MMP2 vy
MMP14, asi como de las integrinas beta2 y beta3. Esta combinacion estad a favor de la
adopcidn de un fenotipo ameboide por parte de las células, que favoreceria su capacidad
migratoria. El mecanismo ya se ha propuesto en diferentes tipos celulares tumorales,
incluido el hepatocarcinoma (Crosas-Molist et al. 2017; Lépez-Luque et al. 2019) vy
también el cancer de endometrio. Por ultimo, el estudio clinico de la cohorte del TCGA
de pacientes muestra ademas una fuerte asociacion entre niveles altos de ENTPD3 y los

de las MMPs y las integrinas como un buen prondstico de la enfermedad.

Estos dos mecanismos propuestos de disminucién de la proliferacién y aumento de la
migracion parecen tener sentido en el cancer de endometrio. El cambio en la expresion
de NTPDasa3, junto con el fenotipo de migracion de estas células coincide con la
adquisicién de un fenotipo ameboide, que comporta un tipo de motilidad epitelial que
se caracteriza por fenotipos altamente mdviles, no adhesivos, con niveles bajos de
integrinas del grupo beta y con una disminucion de los componentes de remodelacion
de la matriz extracelular. Proponemos un papel como supresor tumoral para NTPDasa3,

gue actuaria mediante mecanismos aun por dilucidar, regulando los niveles de
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receptores de crecimiento tumoral en superficie y regulando la migracion mediante el

control de la transicidn epitelial-ameboide.

La adicién de concentraciones semejantes de ATP a las del microambiente tumoral
causa un incremento en la proliferacion y migracién de las células, crecimiento bastante
preeminente en las células que sobre expresan NTPDasa3. Esto podria explicarse por
una recuperacion de la expresion de receptores de crecimiento, integrinas y
metaloproteinasas de matriz en presencia de ATP extracelular, como hemos

demostrado.

En células tumorales de cancer de mama, se conoce que el ATP extracelular induce
migracién tumoral e incrementa la transicion epitelio-mesénquima activando AKT e

incrementando las MMPs (Yang et al. 2019).

En nuestro modelo, consideramos que el ATP va a ser hidrolizado em mayor proporcion
por las células que sobreexpresan NTPDasa3. En esta situacion, el analisis de los
receptores de ATP y adenosina y por consiguiente de la expresiéon y actividad de CD73
en nuestro modelo celular podria ser esclarecedor para comprender el impacto del ATP
y sus derivados en el espacio extracelular y el comportamiento celular. El tratamiento
con ATP extracelular en dosis micromolares, induce proliferacion y migracion, por
medio de la activacién del receptor P2Y,, en diversos tipos de cancer como es el
carcinoma hepatocelular y gliomas, donde se ha postulado como posible regulador del
ciclo celular. En lineas celulares de carcinoma de endometrio se ha detectado expresion
de este receptor (Katzur et al. 1999), por lo cual este mecanismo podria ocurrir

perfectamente en otras células de cancer de endometrio.

Futuros experimentos podrian ir encaminados en conocer la relacidén existente entre
NTPDasa3 y estos procesos de supervivencia y motilidad celulares, con el uso de
herramientas de protedmica e interactémica entre NTPDasa3 y las metaloproteinasas e
integrinas. Ademas, el estudio del microambiente tumoral en el cancer de endometrio
resulta de gran interés, como por ejemplo, conocer los niveles extracelulares de ATP y
adenosina o descifrar la expresion de marcadores inmunoldgicos en los diferentes tipos
de tumores para poder establecer un patrén de expresion de las ectonucleotidasas y las
posibles consecuencias que conlleva cada situacién en el estado inmunoldgico del

tumor.
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Con las herramientas moleculares generadas en esta tesis seria interesante conocer el
papel exacto del ATP y la adenosina extracelular generados y poder aplicarlo en los
modelos celulares en tres dimensiones y en el modelo animal. El uso de inhibidores,
ademas, podria ser util en los modelos animales de crecimiento tumoral para
determinar qué vias relacionadas con la sefializacion purinérgica pueden ser una buena

diana de estudio para crear terapias antitumorales dirigidas.
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Las conclusiones derivadas de la presente tesis doctoral son las siguientes:

1. Las cuatro familias de ectonucleotidasas se expresan en el cancer de endometrio, con

un alto grado de heterogeneidad tumoral.

2. En la célula epitelial endometrial tumoral predominan las ectoenzimas NTPDasa2,

NTPDasa3 y CD73.
3. En el estroma endometrial tumoral predomina el tandem CD39-CD73.

4. En el estroma endometrial tumoral también se expresa NTPDasa2 pero su expresion

gueda limitada a la union tumor-miometrio.

5. La pérdida de expresion de NTPDasa2 en el estroma tumoral se relaciona con la

adquisicién del fenotipo invasivo en los tumores de endometrio.

6. Pacientes afectadas de carcinoma de endometrio con mayor expresion génica de

ENTPD2 y ENTPD3 tienen mejor prondstico.

7. En el cancer de endometrio NTPDasa3 se expresa en el componente epitelial de los
tumores y su expresion disminuye al aumentar el grado del tumor, coincidiendo con un

papel de supresor tumoral.

8. La sobreexpresion de NTPDasa3 en cultivos celulares disminuye la proliferacién y

aumenta la migracion celulares de modo dependiente del ATP extracelular.

10. La sobreexpresién de NTPDasa3 conlleva cambios de expresidn génica y proteica en

vias relacionadas con la proliferacion y la migracion.

11. La sobreexpresién de NTPDasa3 disminuye la expresion del receptor de crecimiento

FGFR2 y atenua la activacién por fosforilacién de AKT.

12. La sobreexpresion de NTPDasa3 disminuye las metaloproteinasas de matriz y las
integrinas de tipo beta, en concordancia con la adopcién de un fenotipo celular

ameboide con mayor capacidad migratoria.

13. Las células ARK-2 forman tumores subcutdneos en un modelo de ratén, pero la

sobreexpresion de NTPDasa3 limita el crecimiento de estos tumores.
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14. Tanto NTPDasa2 como NTPDasa3, como proteinas de fusion con GFP se expresan en
la membrana celular y mantienen la actividad enzimatica de las proteinas nativas,

resultado un modelo Util para el estudio de inhibidores en cultivos celulares 2-D y 3-D.
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Abstract

Adenosine triphosphate (ATP) and other nucleotides and nucleosides, such as
adenosine, are signaling molecules involved in many physiological and patho-
physiological processes. The group of cell and tissue responses mediated by these
molecules is known as purinergic signaling. Ecto-nucleotidases are ectoenzymes
expressed at the cell membrane that act sequentially to efficiently hydrolyze
extracellular ATP into adenosine, and they are key elements of this signaling. There is
growing interest in studying these enzymes in relation to various pathologies,
especially those with an inflammatory component such as cancer. This review
summarizes the main protocols for the study of the expression and in situ activity of
ectoenzymes in tissue slices and cultured cells.

Keywords: nucleotidase, in situ histochemistry, CD39, CD73, lead staining

1. Introduction

In this chapter, we intend to detail basic protocols for the in situ detection ofecto-
nucleotidases as an introduction to the technique for those who have nevermade
these experimental approaches. This chapter does not aim to be a review on ecto-
nucleotidases because there are already excellent highly recommended reviews
[1-4].
Ecto-nucleotidases are broadly expressed enzymes active in almost all tissues of all
organisms, both animals and plants. What varies among the cell (and tissue)types
are the subtype(s) of enzyme(s) and the combination of them, expressed ina
particular cell type. In general, these enzymes convert adenosine triphosphate
(ATP), as well as diphosphate (ADP) and monophosphate (AMP), into adenosine.
In situ detection of these enzymes confers functional sense on immunodetec-
tion studies. It is also a convenient tool for the validation of new inhibitors of
these enzymes, which can be studied in the cell context of the tissue where they
are found. The study of ecto-nucleotidases and their inhibitors (many of them
antibodies) is at the center of oncological research to therapeutically target the
adenosinergic pathway, a fact reflected in the increased number of high impact
publications in the field.

1 IntechOpen



Immunohistochemistry

The technique is feasible because ecto-nucleotidases maintain their activity of
hydrolyzing nucleotides in formalin-fixed frozen tissues (and cells). Inorganic
phosphorous (Pi) generated upon their activity combines with a lead salt added tothe
reaction mixture, forming brown precipitates in the places where the enzymesare
active, which can be visualized under light microscope. The protocol, with slight
modifications, can also be used for electron microscopy.

There are four families of membrane-bound ecto-nucleotidases. Other nucleo-tidases
act intracellularly but are not studied here. The main features of ecto-nucle-otidases
are included in Figure 1 and summarized below:

1.1 Ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (E-NTPDases)

The E-NTPDase family is composed of eight members, four of which are cell
surface-located: NTPDasel, also known as CD39; NTPDase2 or CD39L1; NTPDase3

or CD39L3; and NTPDase8. They perform the ATP (and ADP) hydrolysis to AMP
with different ADP production abilities. These differences between enzymes reflect
different consequences in cells depending on the ATP receptors expressed [5].

The four members display similar structural properties, with two transmembrane
domains, close to the N and C terminus, and a catalytic extracellular domain [3].
They require millimolar concentrations of Mg®" and Ca®" ions in order to perform ATP
hydrolysis, and the absence of these ions results in no enzymatic activity. All of them
hydrolyze nucleoside triphosphates (NTP), but they differ in substrate specificity.
NTPDasel hydrolyzes ATP and ADP equally, while NTPDase3 and NTPDase8
hydrolyze ATP or uridine triphosphate (UTP) more efficiently than ADP or uridine
diphosphate (UDP). Finally, the NTPDase2 is the most ATP-specific NTPDase, and

for this reason it is also named the ecto-ATPase [2].

Most of the available NTPDase inhibitors are ATP analogues such as ARL-67156 and
PSB-6426, a potent NTPDase2 inhibitor. Non-nucleotide-based inhibitors also
described in literature are compounds related to dyes bearing sulfonate groups such

E-NTPDases E-NPPs Ecto-5'-NT APs
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COOH g‘ ; 3
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...‘..... m 000000 ....... ......‘........’...
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Figure 1.

Schematic representation of the four families of membrane-bound ecto-nucleotidases and their substrate
specificities. E-NTPDases, ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases; E-NPPs, ecto-nucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterases; ecto-5-NT, ecto-5’-nucleotidase; APs, alkaline phosphatases; NTP,
nucleoside triphosphate; NDP, nucleoside diphosphate; NMP, nucleoside monophosphate; cNMP, cyclic
nucleoside monophosphate; N, nucleoside.
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as suramin, a nonselective inhibitor, and the pyridoxal phosphate-6-azophenyl-
2" 4'-disulfonic acid (PPADS). Other inhibitors are the polyoxometalates, such as
POM 1 [6]. Inhibitory antibodies, mainly against CD39, are being developed for use
in cancer therapy [7].

1.2 Ecto-nucleotide pyrophosphatases/phosphodiesterases (E-NPPs)

The E-NPP family represents a versatile group of seven structurally related
enzymes with pyrophosphatase and phosphodiesterase activities having a wide
range of hydrolysable substrates. The membrane-bound ectoenzymes NPP1 and
NPP3 and the secreted NPP2 are the most studied members. Catalytic activity of
E-NPPs is composed of a two-step hydrolysis consisting of a first attack on the
phosphate of the incoming substrate by a threonine/serine metal-activated
catalytic site and a second attack on the intermediate substrate by a metal-
activated site, thus releasing a nucleoside 5’-monophosphate. In general, NPP1-3
are typed as alkaline ecto-nucleotide pyrophosphatases that hydrolyze a number
of phosphodiester bonds (e.g., from oligonucleotides, lysophosphatidylcholine,
sphingomyelin, and glycerophosphorylcholine or from artificial substrates like the
p-nitrophenyl 5’-thymidine monophosphate (p-Nph-5'-TMP)) and pyrophos-phate
bonds (e.g., from (d)NTPs, (d)NDPs, NAD, FAD, and UDP sugars or from
artificial substrates like the thiamine pyrophosphate (TPP)) to generate nucleoside
5'-monophosphates. TPP is the “false” substrate mainly used for NPP identifica-
tion in in situ activity assays. Like most of the enzymes, E-NPPs can be inhibited in
vitro by the substrates and products of the NPP reaction, as well as by heparin and
heparan sulfate glycosaminoglycans, and by other substances such as imidaz-ole,
2-mercaptoethanol, and metal ion-chelating agents [8]. Anti-NPP3 inhibitory
antibody represents a promising therapeutic tool for the treatment of renal cell
carcinoma [9].

1.3 Ecto-5"-nucleotidase (ecto-5'-NT, eN)/CD73

Extracellular AMP resulting from the hydrolysis of ATP and ADP by most of the
ecto-nucleotidases can in turn be efficiently hydrolyzed into adenosine by eN,a
glycosylphosphatidylinositol-linked membrane-bound glycoprotein also knownas
CD73 [10], which hydrolyses nucleotide-5'-monophosphates (NMP) [3]. It is

broadly expressed as an alpha dimer bound with disulfide bridges and shows differ-
ent functions depending on the cell type. Although eN activity is ion-independent in
physiological conditions, in vitro the presence of Mg*" ions can considerably increase
its ability to hydrolyze AMP. In addition to its AMPase activity, eN hydro- lyzes 2-
deoxyribose compounds but much less effectively than AMP. Unlike other
ectoenzymes such as NPPs, eN is not inhibited by Pi. Alpha,beta-methylene-ADP and
some of its derivatives and analogues are efficient inhibitors [11]. Inhibitory anti-
CD73 antibodies are used in clinical trials [7].

1.4 Alkaline phosphatases (APs)

Phosphatases are a superfamily of proteins that mediate the phosphate removal of
proteins and other substrates [12]. Depending on their substrate specificity, theyare
divided into two major groups: the protein phosphatases, which mediate the
hydrolysis of phosphate groups from protein residues (e.g., serine/threonine phos-
phatases), and the membrane-bound phosphatases, which mediate the hydrolysis
of phosphate groups from nonprotein substrates (e.g., acid and alkaline phospha-
tases). In this chapter, we are focusing on the membrane-bound phosphatases, in
particular the AP family [12, 13].
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APs are zinc-containing dimeric membrane-bound glycoproteins that require
magnesium ion for the hydrolysis of a wide range of phosphomonoesters. Although
optimum activity occurs at alkaline pH (9.3—10.3), they are also active at a physi-
ological pH, and they are primarily responsible for the PPi phosphohydrolysis in
neutral and alkaline environments. APs are classified by their tissue expression and
distribution [14]; in humans there are four types of APs in two main groups: the
tissue nonspecific alkaline phosphatase (TNAP), with only one member, and the
tissue-specific APs, which include the placental-like alkaline phosphatase (PLAP),
the germ cell alkaline phosphatase (GCAP), and the intestinal alkaline phosphatase
(IAP). Despite the fact that TNAP expression is not tissue-specific, it is mainly found
in the liver, bone, and kidneys [15].

APs catalyze the hydrolysis of monoesters of phosphoric acids and have exten- sive
substrate specificity in vitro. For example, TNAP is able to hydrolyze ATP, ADP,
AMP, PPi, glucose-1-phosphate, glucose-6-phosphate, fructose-6-phosphate, and 3-
glycerophosphate; however, only a few compounds have been considered as natural in
vivo AP substrates, like PPi, pyridoxal-5'-phosphate (PLP or vitamin B5),and
phosphoethanolamine (PEA). APs by themselves are extremely efficient ATPase
enzymes, but an autoregulatory mechanism has been described in order tomodify
the substrate specificity depending on the environmental concentrations of free
inorganic phosphates or cell and tissue demands. P1i itself is known to inhibit the
hydrolytic activity through a competitive mechanism, and therefore Pi levels will
impact the ability of AP to hydrolyze PPi [15, 16]. Levamisole is an inhibitor

of the APs. Because of the ability to cleave all forms of adenosine phosphates, APs
significantly influence purinergic signaling [17].

2. In situ nucleotidase activity experiments

The protocol detailed here for the detection of E-NTPDases, E-NPPs, and eN isbased
on the Wachstein-Meisel lead phosphate method [18], and the protocol forAP
identification is based on the Gossrau method [19], with some modifications.

2.1 Wachstein-Meisel lead phosphate-based method
2.1.1 In tissue samples

Tissue pieces are fixed with 4% paraformaldehyde for a time period varying from a
few hours to 2 days depending on the size (Figure 2). Following fixation, tis-sue
pieces are cryopreserved by embedding them in 30% sucrose (in Milli-Q H,O) O/N or
until tissue sinks. Tissues are then embedded in optimum cutting tempera- ture
(OCT) compound and cut with a cryostat into 15 um-thick sections that are put on
slides. It is recommended that pretreated slides be used, either homemade
polylysine-treated or the commercial ones, to eliminate tissue loss during the
procedure. Sections are stored at —20°C until use.

Tissue slides are rinsed with phosphate buffered saline (PBS) to remove OCT
compound and washed twice with 50 mM Tris-maleate buffer pH 7.4 at RT. Slides are
then incubated for 30 min at RT with preincubation buffer (50 mM Tris-maleate
buffer pH 7.4 containing 2 mM MgCl, and 250 mM sucrose) and then for 1 h at 37°C
with the enzyme reaction buffer (50 mM Tris-maleate buffer pH 7.4 supplemented
with 250 mM sucrose, 2 mM MgCl,, 5 mM MnCl,, 2 mM Pb(NO3),, and 2 mM
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Figure 2.
Scheme including the main steps of the lead phosphate-based method for ecto-nucleotidase activity detection.
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CaCl; and stabilized with 3% Dextran T-250) in the presence or absence of nucleo-
tide as substrate (e.g., ATP). The incubation time and the substrate concentration
may vary depending on the experiment, but 1 h at 1 mM is generally suitable. To
avoid interference with AP activity, experiments are performed in the presence of
the inhibitor levamisole (2.5 mM). Note that the optimum pH for APs is 9, but they
are also active ata pH of 7.4. The reaction is stopped with dH,O and revealed by
incubating with 1% (NH4),S v/v for exactly 1 min. A control slide in the absence of
nucleotide, in which no reaction is expected, is included in the experiment. Nuclei
are counterstained with hematoxylin. Samples are then mounted with aqueous
mounting medium (e.g., Fluoromount™, Sigma-Aldrich); dehydration is not
recommended because of the eventual loss of lead precipitates. Finally, samples are
observed and photographed under light microscope; enzyme-active sites are
brownish black. An adapted protocol with slight modifications, including the
replacement of ammonium sulfide by glutaraldehyde, can be applied for electron
microscopy [20]. Table 1 includes buffer formulations.

PRE-INCUBATION BUFFER
Reagent Stock Solution Final Concentration Volume (V/=1mL)
Tris-maleate 200 mM 50 mM 250 uL
Sucrose ™ 0.25M 250 uL
MgCl, ™ 2mM 2L
Milli-Q H,O / / 498 pL
ENZYME REACTION BUFFER
Reagent Stock Solution Final Concentration Volume (#V=1mL)
Tris-maleate 200 mM 50 mM 250 uL
Sucrose ™ 025M 250 uL
Dextran 10 % 3% 300 pL
MnCl, ™ 5mM 5uL
MgCl, ™ 2mM 2L
CaCl, ™ 2mM 2L
Levamisole 250 mM 2.5mM 10 uL
Pb(NOs), ™ 2mM 2L
Substrate 10mM 1mM 100 pL
Milli- Q H,0 / / 79 L

Table 1.

Formulation of buffers used for the lead phosphate-based method. The most right column includes the reagent
amounts calculated to prepare a 1 mL final volume (FV) solution. Different nucleotides can be used as
substrate. Inhibitors can also be added to both preincubation and reaction buffers; H20 to adjust the volume
must then be modified accordingly.

Besides levamisole, enzyme inhibitors might be included in both preincubation and
incubation buffers. For example, 1 mM a,pB-methylene-ADP efficiently inhibits
CD73, and POM 1 inhibits NTPDases (Figure 3).
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Figure 3.

(A) In situ AMPase activity in the endometrial carcinoma human HEC-1B cell line in the presence of 1 mM
AMP (a). Note that most of the activity is located at the cell membrane, where CD73 is expressed. Incubation in

the presence of the inhibitor o,-methylene-ADP (a,-meADP) drastically diminished the activity (b). No
AMPase activity is detected when AMP is omitted in the reaction (c). (B) In situ enzyme ATPase activity in
human endometrium in the presence of 1 mM ATP (a). Activity is strongly inhibited with the NTPDase inhibitor
POM 1 (b). No ATP activity is detected when ATP is omitted (c). Scale bars are 50 um (a) and 200 um (B).

2.1.2 In cell cultures

Cells are seeded onto coverslips and allowed to grow with their regular medium until
the desired confluence is achieved. The medium is then removed, and the cells are
washed twice with PBS before fixation with 4% paraformaldehyde for 5—10 min at
RT. Cells are washed three times with PBS to wash out the fixative and kept at 4°C
with PBS until use. To proceed with the protocol, coverslips are washed twice for

5 min with gentle rocking with 50 mM Tris-maleate buffer pH 7.4 at RT and then
incubated for 30 min at RT with the preincubation buffer. The following steps are as
reported for the tissue slices.

2.2 Gossrau-based method for APs

In situ localization of APs can be addressed by using the Gossrau method that utilizes
nitroblue tetrazolium (NBT) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) as
artificial substrates for the APs. Briefly, tissue slices or fixed cells grown oncoverslips
are washed twice in 0.1 M Tris—HCI buffer pH 7.4 containing 5 mM MgCl, and then
preincubated with the same buffer at pH 9.4 for 15 min at RT. Enzymatic reaction
starts by adding the revealing reagent BCIP/NBT (Sigma-Aldrich) for 7 min(up to 15
min) at RT and stopped with 0.1 M Tris—HCI buffer pH 7.4. In AP inhibi- tion
experiments, 5 mM levamisole can be added to both preincubation and enzyme
reaction buffers. In control experiments, the revealing reagent is omitted. Since the
reaction generates blue precipitates, nuclei staining with hematoxylin should be
avoided. Alternatively nuclei can be counterstained with methyl green dye. Samples
are then mounted with aqueous mounting medium (e.g., Fluoromount™, Sigma-
Aldrich) and observed and photographed under light microscope.
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Figure 4.
Scheme including the main steps of the method combining immunofluorescence and in situ ecto-nucleotidase
activity detection protocols.
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2.3 Combined immunolabeling and in situ nucleotidase activity experiments

The technique uses the same tissue slide (or the same coverslip of cells) to identify
both the activity, with in situ histochemistry (or cytochemistry), and the protein,
with immunofluorescence (Figure 4) [21, 22]. Tissue sample sections or fixed cells
grown on coverslips are washed twice with PBS and incubated with a blocking
solution containing 20% normal goat serum and 0.2% gelatin in PBS at RT for 1 h
and then incubated O/N at 4°C with the appropriate primary antibody.The samples
are washed three times with PBS and twice with 50 mM Tris-maleate buffer. In situ
nucleotidase activity experiment is performed as detailed previously,

adding the appropriate nucleotide as substrate. Subsequently, the tissues are washed
three times in PBS before incubating with the appropriate fluorescent-labeled
secondary antibody. After three final washes with PBS, nuclei are labeled, and the
samples mounted with aqueous mounting medium; a mounting medium containing
DAPI can be used for this purpose (e.g., ProLong Gold antifade reagent with DAPI
mounting medium from Thermo Fisher Scientific). The sections are observed and
photographed under a Nikon Eclipse ES00 Microscope. Pictures of bright field (for
activity) and fluorescence (for protein immunolocalization and nuclei visualiza-
tion) are taken sequentially from the same field.

We recommend that histochemistry be performed between primary and sec-
ondary antibody incubations, but other protocols are also feasible. This is of interest
when using inhibitory antibodies. In these cases the in situ histochemistry should
be performed at the beginning of the procedure. It also has to be taken into account
that it might be necessary to test different nucleotide concentrations and incubation
times in order to optimize the results for a particular tissue in order to minimize
hampering of fluorescence capture by the dark brown lead deposits.

Figures 5 and 6 are examples of this combined technique in tissue and cell

culture, respectively. Figure 5 shows immunofluorescence to localize NTPDasel,
and in situ histochemistry for the ADPase activity in human fallopian tubes. The

NTPDase1 ADPase activity Merge

Mucosa
layer

Muscular
layer

Figure 5.

Immunolocalization of NTPDasel (a, d) and in situ ADPase histochemistry (b, e) in cryosections of human
oviducts. NTPDasel was detected with immunofluorescence in endothelial cells of lamina propria (a) andin
smooth muscle cells (d). Microphotographs b and e show dark brown deposits corresponding to in situ ADPase
activity. Merge images (c, f) confirmed that NTPDasel is active in the same structures where it
immunolocalizes. Reddish structure at top right of image is the blood inside the vessel. Scale bar is 25 um.
Reprinted by permission of springer nature histochemistry and cell biology, characterization of ecto-
nucleotidases in human oviducts with an improved approach simultaneously identifying protein expression anin
situ enzyme activity, Villamonte et al. [21].
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antibodies used were mouse antthuman NTPDasel primary antibody (clone BU-61,
Ancell) and Alexa Fluor 488 goat anti-mouse secondary antibody (Thermo Fisher
Scientific). Label is seen together with the lead precipitate in endothelium of blood
vessels, especially abundant in the lamina propria of the mucosa layer, and in mus-
cle cells, predominant in the muscular layer [21]. In Figure 6, the antibody against
human placental-like alkaline phosphatase (PLAP; clone 8B6, Sigma-Aldrich) was
used in Ishikawa cells to localize the protein by immunofluorescence, together with
the activity obtained with the BCIP/NBT reagent.

PLAP AP activity Nuclei Merge

Figure 6.

Placental-like alkaline phosphatase (PLAP) immunofluorescence (a) and in situ enzyme AP activity (b) in the
Ishikawa endometrial carcinoma cell line. Nuclei are labeled with DAPI (c). Merge image (d) shows that
precipitates are formed in cells expressing PLAP. Note that activity microphotograph (b) was obtained in gray
scale, and in consequence blue deposits are visualized in black. Scale bar is 25 um.

3. Conclusions

In conclusion, in situ histochemistry for ecto-nucleotidases is an easy-to- perform,
reproducible technique suitable for tissues and cells. The combined technique allows
identification of the protein that has a precise enzyme activity. Thetechnique is
suitable for testing enzyme inhibitors.
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