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1. WYKAZ SKRÓTÓW/ ABBREVIATIONS 

ABA  – aorta zstępująca brzuszna/ descending abdominal aorta 

ADP  – adenozynodwufosforan/ adenosine diphosphate 

ALP  – fosfataza alkaliczna/ alkaline phosphatase 

AMP  – adenozynomonofosforan/ adenosine monophosphate 

AOPCP  – a, β -metyleno-ADP/ a, β -methylene-ADP 

ApoE – apolipoproteina E/ apolipoprotein E 

AR  – korzeń aorty/ aortic root 

ARL 67156 – 6-N,N-dietylo-D-β-γ-dibromometyleno-ATP/  
                           6-N,N-diethylo-D-β-γ-dibromomethylene-ATP 

ARs  – receptory adenozynowe/ adenosine receptors 

ATP  – adenozynotrójfosforan/ adenosine triphosphate 

BCA  – pień ramienno-głowowy/ brachiocephalic artery 

cAMP – cykliczny adenozynomonofosforan/ cyclic adenosine monophosphate 

C/EBP – białka wiążące się z sekwencją regulatorową CCAAT/ 
    CCAAT-enhancer-binding proteins 

CHOP – białko homologiczne C/EBP/ C/EBP-homologous protein 

CNT  – transporter nukleozydowy Na+-zależny/ 
                   sodium dependent concentrative nucleoside transporter 

CTP – cytydynotrójfosforan/ cytidine triphosphate 

dCF  – 2’-deoksykoformycyna/ 2’-deoxycoformycin 

DHA  – kwas dokozaheksaenowy/ docosahexaenoic acid 

e5’NT, CD73 – ekto-5’nukleotydaza/ ecto-5’nucleotidase 

EC  – komórki śródbłonka/ endothelial cells  

EHNA  – erytro-9-(2-hydroksy-3-nonylo)adenina/  
                  erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine 

eNPP  – ekto-pyrofosfatazy/fosfodiesterazy nukleotydowe / 
                   ecto-nucleotide pyrophosphatases/phosphodiesterases 

eNPP1  – ekto-pyrofosfataza/fosfodiesteraza nukleotydowa 1/  
                             ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 

eNPP1 Tg  – transgeniczne myszy z nadekspresją eNPP1/ 
                             transgenic mice with overexpression of eNPP1 
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ENT   – równowagowe transportery nukleozydów/  
     equilibrative nucleoside transporters 

eNTPD1, CD39 – ekto-dwufosfohydrolaza trójfosfonukleozydowa 1/ 
                             ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 

FAD  – dinukleotyd flawinoadeninowy/ flavin adenine dinucleotide 

FMN  – mononukleotyd flawinowy/ flavin mononucleotide 

Glc  – glukoza/ glucose 

GTP  – guanozynotrójfosforan/ guanosine triphosphate 

hCD39 Tg – transgeniczne myszy z nadekspresją ludzkiej CD39/ 
                             transgenic mice with overexpression of human CD39 

hCD73 Tg  – transgeniczne myszy z obniżoną odpornością po przeszczepie 
                             komórek macierzystych pochodzących od pacjentów z mutacją  
                             w genie kodującym e5’NT/ immunocompromised transgenic mice  
                             after transplantation of stem cells from patients with arterial calcific 
                             disease due to deficiency of e5’NT 
HPLC-RP   – wysokosprawna chromatografia cieczowa w układzie faz 

     odwróconych/ reverse phase high performance liquid chromatography 

IFNγ  – interferon gamma/ interferon gamma 

ICAM-1 – cząsteczka adhezji międzykomórkowej 1/  
                             intracellular adhesion molecule 1 

iNOS – indukowalna syntaza tlenku azotu/ inducible nitric oxide synthase 

LDL  – lipoproteiny o niskiej gęstości/ low density lipoproteins 

LDLR – receptor dla lipoprotein o niskiej gęstości/  
                             low density lipoprotein receptor 

LPS  – lipopolisacharyd/ lipopolysaccharide 

Mac-1  – integryna αMβ2, ligand dla ICAM-1/  
                             αMβ2 integrin, ligand for ICAM-1 

Man – mannitol/ mannitol 

M-CSF – czynnik stymulujący powstawanie kolonii makrofagów/ 
                             macrophage colony-stimulating factor 

MIP-1α  – białko zapalne makrofagów-1 alfa/  
                             macrophage inflammatory protein-1 alpha 

NAD  – dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy/  
                             nicotinamide adenine dinucleotide 

NADP – fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego/ 
                             nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
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NBTI  – nitrobenzylotioinozyna/ nitrobenzylthioinosine 

NFκB  – czynnik jądrowy κB/ κB nuclear factor  

NO  – tlenek azotu/ nitric oxide 

OMSB  – barwienie Orsein, Martius, Scarlet, Blue/  
                             Orsein, Martius, Scarlet and Blue staining 

ORO  – barwienie czerwienią oleistą/ Oil red O staining 

Pi – fosforan nieorganiczny/ inorganic phosphate 

PTH – parathormon/ parathyroid hormone 

RANKL  – ligand aktywatora receptora jądrowego czynnika κB/ 
                             receptor activator of nuclear factor κB ligand 

ROS  – reaktywne formy tlenu/ reactive oxygen species 

SAA  – surowiczy alfa amyloid/ serum alpha amyloid 

SCID  – ciężki złożony niedobór odporności immunologicznej/  
                             severe combined immunodeficiency syndrome 

scid/scid  – myszy z ciężkim złożonym niedoborem odporności  
                             immunologicznej/ mice with severe combine immunodeficiency 
                             syndrome 
TA  – aorta zstępująca piersiowa/ descending thoracic aorta 

TAOS  – całkowity status antyoksydacyjny osocza/  
                             plasma total antioxidant status 
TNAP  – tkankowo niespecyficzna fosfataza alkaliczna/  
                             tissue nonspecific alkaline phosphatase 

TNAP-OE  – myszy z nadekspresją TNAP/ mice with overexpression of TNAP 

TNF – czynnik martwicy nowotworu/ tumor necrosis factor 

UDP – urydynodwufosforan/ uridine diphosphate 

UMP  – urydynomonofosforan/ uridine monophopshate   

UTP  – urydynotrójfosforan/ uridine triphosphate 

VCAM-1  – cząsteczka adhezji komórkowej naczyń 1/  
                             vascular cell adhesion molecule 1 

VEC  – komórki śródbłonka zastawki/ valvular endothelial cells 

VIC  – komórki śródmiąższowe zastawki/ valvular interstitial cells 

VSMC  – komórki mięśniówki gładkiej naczyń/  
                             vascular smooth muscle cells 

vWF – czynnik von Willebranda/ von Willebrand factor 

WT  – myszy szczepu dzikiego/ wild type mice 
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2. WSTĘP 

Nukleotydy pełnią kluczową rolę w komórce, zapewniając właściwe funkcjonowanie 
wielu procesów biologicznych. Stanowią podstawowy składnik strukturalny kwasów 
nukleinowych, uczestnicząc w przechowywaniu i ekspresji informacji genetycznej.1 
Dzięki obecności wysokoenergetycznych wiązań, nukleotydy takie jak ATP i GTP, 
pełnią funkcje przenośników energii, gromadzonej w wyniku procesów oddychania 
komórkowego i szlaków katabolicznych.1 Ponadto, odpowiadają za przekazywanie 
sygnałów w komórce (cykliczne nukleotydy)2, działają jako efektory allosteryczne (ATP, 
AMP)1, wchodzą w skład kofaktorów enzymów (NAD+, NADP+, FMN, FAD)3,4 oraz 
uczestniczą w procesach biosyntez, m.in. w syntezie glikogenu, glikozaminoglikanów 
(UTP) i fosfolipidów (CTP).5 Poza wielokierunkowym działaniem nukleotydów w 
środowisku wewnątrzkomórkowym, ich obecności w przestrzeni pozakomórkowej nie 
przypisywano znaczącej funkcji. W latach 70-tych ubiegłego wieku, badania podjęte 
przez brytyjskiego badacza Geoffrey’a Burnstock’a wykazały istnienie błonowych 
receptorów stymulowanych przez nukleotydy i będącą produktem katabolizmu 
nukleotydów adeninowych adenozynę.6,7 Odkrycie to zapoczątkowało intensywny 
rozwój badań dotyczących roli nukleotydów i adenozyny jako cząstek sygnałowych, 
umożliwiających komunikację międzykomórkową.  
 

2.1  Znaczenie nukleotydów i adenozyny w przestrzeni pozakomórkowej 
2.1.1 Mechanizmy uwalniania nukleotydów z komórek do przestrzeni 

pozakomórkowej 
Nukleotydy w przestrzeni pozakomórkowej mogą pochodzić z uszkodzonych komórek, 
lecz ciekawsze i ważniejsze fizjologicznie są mechanizmy uwalnianiania nukleotydów 
drogą egzocytozy, transportu przez błonę komórkową (np. poprzez transportery kasetowe 
wiążące ATP), kanałami jonowymi zależnymi od potencjału błonowego, bądź 
semikanałami paneksynowymi i koneksynowymi.8 W przestrzeni zewnątrzkomórkowej, 
nukleotydy znajdują się w stężeniach znacznie niższych niż w komórkach. Stężenie 
zewnątrzkomórkowego ATP oscyluje na poziomie nanomolowym, podczas gdy w 
komórce osiąga stężenie milimolowe. Stężenia nukleotydów w bezpośrednim 
sąsiedztwie komórki mogą być jednak wyższe niż w całej przestrzeni pozakomórkowej i 
w przypadku ATP osiągają wartości mikromolowe.9,10 W układzie sercowo-
naczyniowym nukleotydy mogą być uwalniane zarówno z komórek budujących ścianę 
naczynia i zastawkę serca, jak i z komórek oraz ich fragmentów krążących we krwi 
obwodowej.8 Udział poszczególnych typów komórek w uwalnianiu nukleotydów w 
układzie sercowo-naczyniowym oraz stany predysponujące do ich zwiększonego 
uwalniania, opisano w pracy przeglądowej będącej częścią niniejszej rozprawy 
(Załącznik – Praca D) i podsumowano w Tabeli nr 1. 
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Źródło 
komórkowe 

Śródbłonek Komórki 
mięśniówki 
gładkiej 

Kardiomiocyty Płytki krwi Erytrocyty Komórki układu 
odpornościowego 

Bodziec Naprężenie 
ścinające, 
hipoksja, 
hiperglikemia 

Hiperglikemia, 
hipoksja 

Hipoksja Kolagen, 
tromboksan, 
inne 
aktywatory 
płytek 

Hipoksja, 
adrenalina, 
deformacje 

Aktywatory 
zapalenia 

Uwalniane nukleotydy ATP, UTP ATP, UTP ATP, UTP ADP > ATP ATP ATP 

Tr
an

sp
or

t Pęcherzykowy + +  +  + 
Hemikanały + + + + + + 
Anionowy   +  +  
Transporter ABC + + + + + + 

          Referencja 11,12 13,14 15,16 17,18 19,20 21,22 

Tabela 1. Uwalnianie nukleotydów do przestrzeni pozakomórkowej przez komórki układu 
sercowo-naczyniowego.   
Na podstawie: „Rola nukleotydów i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miażdżycy tętnic”, Kutryb-Zajac 
et al. Postępy Biologii Komórki 1/2017; Załącznik – Praca D. 
 

2.1.2 Receptory nukleotydowe 
Obecne w przestrzeni pozakomórkowej nukleotydy aktywują receptory purynergiczne 
typu P2, nazywane receptorami nukleotydowymi.23 Ze względu na budowę i sposób 
przekazywania sygnału, opisano dwie grupy tych receptorów: P2X i P2Y.24 Receptory 
P2X są błonowymi kanałami jonowymi dla kationów Na+, K+ oraz Ca2+ i obejmują 7 
podtypów (P2X1-7). Z kolei, receptory P2Y, pośród których wyróżniamy 8 podtypów 
(P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11-14), należą do receptorów metabotropowych, 
związanych z białkiem G.25 Mechanizmy działania powyższych receptorów, jak również 
ich specyficzność względem poszczególnych nukleotydów, opisano w załączonej do 
rozprawy pracy przeglądowej (Załącznik – Praca D). Występowanie receptorów 
nukleotydowych w układzie sercowo-naczyniowym podkreśla znaczenie sygnalizacji z 
udziałem zewnątrzkomórkowych nukleotydów w utrzymywaniu homeostazy tego 
układu.23 Obecność poszczególnych podtypów receptorów nukleotydowych w łożysku 
naczyniowym, jak również efekty ich aktywacji, mogące mieć bezpośredni wpływ na 
rozwój schorzeń układu sercowo-naczyniowego, zostały przedstawione na Rycinie nr 1. 
 

2.1.3 Przemiany nukleotydów w przestrzeni pozakomórkowej 
Uwolnione z komórek nukleotydy mogą aktywować specyficzne receptory lub ulegać 
zewnątrzkomórkowej hydrolizie, przy udziale zakotwiczonych w błonie ekto-enzymów 
(Rycina 2). Jednym z nich jest ekto-dwufosfohydrolaza trójfosfonukleozydowa 
występująca w układzie sercowo-naczyniowym głównie w postaci izoformy 1 (eNTPD1, 
CD39).26 Enzym ten hydrolizuje ATP do ADP, a następnie ADP do AMP z odłączeniem 
fosforanu nieorganicznego (Pi) na każdym z etapów. Analogicznym reakcjom hydrolizy 
podlega zewnątrzkomórkowy UTP, który poprzez UDP, przekształcany jest do UMP. 
Następnie AMP i UMP przekształcane są w reakcji katalizowanej przez ekto-
5’nukleotydazę (e5’NT, CD73) do nuklezydów i Pi.27 Na skutek tej reakcji, dochodzi do 
powstania odpowiednio, adenozyny z AMP i urydyny z UMP. Wykazano, że nukleotydy 
w przestrzeni pozakomórkowej mogą być również katabolizowane alternatywną drogą 
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poprzez ekto-pyrofosfatazy/ fosfodiesterazy nukleotydowe (eNPP) oraz fosfatazę 
alkaliczną (ALP).28,29 Ponadto, wykazano obecność ekto-kinaz, katalizujących reakcje 
przyłączania kolejnych Pi i powstawania nukleotydów na powierzchni komórek.30 Jednak 
wiele doniesień, w tym naszego zespołu, wykazało kluczową rolę ekto-nukleotydaz, 
szczególnie eNTPD1 i e5’NT, w katabolizmie nukleotydów na powierzchni naczyń i 
zastawek serca.31-33 
 

2.1.4 Receptorowe mechanizmy fizjologicznego działania adenozyny 
Adenozyna powstająca na drodze zewnątrzkomórkowego katabolizmu nukleotydów 
również zaliczana jest do cząstek sygnałowych. Nukleozyd ten stymuluje receptory P1, 
obecne na powierzchni różnych typów komórek, w tym komórek układu sercowo-
naczyniowego.34 Wszystkie podtypy receptorów adenozynowych (A1, A2a, A2b i A3) 
należą do rodziny receptorów sprzężonych z białkiem G.35 Ich aktywacja (głównie 
podtypu A2b, stymulowanego przez wysokie stężenie adenozyny) znosi efekty 
receptorów P2, co kompensuje promiażdżycowe i prostenotyczne działanie 
zewnątrzkomórkowych nukleotydów, jednocześnie podkreślając protekcyjny wpływ 
adenozyny (Rycina 1). 
W warunkach fizjologicznych, zewnątrzkomórkowe stężenie adenozyny osiąga wartości 
od około 30 do 200 nM, pobudzając receptory o niskim powinowactwie (A1, A2a, A3).35 
Do wzrostu stężenia tego nukleozydu w przestrzeni pozakomórkowej dochodzi wskutek 
aktywnie działającego szlaku hydrolizy zewnątrzkomórkowych nukleotydów 
adeninowych (uwalnianych z komórek w odpowiedzi na patologiczne bodźce) lub 
poprzez transport adenozyny, powstającej wewnątrzkomórkowo w wyniku 
przyspieszonego rozpadu ATP.27,36,37 Charakterystyka receptorów adenozynowych, 
mechanizmy ich aktywacji oraz powinowactwo do adenozyny zostały dokładniej opisane 
w załączonej pracy przeglądowej (Załącznik – Praca D). 
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Rycina 1. Efekty aktywacji receptorów dla nukleotydów i adenozyny w procesach 
związanych z rozwojem stenozy aortalnej i miażdżycy tętnic.  
Czerwone kwadraty przestawiają patogenne efekty aktywacji poszczególnych podtypów receptorów 
adenozynowych i nukleotydowych. Zielone kwadraty przedstawiają protekcyjne działania związane z ich 
aktywacją. Czerwoną czcionką podkreślono negatywne efekty aktywacji receptorów adenozynowych, 
natomiast zieloną – pozytywne efekty aktywacji receptorów nukleotydowych.  
Źródło: „Rola nukleotydów i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miażdżycy tętnic”, Kutryb-Zajac et al. 
Postępy Biologii Komórki 1/2017; Załącznik – Praca D. 
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2.1.5 Rodzaje transportu nukleozydów 
Transport adenozyny i innych nukleozydów przez błonę komórkową może odbywać się 
dwukierunkowo, zgodnie z gradientem stężeń, na drodze dyfuzji ułatwionej, poprzez 
system transporterów ENT (ang. Equilibrative Nucleoside Transport system) lub jako 
transport do komórki w symporcie z jonem Na+, poprzez system CNT (ang. 
Concentrative Nucleoside Transport system).38 Wyszczególniono 2 podtypy 
transporterów ENT, wrażliwe (es –  ang. equilibrative sensitive) oraz niewrażliwe (ei – 
ang. equilibrative insensitive) na hamowanie przez nitrobenzylotioinozynę (NBTI).39 
Dotychczas zidentyfikowano 4 transportery ENT (ENT1-4). Ludzki ENT1 jest wrażliwy 
na nanomolowe stężenie NBTI i odpowiada za translokację nukleozydów purynowych i 
pirymidynowych.40 Ponadto, hamowany jest przez dipirydamol. Do transporterów 
niewrażliwych na NBTI, w stężeniu do 1 µM, należą pozostałe transportery ENT2-4. 
ENT2 wykazuje słabsze powinowactwo do naturalnie występujących nukleozydów 
purynowych i pirymidynowych, z wyjątkiem inozyny. Z kolei, transporter ENT3 posiada 
strukturę charakterystyczną dla białek błonowych lizosomów i endosomów. Jego 
aktywność uzależniona jest od pH, a optimum wynosi 5,5, co świadczy o adaptacji do 
kwaśnego środowiska lizosomów. Transporter ENT4 również wykazuje najwyższą 
aktywność w pH kwaśnym i uważa się, że odpowiada za regulację stężenia 
zewnątrzkomórkowej adenozyny w warunkach obniżonego pH, towarzyszącego 
ischemii.41 Ze względu na różnice w przenoszonych substratach, wyróżniono 6 podtypów 
systemu transportowego CNT,  z których zidentyfikowano i opisano 3 białka 
transportujące: CNT1-3. Transporter CNT1 wykazuje powinowactwo do nukleozydów 
pirymidynowych i adenozyny.42 CNT2 ma zdolność przenoszenia nukleozydów 
purynowych i urydyny, podczas gdy CNT3 charakteryzuje szeroka specyficzność 
względem przenoszonych substratów i obejmuje nukleozydy zarówno purynowe, jak i 
pirymidynowe.43 
 

2.1.6 Katabolizm adenozyny w przestrzeni pozakomórkowej 
Mechanizmem determinującym pozakomórkowe stężenie adenozyny, a co za tym idzie 
jej dostępność dla poszczególnych receptorów, jest także jej zewnątrzkomórkowy 
katabolizm (Rycina 2). Enzymem katalizującym reakcję hydrolitycznej deaminacji 
adenozyny do inozyny lub 2’deoksyadenozyny do 2’deoksyinozyny jest deaminaza 
adenozyny (ADA), która wykazuje swoją aktywność zarówno w komórkach, jak i na ich 
powierzchni.44 Opisano 2 izoformy tego enzymu.45 Pierwsza z nich, ADA1, kodowana 
jest przez gen ADA, znajdujący się na chromosomie 20q13.12. ADA1 jest szeroko 
rozpowszechniona w różnych typach komórek, w tym w komórkach układu 
immunologicznego i erytrocytach.46 Charakteryzuje się podobnym powinowactwem do 
adenozyny, jak do 2’deoksyadenozyny (Km = 52 µM), a optimum działania osiąga przy 
pH 7-7,5.47 Na powierzchni komórki kotwiczona jest przez białko CD26 lub receptory 
adenozynowe i tworzy ekto-deaminazę adenozyny (eADA). Obok funkcji 
enzymatycznej, eADA może odgrywać istotną rolę jako cząstka adhezyjna wiążąc białka 
powierzchniowe, występujące na różnych komórkach.45,48 Ponadto, utworzenie 
kompleksu ADA1 z receptorami adenozynowymi może uwrażliwiać receptory na 
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adenozynę indukując transdukcję przekazywanego sygnału.45 Izoforma ADA2, 
kodowana przez gen CECR1 znajdujący się na chromosomie 22q11.2, jest mało 
rozpowszechniona i współwystępuje z ADA1 tylko w monocytach i makrofagach.49,50 
Cechuje się kilkukrotnie wyższym powinowactwem do adenozyny niż do 
2’deoksyadenozyny, przy stosunkowo wysokiej wartości Km dla adenozyny (Km = 2 
mM). Optymalne pH dla jej aktywności wynosi ok. 6,5.47  
 
 

 
 

Rycina 2. Schemat sygnalizacji purynergicznej w układzie sercowo-naczyniowym. 
Uwolnione z komórek nukleotydy aktywują receptory P2 lub ulegają zewnątrzkomórkowej hydrolizie. 
Pierwszym enzymem kaskady katabolizmu nukleotydów jest ekto-dwufosfohydrolaza 
trójfosfonukleozydowa 1 (eNTPD1, CD39), przekształcająca ATP przez ADP do AMP oraz UTP przez 
UDP  do UMP. AMP i UMP są hydrolizowane przez ekto-5’nukleotydazę (e5’NT, CD73), a powstająca z 
AMP adenozyna degradowana jest przez ekto-deaminazę adenozyny (eADA). Hydroliza 
zewnątrzkomórkowych nukleotydów może również odbywać się alternatywną drogą poprzez ekto-
pyrofosfatazy/ fosfodiesterazy nukleotydowe (eNPP1) oraz fosfatazę alkaliczną (ALP) nie uwzględnioną 
na schemacie ze względu na niewielki udział w hydrolizie zewnątrzkomórkowego AMP, w stężeniach 
fizjologicznych. 
Źródło: „Rola nukleotydów i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miażdżycy tętnic”, Kutryb-Zajac et al. 
Postępy Biologii Komórki 1/2017; Załącznik – Praca D. 
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2.2  Patogeneza stenozy aortalnej i miażdżycy tętnic 
Choroby układu sercowo-naczyniowego przebiegające z miażdżycą tętnic i/lub ze 
zwężeniem zastawki aortalnej (stenozą aortalną) są jedną z głównych przyczyn 
śmiertelności w krajach rozwiniętych.51 Schorzenia te przyczyniają się do rozwoju 
ostrego lub długotrwałego niedotlenienia narządów (miażdżyca) oraz niewydolności 
mięśnia sercowego (stenoza aortalna). Wykazano, że u ich podstaw leżą aktywne procesy 
związane z zaburzeniami funkcji regulacyjnych i metabolicznych komórki.52,53 W 
patogenezie stenozy aortalnej i miażdżycy tętnic scharakteryzowano szereg podobieństw. 
Oba stany inicjuje uszkodzenie śródbłonka, odpowiednio naczyniowego lub 
zastawkowego, stymulowane przez turbulentny przepływ krwi oraz wydłużoną 
ekspozycję na czynniki promiażdżycowe/prostenotyczne, np. lipoproteiny LDL czy 
zewnątrzkomórkowe nukleotydy.54,55 Dochodzi do dyfuzji cząsteczek LDL pod warstwę 
śródbłonkową.56,57 Ich akumulacja i modyfikacja przez oksydację oraz wzrost ekspresji 
cząstek adhezyjnych produkowanych przez komórki śródbłonka, zapoczątkowuje 
kaskadę zapalną w obrębie ściany naczynia lub zastawki. Napływające monocyty i 
limfocyty T infiltrują strukturę tkanki, gdzie dochodzi do wchłaniania zmodyfikowanych 
cząsteczek LDL przez makrofagi i powstawania tzw. komórek piankowatych. Interakcja 
receptora CD40, występującego na makrofagach, z ligandem CD40L, obecnym na 
limfocytach, aktywuje klasyczną reakcję immunologiczną, będącą przyczyną rozwoju 
przewlekłego stanu zapalnego.58,59 Zarówno w obrębie patologicznie zmienionej ściany 
naczynia, jak i zastawki, wykazano podwyższony poziom markerów stanu zapalnego, 
zwiększone uwalnianie cytokin prozapalnych oraz naciek komórek układu 
immunologicznego, złożony przede wszystkim z limfocytów T i makrofagów.59�61 Na 
dalszych etapach rozwoju miażdżycy i stenozy aortalnej dochodzi do aktywacji procesu 
włóknienia.62,63 Produkowane, głównie przez limfocyty i makrofagi, metaloproteinazy 
degradują białka macierzy zewnątrzkomórkowej, co prowadzi do rearanżacji jej struktury 
i ułatwia migrację komórek budujących naczynia i zastawki (komórki mięśniówki 
gładkiej, komórki śródmiąższowe zastawki aortalnej, fibroblasty) oraz komórki 
patologicznie penetrujące ich strukturę (komórki zapalne).  
W rozwoju miażdżycy i stenozy aortalnej opisano również szereg różnic, które mogą 
wynikać z odmienności w budowie naczyń i zastawek. W ścianie naczynia, kluczową 
rolę odgrywa proliferacja i migracja komórek mięśniówki gładkiej z aktywacją ich 
fenotypu wydzielniczego, co przyczynia się do produkcji białek macierzy 
zewnątrzkomórkowej, jej przebudowy i reorganizacji.64 Obumierające komórki 
piankowate wraz z białkami macierzy tworzą włóknisto-tłuszczową stabilną blaszkę 
miażdżycową, której struktura może zostać naruszona poprzez wpływ aktywności 
metaloproteinaz.64 Pęknięcie i erozja blaszki jest wówczas bezpośrednią przyczyną 
zatkania światła naczynia i niedotlenienia zaopatrywanego przez nie narządu. 
W stenozie aortalnej, proces patologiczny przebiega inaczej. Ze względu na niewielką 
liczbę komórek mięśniówki gładkiej, ich proliferacja i migracja nie odgrywa tu istotnej 
roli. Kluczowe znaczenie przypisuje się jednak śródmiąższowym komórkom zastawki, 
będącym formą komórek fibroblastopodobnych.65 Czynniki wzrostu i bodźce zapalne 
stymulują ich różnicowanie do komórek miofibroblastopodobnych (dla których 
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charakterystyczne jest nabycie ekspresji alfa-aktyny mięśniówki gładkiej), co promuje 
zależną od tych komórek produkcję i przebudowę macierzy zewnątrzkomórkowej. 
Dalsza stymulacja cytokinami, zewnątrzkomórkowymi nukleotydami i pojawiającymi się 
białkami związanymi z chondro- i osteogenezą inicjuje powstawanie 
osteoblastopodobnych komórek śródmiąższowych zastawki, będących bezpośrednią 
przyczyną odkładania zwapnień.66 Pomimo pewnych sukcesów w profilaktyce i leczeniu 
wczesnej oraz średniozaawansowanej miażdżycy, obecnie jedyną metodą leczenia 
stenozy aortalnej i zaawansowanych postaci miażdżycy jest interwencja chirurgiczna.67,68 
Podkreśla to znaczenie badań nad mechanizmami tych chorób oraz poszukiwaniem 
nowych możliwości terapeutycznych związanych, przede wszystkim, z działaniem na 
śródbłonek, regulacją stanu zapalnego oraz różnicowaniem i proliferacją specyficznych 
typów komórek. 
 

2.3  Znaczenie sygnalizacji purynergicznej w patologii stenozy aortalnej  
i miażdżycy 

Jako cząstki sygnałowe, nukleotydy i ich katabolity, głównie adenozyna, odgrywają 
kluczową rolę w regulacji procesów patologicznych, leżących u podstaw miażdżycy i 
stenozy aortalnej, takich jak: stan zapalny, aktywacja śródbłonka, różnicowanie i 
proliferacja komórek, agregacja płytek krwi oraz włóknienie i kalcyfikacja.69�71 Jak 
przedstawiono na Rycinie 1, aktywacja większości podtypów receptorów 
nukleotydowych w układzie sercowo-naczyniowym stymuluje zapalenie, aktywację 
śródbłonka, utlenianie cząsteczek LDL, agregację płytek, włóknienie oraz remodeling 
kostny. Z kolei, aktywacja receptorów adenozynowych w większości kompensuje 
promiażdżycowe i prostenotyczne działania nukleotydów.34,72 W tym aspekcie, na uwagę 
zasługuje zewnątrzkomórkowy metabolizm nukleotydów i adenozyny, który odpowiada 
za utrzymanie swoistej równowagi pomiędzy uwolnionymi z komórek nukleotydami a 
produkowaną drogą ekto-nukleotydaz adenozyną.  
Badania z wykorzystaniem mysich modeli eksperymentalnych, potwierdzają kluczowe 
znaczenie ekto-enzymów zewnątrzkomórkowego metabolizmu nukleotydów w 
zachowaniu homeostazy układu sercowo-naczyniowego. W Tabeli 2, pochodzącej z 
pracy przeglądowej będącej częścią niniejszej rozprawy, zestawiono efekty zmian 
aktywności poszczególnych ekto-enzymów na rozwój stanów patologicznych leżących u 
podstaw stenozy zastawki aortalnej i miażdżycy tętnic.  
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Cel 
terapeutyczny 

Model Wpływ na aktywność 
enzymatyczną 

Efekt 

eNTPD1 
(CD39) 

CD39+/-/ApoE-/- ↓ Promiażdżycowy 32 
CD39-/-/ApoE-/- ↓↓ Prozakrzepowy, 

Promiażdżycowy (zwiększony wychwyt 
lipoptotein przez makrofagi) 73 

hCD39 Tg ↑ Przeciwzakrzepowy 74 
eNPP1 eNPP1+/- 

eNPP1-/- 
↓ 
↓↓ Rozrost neointimy 75 

eNPP1-/- ↓ Wapnienie naczyń 76,77 
eNPP1-/-ApoE-/- ↓ Zmniejszony naciek makrofagów 78 
eNPP1 Tg ↑ Insulinooporność, hiperglikemia 79 

Zespół metaboliczny 80 
TNAP TNAP-OE ↑ Wapnienie naczyń 81 
e5’NT 
(CD73) 

CD73-/-ApoE-/- 

↓ 

Promiażdżycowy 82 
CD73-/- Prozakrzepowy 83 

Prozapalny 83,84 
Stenoza zastawki aortalnej 85 

hCD73-/- Tg Wapnienie naczyń 86 
eADA/ADA1 scid/scid/ApoE-/- 

↓ 
Przeciwmiażdżycowy 87 

ADA-/- Przeciwzapalny 88 

Tabela 2. Wpływ zmian aktywności ekto-enzymów metabolizmu nukleotydów i adenozyny 
na rozwój patologii sercowo-naczyniowych w mysich modelach eksperymentalnych.  
Kolorem pomarańczowym zaznaczono procesy promujące rozwój miażdżycy tętnic i stenozy zastawki 
aortalnej, a kolorem zielonym – procesy przeciwdziałające rozwojowi tych schorzeń. 
Na podstawie: „Rola nukleotydów i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miażdżycy tętnic”, Kutryb-Zajac 
et al. Postępy Biologii Komórki 1/2017; Załącznik – Praca D. 
 
Wykazano, że u myszy częściowo lub całkowicie pozbawionych aktywności eNTPD1 
obserwuje się fenotyp promiażdżycowy i prozakrzepowy.32,73,89 Podobnie, brak 
aktywności e5’NT przyczynia się do aktywacji stanu zapalnego, stymulacji kalcyfikacji 
naczyń oraz działania prozakrzepowego i promiażdżycowego83–85,90,91. Z kolei, 
wyciszenie genu kodującego deaminazę adenozyny 1, czego efektem jest zahamowanie 
jej zewnątrz- i wewnątrzkomórkowej aktywności, skutkuje silnym efektem 
przeciwzapalnym.87,88 Znaczenie tego enzymu, szczególnie w aspekcie funkcjonowania 
układu immunologicznego, potwierdza obraz kliniczny mutacji w obrębie genu ADA, 
objawiający się jako ciężki złożony niedobór odporności immunologicznej (SCID).92 
Zaburzenia aktywności innych enzymów zewnątrzkomórkowych przemian nukleotydów 
również mogą leżeć u podstaw stenozy aortalnej i miażdżycy tętnic. Wykazano, że spadek 
lub całkowity brak aktywności eNPP1 w mysich modelach, stymuluje rozrost neointimy, 
wapnienie blaszki miażdżycowej i ektopową kalcyfikację naczyń, jednocześnie hamując 
naciek makrofagów w ścianie naczynia.75–78 Jednym z mechanizmów tłumaczących to 
zjawisko jest obniżona produkcja pirofosforanu odłączanego od ATP podczas reakcji 
katalizowanej przez eNPP1. Postuluje się, że pirofosforan, będący inhibitorem 
kalcyfikacji, stymuluje przyleganie monocytów i makrofagów poprzez wzrost ekspresji 
osteopontyny.76-78 Zależny od spadku aktywności eNPP1 przerost neointimy jest 
natomiast skutkiem innych mechanizmów i może wynikać ze wzrostu ekspresji białka 
homologicznego C/EBP (CHOP).75 Uważa się, że ektopowe wapnienie naczyń i zastawek 
może być również efektem wzrostu aktywności niespecyficznej fosfatazy alkalicznej, 
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odpowiadającej za degradację hamującego wapnienie pirofosforanu do fosforanu 
nieorganicznego, będącego stymulatorem kalcyfikacji.81  
Badania na tkankach ludzkich, również sugerują znaczące zmiany w aktywnościach ekto-
enzymów degradujących zewnątrzkomórkowe nukleotydy i adenozynę w patologiach 
sercowo-naczyniowych. W nielicznych doniesieniach wykazano spadek aktywności 
osoczowych ekto-nukleotydaz w przebiegu miażdżycy oraz zmiany aktywności 
powierzchniowych ekto-enzymów w naczyniach pochodzących z zabiegów usunięcia 
tętniaka aorty brzusznej.93,94 Szczegółowa charakterystyka oraz zbadanie zmian 
aktywności ekto-enzymów metabolizmu nukleotydów i adenozyny oraz ich znaczenie w 
miażdżycy jest nadrzędnym celem niniejszej rozprawy i zostanie omówione w dalszych 
częściach pracy. Z kolei, nieopublikowane badania wykonywane w naszym zespole na 
grupie ponad 100 pacjentów ze stenozą aortalną wykazały spadek aktywności ekto-
enzymów degradujących zewnątrzkomórkowe nukleotydy na powierzchni ludzkich 
skalcyfikowanych zastawek aortalnych, którym towarzyszył wzrost aktywności 
powierzchniowej ekto-deaminazy adenozyny.95 Obserwowany układ enzymatyczny 
stymulował utrzymywanie nukleotydów na powierzchni patologicznie zmienionych 
zastawek oraz zwiększoną degradację adenozyny, mogącej przeciwdziałać negatywnym 
skutkom działania nukleotydów. Ponadto, wykazano ujemne korelacje aktywności ekto-
nukleotydaz z parametrami zaawansowania stenozy aortalnej, takimi jak: prędkością 
maksymalną przez zastawkę, polem powierzchni ujścia zastawki i gradientem 
maksymalnym przez zastawkę, określonymi za pomocą dopplerowskiego badania 
echokardiograficznego. Wykazano także ujemną korelację ze stężeniem jonów Ca2+, 
Mg2+ i PO4

3- w tkance zastawki. Z kolei aktywność eADA na powierzchni zastawki 
korelowała z tymi parametrami dodatnio.  
Doniesienia innych autorów sugerują, że komórki śródmiąższowe pochodzące z ludzkich 
stenotycznych zastawek aortalnych wykazują zwiększoną ekspresję eNPP1.96 Procesowi 
kalcyfikacji zastawki towarzyszy również wzrost aktywności TNAP.69,97 Jednoczesny 
wzrost aktywności obu tych enzymów może powadzić do narastania zwapnień, poprzez 
zwiększoną produkcję PPi i jego wykorzystanie na drodze hydrolizy katalizowanej przez 
TNAP. Badania naszego zespołu z wykorzystaniem technik cytometrii przepływowej, 
immunohistochemii oraz pomiarów aktywności enzymatycznej z wykorzystaniem 
HPLC-RP wykazały, że w zewnątrzkomórkowym katabolizmie nukleotydów na 
powierzchni zastawek istotną rolę odgrywają również eNTPD1 i e5’NT.31,98 Źródłem 
tych ekto-enzymów, jak również aktywności eADA w sklacyfikowanych zastawkach 
aortalnych, mogą być obok komórek śródmiąższowych zastawki, również komórki 
śródbłonka oraz komórki układu immunologicznego infiltrujące zastawkę, takie jak 
makrofagi, limfocyty T pomocnicze i cytotoksyczne, oraz limfocyty B i granulocyty.98  
Podsumowując, sugerujemy, że prostenotyczny fenotyp na powierzchni zastawek 
aortalnych może być generowany przez współwystępujący spadek aktywności eNTPD1 
i e5’NT oraz wzrost eADA, związany ze stymulacją receptorów wrażliwych na 
nukleotydy i niskie stężenia adenozyny (np. receptor A2a). 
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2.4  Przemiany nukleotydów i adenozyny na powierzchni komórki jako 
cel terapeutyczny w chorobach sercowo-naczyniowych 

Regulacja aktywności ekto-enzymów szlaku metabolizmu nukleotydów stanowi 
obiecujące podejście terapeutyczne w leczeniu stenozy zastawki aortalnej i miażdżycy 
tętnic. W Tabeli 3, pochodzącej z pracy przeglądowej będącej częścią niniejszej 
rozprawy, przedstawiono efekty działania farmakologicznych inhibitorów i aktywatorów 
poszczególnych ekto-enzymów.  
 

Cel 
terapeutyczny 

Badany związek Wpływ na aktywność 
enzymatyczną 

Efekt działania 

eNTPD1 Rozp. eNTPD1  ↑ Hamowanie reaktywności płytek krwi 99 
eNTPD1-3 

ARL67156  ↓ 
Hamowanie wapnienia aorty/zastawki 
aortalnej 100 eNPP1 

eNPP1-Fc ↑ Hamowanie wapnienia naczyń 101 

TNAP Lewamizol 
↓  

Hamowanie wapnienia komórek 
mięśniówki gładkiej naczyń 102 Etidronat 

e5’NT Rozp. e5’NT 

↑ 

Uszczelnienie bariery śródbłonka 103 

Sulfasalazyna Przeciwzapalny 104 

Metotreksat Przeciwzapalny 105 

Przeciwmiażdżycowy 106 

Atorwastatyna 
↑ 107 Przeciwmiażdżycowy 108 

Hamowanie wapnienia komórek 
śródmiąższowych zastawki aortalnej 109 

eADA Atorwastatyna ↓  
(Załącznik – Praca A) 

Przeciwmiażdżycowy 108 

2’deoksykoformycyna 
 ↓ 

Przeciwzapalny, przeciwmiażdżycowy 
protekcyjny względem śródbłonka 
(Załącznik – Praca A) 

EHNA ↓ Przeciwzapalny 110 

Kemferol ↓ (Załącznik – �
Praca A), 111 

Przeciwmiażdżycowy 112 

Tabela 3. Możliwości farmakologicznej regulacji aktywności ekto-enzymów metabolizmu 
nukleotydów i adenozyny w terapii chorób sercowo-naczyniowych. 
Kolorem zielonym zaznaczono wzrost, a kolorem niebieskim spadek aktywności enzymatycznej. 
Na podstawie: „Rola nukleotydów i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miażdżycy tętnic”, Kutryb-Zajac 
et al. Postępy Biologii Komórki 1/2017; Załącznik – Praca D. 
 
Dane przedstawione w Tabeli 3 podkreślają potencjał stymulacji aktywności ekto-
nukleotydaz (eNTPD1 i e5’NT) w terapii przeciwpłytkowej, regulacji funkcji śródbłonka, 
hamowaniu zapalenia i rozwoju blaszki miażdżycowej oraz wapnienia. Ponadto, rola tych 
ekto-nukleotydaz na powierzchni zastawek serca może okazać się kluczowa w 
funkcjonowaniu protez zastawkowych, których wszczepianie jest obecnie jedyną 
efektywną metodą leczenia stenozy aortalnej. Zastosowanie tych białek na powierzchni 
bioprotez, z wykorzystaniem metod inżynierii tkankowej, może przyczynić się do 
znaczącej poprawy ich funkcji i wytrzymałości, co zostanie szerzej omówione w dalszych 
częściach pracy. Również regulatory aktywności TNAP oraz eNPP1 mogą znaleźć 
zastosowanie terapeutyczne w kalcyfikacji naczyń i zastawek. Ponadto, warty 
zainteresowania w leczeniu patologii sercowo-naczyniowych jest potencjał inhibitorów 
zewnątrzkomórkowego katabolizmu adenozyny, który zostanie szczegółowo 
przedyskutowany w dalszych częściach pracy. Z uwagi na to, głównym celem niniejszej 
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rozprawy było zbadanie aktywności zewnątrzkomórkowych przemian nukleotydów i 
adenozyny na powierzchni naczyń i zastawek serca oraz analiza zmian tych aktywności 
w przebiegu patologii naczyniowych. 
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3. CEL PRACY 
	
Celem niniejszej pracy było zbadanie zmian pozakomórkowych przemian nukleotydów i 
adenozyny w patologiach układu sercowo-naczyniowego oraz ocena potencjału 
terapeutycznego farmakologicznej modulacji tych procesów. 
 
Szczegółowe cele pracy obejmowały: 
 

1. Zbadanie związanych z procesem miażdżycowym zmian aktywności 
zewnątrzkomórkowych przemian nukleotydów i adenozyny na powierzchni mysich 
i ludzkich naczyń; 
 

2. Identyfikację komórek będących źródłem zwiększonej aktywności ekto-deaminazy 
adenozyny w mysim modelu miażdżycy; 
 

3. Wpływ czynników pro- i przeciwmiażdżycowych na aktywności ekto-enzymów 
przemian nukleotydów w hodowlach mysich komórek śródbłonka i makrofagów; 

 
4. Porównanie aktywności ekto-enzymów przemian nukleotydów i adenozyny na 

powierzchni świńskich naczyń i zastawek serca; 
 

5. Analiza wpływu różnych procedur przygotowania biologicznej protezy 
zastawkowej na aktywności zewnątrzkomórkowych przemian nukleotydów; 

 
6. Zbadanie wpływu zahamowania degradacji adenozyny na rozwój zmian 

miażdżycowych w mysim eksperymentalnym modelu miażdżycy. 
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4. NAJWAŻNIEJSZE WYNIKI BADAŃ 
4.1  Zewnątrzkomórkowe przemiany nukleotydów i adenozyny  

na powierzchni naczyń objętych procesem miażdżycowym 
Aktywność ekto-enzymów przemian nukleotydów i adenozyny została zbadana na 
powierzchni naczyń objętych procesem miażdżycowym myszy szczepu C57Bl/6J z 
nokautem genów kodujących apolipoproteinę E i receptor dla lipoprotein o niskiej 
gęstości (myszy ApoE-/-LDLR-/-; stanowiących eksperymentalny model miażdżycy) 
oraz ludzkich naczyń objętych procesem miażdżycowym. 
Na pierwszym etapie badań, wykonano perfuzję ex vivo rozgałęzienia aorty brzusznej 
zstępującej na tętnice biodrowe 6-miesięcznych myszy ApoE-/-LDLR-/- (z 
zaawansowaną miażdżycą), roztworem soli Hanka zawierającym substraty dla 
poszczególnych ekto-enzymów. Indywidualnie perfundowano naczynie 50 µM 
adenozyną, a następnie 50 µM ATP oraz AMP w obecności inhibitora deaminazy 
adenozyny. Po 1-minutowej perfuzji roztworem ATP i AMP w przepływie 0,4 ml/min 
nie wykazano znaczących różnic w przyroście produktów reakcji pomiędzy naczyniami 
objętymi procesem miażdżycowym, a naczyniami kontrolnymi (Praca C, Ryciny 1 i 2). 
Wykazano natomiast, znaczący przyrost stężenia inozyny po perfuzji naczyń 
miażdżycowych roztworem adenozyny, względem naczyń kontrolnych (Rycina 3). 
 

	
	

Rycina 3. Wzrost szybkości degradacji zewnątrzkomórkowej adenozyny w naczyniu 
miażdżycowym. 
Stężenie reagentów ekto-deaminazy adenozyny w płynie perfuzyjnym przed (dopływ) i po 1 
minucie perfuzji (odpływ) roztworem 50 µM adenozyny rozgałęzienia aorty brzusznej 6-
miesięcznych samców myszy szczepu C57Bl/6J typu dzikiego (A) i ApoE-/-LDLR-/- (B). 
Wyniki przedstawiono jako średnia ± SEM, *p<0.05, **p<0.005 vs. myszy typu dzikiego, n=5, 
analizę statystyczną przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-Studenta. 
Na podstawie: „Extracellular nucleotide catabolism in aortoiliac bifurcation of atherosclerotic ApoE/LDLr double 
knock out mice”, Kutryb-Zajac et al. Nucleotides, Nucleosides and Nucleic Acids. 2014; 33: 323-328; Załącznik – 
Praca C. 
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W celu oceny zmian metabolizmu zewnątrzkomórkowych nukleotydów i adenozyny w 
trakcie rozwoju procesu miażdżycowego, wykonano pomiar całkowitych aktywności 
ekto-enzymów w warunkach statycznych, na powierzchni reprezentacyjnego fragmentu 
aorty, pochodzącego od myszy ApoE-/-LDLR-/-, na różnych etapach rozwoju procesu 
patologicznego (Praca A, Rycina 1A-C).  

	

					 	
Rycina 4. Wzrost aktywności zewnątrzkomórkowej deaminazy adenozyny 1 (ADA1) w 
naczyniu wyprzedza i koreluje z rozwojem blaszki miażdżycowej u myszy ApoE-/- 
LDLR-/-.  
Poziom deaminacji adenozyny (A) na powierzchni aorty piersiowej myszy ApoE-/-LDLR-/- 
(n=9-16) i myszy typu dzikiego (WT - wild type, n=9-16); *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001, 
analizę statystyczną przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji 
ANOVA z podtestem Holm-Sidak.  
Pole powierzchni złogów lipidowych (zmiany miażdżycowe) oraz akumulacja makrofagów 
(sygnał CD68) w korzeniu aorty myszy ApoE-/-LDLR-/- (n=5-6) w różnych grupach wiekowych 
(B); wyniki przedstawiono jako średnia ± SEM; ***p<0.001, ****p<0.0001, analizę statystyczną 
przeprowadzono z wykorzystaniem jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA z podtestem 
Holm-Sidak.  
Na podstawie: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its 
inhibition”, Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Załącznik – Praca A. 
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Wyniki tej części badań nie wykazały zmian w obrębie aktywności enzymów 
degradujących zewnątrzkomórkowy ATP (Praca A, Rycina 1A) w poszczególnych 
grupach. Jednak wykazano różnice w aktywności enzymów degradujących 
zewnątrzkomórkowy AMP, którego hydroliza na powierzchni naczyń miażdżycowych 
była obniżona we wszystkich grupach wiekowych (Praca A, Rycina 1B). Najistotniejszą 
obserwacją tej części badań była wielokrotnie zwiększona deaminacja 
zewnątrzkomórkowej adenozyny do inozyny, która wzrastała wraz z rozwojem 
patologicznego procesu w obrębie naczynia (Rycina 4A) oraz wyprzedzała takie zmiany 
jak odkładanie lipidów w ścianie naczynia (zmiany miażdżycowe), czy akumulacja 
makrofagów (sygnał dla CD68, Rycina 4B).  
W celu identyfikacji ekto-enzymów odpowiedzialnych za metabolizm nukleotydów i 
adenozyny, wykonano pomiary stężenia produktów reakcji w obecności inhibitorów 
poszczególnych enzymów. Do tego celu posłużyły fragmenty aorty zstępującej 
piersiowej 6-miesięcznych myszy ApoE-/-LDLR-/- i kontrolnych. Wykazano, że 
zarówno w naczyniach objętych procesem miażdżycowym jak i naczyniach kontrolnych, 
hydroliza ATP odbywa się głównie przy udziale eNTPD1 (Praca A, Rycina 1E, F, I, J), 
hydroliza AMP przy udziale e5’NT (Praca A, Rycina 1G, K), a degradacja adenozyny 
przy udziale ADA1 (Praca A, Rycina 1H, L). 
W kolejnych doświadczeniach na powierzchni naczyń ludzkich zbadano zmiany 
aktywności ekto-enzymów przemian nukleotydów i adenozyny zależnie od stopnia 
zaawansowania miażdżycy. Nie wykazano statystycznie znamiennych zależności 
pomiędzy aktywnością enzymów degradujących zewnątrzkomórkowe nukleotydy a 
zaawansowaniem miażdżycy, jednak zaobserwowano pewne tendencje w kierunku 
korelacji negatywnej między szybkością hydrolizy ATP i AMP a stężeniem lipidów w 
ścianie naczynia (Praca A, Rycina 8A, B). Z kolei aktywność naczyniowej ekto-
deaminazy adenozyny korelowała dodatnio z zaawansowaniem procesu miażdżycowego 
(stężeniem lipidów, Rycina 5), co potwierdza znaczenie tego enzymu w przebiegu 
ludzkiej miażdżycy. 
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Rycina 5. Szybkość zewnątrzkomórkowej deaminacji adenozyny na powierzchni ludzkiej 
aorty koreluje dodatnio ze stopniem zaawansowania miażdżycy.  
Analiza korelacji pomiędzy szybkością naczyniowej deaminacji adenozyny a stężeniem lipidów 
w aorcie wstępującej (n=12). Wyniki przedstawiono jako korelacja Spearman’a, wpółczynnik 
korelacji Spearman’a (q) i poziom istotności (P). 
Na podstawie: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its 
inhibition”, Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Załącznik – Praca A. 

 

 

4.2  Identyfikacja komórek będących źródłem zwiększonej aktywności 
ekto-deaminazy adenozyny w miażdżycy 

	
Następnym etapem badań niniejszej rozprawy była identyfikacja komórek 
odpowiedzialnych za wzrost zewnątrzkomórkowej aktywności ekto-deaminazy 
adenozyny. Do tego celu posłużyła analiza obecności i lokalizacji komórkowej 
deaminazy adenozyny w naczyniach i blaszcze miażdżycowej wykonana za pomocą 
technik histologicznych i znakowania immunofluorescencyjnego.  
Immunofluorescencja deaminazy adenozyny w przekroju poprzecznym korzenia aorty 
potwierdziła znacznie większą ilość tego białka w naczyniach 6-miesięcznych myszy 
ApoE-/-LDLR-/-, w porównaniu do myszy kontrolnych w tym samym wieku (Rycina 
6A-D). Sygnał dla deaminazy adenozyny zlokalizowany był w wewnętrznej warstwie 
ściany naczynia, zarówno na powierzchni blaszki miażdżycowej, jak i w częściach 
naczynia nie objętych formującą się blaszką (Rycina 6B). 
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Rycina 6. Źródłem naczyniowej deaminazy adenozyny (ADA) w miażdżycy są komórki 
śródbłonka i makrofagi.  
Reprezentacyjne zdjęcia korzenia aorty (przekrój poprzeczny) barwionego 
immunofluorescencyjne na obecność ADA (A, B). Pole powierzchni odpowiadające sygnałowi 
dla ADA (C) oraz procent całkowitego przekroju poprzecznego korzenia aorty zajęty przez sygnał 
dla ADA (D) u 6-miesięcznych myszy szczepu dzikiego (WT, n=5) i ApoE-/-LDLR-/- (n=8). 
Wyniki przedstawiono jako średnia ± SEM, ***p<0.001, analizę statystyczną przeprowadzono z 
wykorzystaniem niesparowanego testu t-Studenta.  
Reprezentacyjne zdjęcia barwienia histologicznego OMSB oraz immunofluorescencyjnego na 
obecność ADA (F) i czynnika von Willebranda (vWF) (G) blaszki miażdżycowej w pniu 
ramienno-głowowym (BCA) 6-miesięcznych myszy ApoE-/-LDLR-/- (n=7) (E). Czerwone 
strzałki wskazują komórki śródbłonka, żółte – makrofagi. 
Na podstawie: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its 
inhibition”, Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Załącznik – Praca A. 
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Histologiczne barwienie OMSB pnia ramienno-głowowego (BCA) 6-miesięcznych 
myszy ApoE-/-LDLR-/- pozwoliło uwidocznić strukturę naczynia i blaszki 
miażdżycowej, ze szczególnym uwzględnieniem komórek mięśniówki gładkiej, komórek 
śródbłonka, komórek piankowatych, kolagenu i blaszki sprężystej. Zestawienie zdjęć 
przekrojów poprzecznych BCA barwionych OMSB i znakowanych 
immunofluorescencyjnie wykazało, że komórki śródbłonka (Rycina 6E-G) oraz w 
pewnym stopniu komórki układu odpornościowego, głównie makrofagi (Praca A, Ryciny 
2N-P, S3K-M) odpowiadają za obecność deaminazy adenozyny w ścianie naczynia 
objętego procesem miażdżycowym. W barwieniach immunofluorescencyjnych, 
przeprowadzonych w pniu ramienno-głowowym (Praca A, Ryciny 2H-S i S3A-D), 
korzeniu aorty (Praca A, Rycina S3E-J) oraz tętnicach wieńcowych (Praca A, Rycina 
S3K-P), z wykorzystaniem przeciwciał specyficznych dla poszczególnych podtypów 
komórek, ostatecznie potwierdzono powyższe źródła deaminazy adenozyny w mysim 
modelu miażdżycy. 
 

4.3  Ocena wpływu czynników pro- i przeciwmiażdżycowych  
na aktywności ekto-enzymów przemian nukleotydów na powierzchni 
komórek śródbłonka i makrofagów 

	
Badania in vitro z wykorzystaniem linii mysich komórek śródbłonka H5V oraz mysich 
makrofagów izolowanych z jamy otrzewnej posłużyły do oceny zmian aktywności ekto-
enzymów wywołanych przez czynniki promiażdżycowe (takie jak nasycone kwasy 
tłuszczowe, cytokiny prozapalne, hiperglikemię i hiperurykemię) oraz czynniki 
przeciwmiażdżycowe (wielonienasycone kwasy tłuszczowe, flawonoidy i statyny). 
Wykazano, że czynniki zapalne i nasycone kwasy tłuszczowe stymulują aktywność 
eADA (Rycina 7A, C), podczas gdy wielonienasycone kwasy tłuszczowe i flawonoidy, 
(np. kemferol) hamują aktywność tego enzymu w komórkach śródbłonka (Rycina 7C, E) 
i makrofagach (Praca A, Rycina 7F, I). Inne bodźce, takie jak hiperglikemia, kwas 
moczowy czy jednonienasycone kwasy tłuszczowe stymulowały aktywność eADA 
(Rycina 7B-D; Praca A, Rycina 7I), natomiast atorwastatyna hamowała jej aktywność 
tylko w komórkach śródbłonka (Rycina 7E). Badane czynniki nie wpływały na 
aktywności enzymów hydrolizujących nukleotydy adeninowe w przestrzeni 
pozakomórkowej (Praca A, Ryciny S5 i S6).  
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Rycina 7. Czynniki promiażdżycowe stymulują zewnątrzkomórkową deaminację 
adenozyny w mysich komórkach śródbłonka, podczas gdy flawonoidy i statyny hamują 
szybkość tego procesu.  
Szybkość zewnątrzkomórkowej deaminacji adenozyny w linii mysich komórek śródbłonka H5V 
stymulowanych przez 24h (37oC, 5% CO2) IL-6, lipopolisacharydem (LPS) (A), glukozą (glc) 
(B), kwasami tłuszczowymi (C), kwasem moczowym (D), kemferolem (kemf) i atorwastatyną 
(atorwa) (E); n=4-10. Wyniki przedstawiono jako średnia ± SEM; *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001 vs. kontrola (A, D), vs. kontrola osmotyczna (analogiczne stężenie 
mannitolu – man) (B) lub vs. DMSO (0.5% v/v DMSO) (C, E), analizę statystyczną 
przeprowadzono z wykorzystaniem jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA z podtestem 
Dunnet’a (A, C-E) lub jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA z podtestem Sidak’a (B); 
kw. – kwas; C – kontrola;  
Na podstawie: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its 
inhibition”, Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Załącznik – Praca A. 
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4.4  Porównanie aktywności ekto-enzymów przemian nukleotydów  
i adenozyny na powierzchni naczyń i zastawek serca 

W celu porównania aktywności ekto-enzymów metabolizmu nukleotydów i adenozyny 
między niezmienioną patologicznie ścianą naczynia a powierzchnią zastawki serca, 
wykorzystano fragmenty aorty wstępującej i zastawki aortalne pochodzące od świń. 
Wykazano, że powierzchnia zastawki aortalnej w porównaniu do ściany naczynia, 
charakteryzuje się dwa razy wyższą aktywnością ekto-nukleotydaz rozkładających 
zewnątrzkomórkowe nukleotydy (Rycina 8A) i produkujących adenozynę (Rycina 8B). 
Z kolei aktywność ekto-deaminazy adenozyny na powierzchni zastawek była niższa niż 
na powierzchni naczynia (Rycina 8C). 
 

	
	

	
 

Rycina 8. Powierzchnia niezmienionej patologicznie zastawki aortalnej charakteryzuje się 
wysoką aktywnością ekto-enzymów odpowiedzialnych za usuwanie zewnątrz-
komórkowych nukleotydów i produkcję adenozyny oraz zmniejszonym katabolizmem 
adenozyny w stosunku do szybkości tych przemian na powierzchni aorty.  
Hydroliza ATP (A), AMP (B) i deaminacja adenozyny (C) na powierzchni świńskiej aorty 
wstępującej i zastawki aortalnej po inkubacji z 50 µM ATP, AMP lub adenozyną. Wyniki 
przedstawiono jako średnia ± SEM, n=4, *p<0.05, analizę statystyczną przeprowadzono z 
wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta. 
Na podstawie: „Nucleotide catabolism on the surface of aortic valve xenografts; Effects of different decellularization 
strategies”, Kutryb-Zajac et al. Journal of Cardiovascular Translational Research. 2016; 9 (2): 199-126; Załącznik – 
Praca B. 
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4.5  Wpływ procedury przygotowania biologicznej protezy zastawkowej 
na aktywność enzymów zewnątrzkomórkowych przemian 
nukleotydów adeninowych i adenozyny 

Leczenie chirurgiczne jest obecnie jedyną efektywną metodą leczenia stenozy aortalnej. 
Polega ono na wymianie lub wszczepieniu mechanicznej bądź biologicznej protezy 
zastawkowej. Protezy te są jednak obarczone wieloma wadami. Wszczepienie protezy 
mechanicznej związane jest z koniecznością włączenia terapii przeciwzakrzepowej. 
Ponadto jest ona podatna na infekcje. Zastosowanie biologicznych protez zastawkowych 
zmniejsza ryzyko wystąpienia powikłań zakrzepowych, jednak dostępność zastawek do 
przeszczepów od ludzkich dawców (alloprzeszczep) jest ograniczona. W obliczu 
znacznego zapotrzebowania na zabiegi wymiany i wszczepienia zastawki aortalnej, 
nadzieje budzi zastosowanie zastawek pochodzących od innych gatunków 
(ksenoprzeszczep), przede wszystkim od świń. Głównym problemem ksenotransplantacji 
jest jednak perspektywa odrzucenia przeszczepu, wynikająca z międzygatunkowej 
niezgodności tkankowej. Dlatego, odpowiednie procesowanie zastawek świńskich ma 
kluczowe znaczenie w uzyskiwaniu w pełni funkcjonalnych, nieimmunogennych 
biologicznych protez zastawkowych. 
Kolejnym aspektem badań niniejszej rozprawy była także analiza wpływu powszechnie 
stosowanych metod decelularyzacji zastawek świńskich, wykorzystywanych w trakcie 
tworzenia bioprotez, na aktywność ekto-enzymów zewnątrzkomórkowego metabolizmu 
nukleotydów i adenozyny. Wykazano, że decelularyzacja z zastosowaniem detergentu 
(0.1% SDS) całkowicie eliminuje wszystkie aktywności ekto-enzymów metabolizmu 
nukleotydów i adenozyny, podczas gdy zastosowanie lizy hipotonicznej prowadzi do 
zachowania aktywności ekto-nukleotydaz (Rycina 9A-B). Niewielka aktywność ekto-
deaminazy adenozyny w stosunku do obserwowanej w zastawce natywnej nie była 
efektem decelularyzacji ale wynikała z czasu traktowania, co świadczy o stosunkowo 
nietrwałym wiązaniu tego białka do powierzchni komórek (Rycina 9C). Zachowanie 
aktywności ekto-nukleotydaz, degradujących zewnątrzkomórkowe nukleotydy 
adeninowe (o właściwościach prozapalnych i prozakrzepowych), odpowiedzialnych za 
produkcję adenozyny (mogącej przeciwdziałać odrzucaniu przeszczepu) może mieć 
kluczowe znaczenie w tworzeniu bioprotez zastawkowych. Jedną z możliwości 
zachowania tych enzymów na powierzchni struktur zastawkowych jest właściwe 
przygotowanie zastawek świńskich. Jednak niezgodność gatunkowa pozostawionych na 
świńskiej zastawce białek może wywoływać efekty immunogenne. Z tego względu 
optymalnym rozwiązaniem jest pozyskiwanie „rusztowań” bioprotez z zastawek 
świńskich, ich efektywna decelularyzacja z usunięciem wszystkich immunogennych 
białek, a następnie recelularyzacja ludzkimi komórkami, posiadającymi na swojej 
powierzchni ekto-enzymy, umożliwiające efektywną degradację nukleotydów 
adeninowych i produkcję adenozyny w mikrośrodowisku zastawki. 
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Rycina 9. Aktywności ekto-enzymów hydrolizujących zewnątrzkomórkowe nukleotydy 
adeninowe i produkujących adenozynę są zachowane po decelularyzacji zastawek 
świńskich z wykorzystaniem lizy hipotonicznej, podczas gdy zastosowanie decelularyzacji  
z wykorzystaniem detergentu eliminuje te aktywności.  
Szybkość hydrolizy ATP (A), produkcji adenozyny (B) i produkcji inozyny (C) na powierzchni 
natywnej i decelularyzowanej (lizą hipotoniczną i detergentem) świńskiej zastawki aortalnej po 
30-min inkubacji płatków zastawki odpowiednio z 50 µM ATP, AMP lub adenozyną. Wyniki 
przedstawiono jako średnia ± SEM; n=8; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, analizę statystyczną 
przeprowadzono z wykorzystaniem jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA z podtestem 
Tukey’a. 
Na podstawie: „Nucleotide catabolism on the surface of aortic valve xenografts; Effects of different decellularization 
strategies”, Kutryb-Zajac et al. Journal of Cardiovascular Translational Research. 2016; 9 (2): 199-126; Załącznik – 
Praca B. 
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4.6  Wpływ hamowania ekto-deaminazy adenozyny na rozwój miażdżycy  
i ocena jego potencjału terapeutycznego   

Wyniki badań zawarte w niniejszej rozprawie podkreślają znaczenie 
zewnątrzkomórkowego metabolizmu adenozyny w ścianie naczynia objętego procesem 
miażdżycowym, obejmującego przede wszystkim wzrost aktywności ekto-deaminazy 
adenozyny w komórkach śródbłonka. Potencjał terapeutyczny hamowania aktywności 
tego enzymu został zbadany z wykorzystaniem inhibitora deaminazy adenozyny – 
2’deoksykoformycyny (dCF). dCF stosowana jest w praktyce klinicznej w leczeniu 
białaczek oraz w chorobie przeszczep przeciwko gospodarzowi i w wysokich dawkach 
wykazuje silne działanie immunosupresyjne. Celem zastosowania dCF w 
prezentowanych badaniach była ocena jej wpływu na rozwój procesu miażdżycowego u 
myszy ApoE-/-LDLR-/-. Dla uniknięcia efektu immunosupresyjnego zminimalizowano 
jej dawkę do 0.2 mg/kg masy ciała. U myszy traktowanych dCF, wykazano znaczną 
redukcję przyrostu blaszki miażdżycowej, barwionej ORO w aorcie en face (Praca A, 
Rycina 5A-C) i korzeniu aorty (Praca A, Rycina 7D-N) oraz w barwieniu OMSB pnia 
ramienno-głowowego (Rycina 10). Ponadto, barwienie OMSB wykazało wpływ dCF na 
stabilizację już istniejącej blaszki miażdżycowej (Rycina 10A, D). Zastosowanie niskiej 
dawki dCF wywołało również inne efekty ogólnoustrojowe i naczyniowe, takie jak 
wzrost stężenia adenozyny we krwi obwodowej (Praca A, Rycina 4A), co związane było 
ze zwiększeniem jej stężenia zewnątrzkomórkowego. Ponadto, dCF wpłynęła m.in. na 
redukcję parametrów stanu zapalnego (Praca A, Rycina 4B i C) i wykładników aktywacji 
śródbłonka (Praca A, Rycina 4D-J), wzrost stężenia azotynów w osoczu (Praca A, Rycina 
4K), świadczących o zwiększonej produkcji tlenku azotu przez ścianę naczynia oraz 
spadek stężenia triacylogliceroli w osoczu (Praca A, Rycina 4P). Nie zaobserwowano 
immunosupresyjnego działania dCF (Praca A, Tabela 1), co byłoby głównym skutkiem 
hamowania wewnątrzkomórkowej deaminazy adenozyny. Zakładamy zatem, że 
większość z obserwowanych efektów była wynikiem hamowania ekto-enzymu 
rozkładającego adenozynę w przestrzeni pozakomórkowej. 
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Rycina 10. Deoksykoformycyna (dCF) hamuje rozwój miażdżycy u myszy ApoE-/- 
LDLR-/-.  
Reprezentacyjne zdjęcia histologicznego barwienia OMSB (A-F) pnia ramienno-głowowego 
(BCA) myszy ApoE-/-LDLR-/- traktowanych deoksykoformycyną (dCF) oraz kontrolnych, w 
odcinku proksymalnym (A, D), środkowym (B, E) i dystalnym (C, F) BCA. Ilościowa analiza 
blaszki miażdżycowej (G) w BCA myszy ApoE-/-LDLR-/- traktowanych dCF (n=5) oraz 
kontrolnych (n=6). Wyniki przedstawiono jako średnia ± SEM; *p<0.05, **p < 0.01, analizę 
statystyczną przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA z 
podtestem Holm-Sidak. 
Na podstawie: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its inhibition”, 
Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Załącznik – Praca A 
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5. WNIOSKI 
Najważniejsze wnioski wynikające z przeprowadzonych badań wchodzących w skład 
publikacji będących podstawą rozprawy doktorskiej są następujące: 

1. Naczynia objęte procesem miażdżycowym charakteryzują się zmianą profilu 
aktywności ekto-enzymów metabolizujących nukleotydy adeninowe i adenozynę, 
prowadząc do zmniejszonej produkcji i zwiększonej degradacji adenozyny. W 
szczególności dochodzi do wielokrotnego wzrostu aktywności  ekto-deaminazy 
adenozyny (eADA), co poprzedza pojawienie się blaszki miażdżycowej.  

2. Zwiększona aktywność eADA pochodzi z aktywowanych komórek śródbłonka  
i infiltrujących ścianę naczynia makrofagów. Podkreśla to znaczenie eADA jako 
markera aktywacji śródbłonka i stanu zapalnego w ścianie naczynia. 

3. Czynniki promiażdżycowe (nasycone kwasy tłuszczowe i cytokiny prozapalne) 
działają stymulująco, a czynniki przeciwmiażdżycowe (wielonienasycone kwasy 
tłuszczowe i flawonoidy) hamująco na aktywność eADA na powierzchni 
komórek śródbłonka i makrofagów.	

4. Zastawki aortalne charakteryzuje wyższa aktywność ekto-nukleotydaz i niższa 
aktywność eADA, w porównaniu do ściany naczynia, co podkreśla szczególne 
znaczenie tych przemian dla funkcji zastawki. 

5. Aktywności ekto-nukleotydaz produkujących adenozynę na powierzchni 
bioprotez zastawkowych są zależne od procedury ich przygotowania - 
łagodniejsza decelularyzacja pozwala na zachowanie tych aktywności. Może to 
mieć wpływ na wytrzymałość i funkcjonalność protez zastawkowych.  

6. Zahamowanie eADA prowadzi do znaczącego spowolnienia rozwoju zmian 
patologicznych w eksperymentalnym modelu miażdżycy. Modyfikacja 
aktywności ekto-enzymów przemian nukleotydów adeninowych i adenozyny 
stanowi obiecującą strategię zapobiegania i leczenia patologii naczyniowych. 
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6. INTRODUCTION 
Nucleotides play a key role in the cell and are essential for the function of key biological 
processes. Nucleotides are the primary structural component of nucleic acids, 
contributing to storage and expression of genetic information.1 Nucleotides such as ATP 
and GTP that have high-energy bonds act as carriers of energy which originates from 
cellular respiration and catabolic pathways.1 In addition, nucleotides are responsible for 
cell signaling (cAMP, cGMP)2, act as allosteric effectors (ATP, AMP)1, are the enzyme 
cofactors (NAD+, NADP+, FMN, FAD)3,4 and participate in biosynthesis processes, 
including glycogen and glycosaminoglycans (UTP) or phospholipids (CTP) synthesis.5 
All the above effects of the nucleotides were associated with intracellular processes in the 
cells and their role in the extracellular space was neglected. However, in the 70s of the 
last century, British researcher Geoffrey Burnstock proposed the existence of membrane 
receptors stimulated by nucleotides and a product of adenine nucleotide catabolism - 
adenosine.6,7 This initiated an extensive research on the role of nucleotides and adenosine 
as signaling molecules in communication between the cells. 
 

6.1  The role of nucleotides and adenosine in the extracellular space  
6.1.1 Mechanisms of nucleotide release from cells into the extracellular space  

Nucleotides appears in the extracellular space as a result of cell death, but more 
interesting and important mechanisms of their release include exocytosis, transport across 
the cell membrane (eg. via ATP-binding cassette transporters), ion channels, or pannexin 
and connexin hemichannels.8 Extracellular concentrations of nucleotides are much lower 
than inside the cells. The concentration of extracellular ATP is in the nanomolar range, 
while inside the cell reaches millimolar values. Furthermore, nucleotides such as ATP 
could be maintained in pericellular space at micromolar concentrations.9,10 Nucleotides 
could be released from both vesssel- and valve-building cells or from cells and their 
fragments, circulating in peripheral blood within the cardiovascular system.8 The 
contribution of individual cell types in the release of nucleotides in the cardiovascular 
system and conditions that predispose to their increased release are described in the 
review paper, which is a part of this thesis (Appendix – Paper D) and summarized in 
Table 1. 
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Cellular source Endothelial 
cells 

Vascular 
smooth muscle 
cells 

Cardiomyocytes Platelets Erythrocytes Immune cells 

Stimuli Shear stress, 
hypoxia, 
hyperglycemia 

Hyperglycemia, 
hypoxia 

Hypoxia Collagen, 
thromboxane, 
other platelet 
activators 

Hypoxia, 
adrenaline, 
deformations 

Activators of 
inflammation 

Released nucleotides ATP, UTP ATP, UTP ATP, UTP ADP > ATP ATP ATP 

Tr
an

sp
or

t 

Vesicular + +  +  + 
Hemichanels + + + + + + 
Anion   +  +  
ABC 
transporters 

+ + + + + + 

          Reference 11,12 13,14 15,16 17,18 19,20 21,22 

 
Table 1. The release of nucleotides into extracellular space from different cell types of the 
cardiovascular system.  
Based on: „Purinergic signaling in aortic stenosis and atherosclerosis”, Kutryb-Zajac et al. Advances in Cell Biology 
1/2017; Appendix – Paper D. 

 

6.1.2 Nucleotide receptors 
Nucleotides that are present in the extracellular space activate P2 purinergic receptors, 
named nucleotide receptors.23 Two groups of P2 receptors were described: P2X and 
P2Y.24 P2X receptors are membrane ion channels for cations Na+, K+ and Ca2+ and 
include seven subtypes (P2X1-7). In turn, P2Y receptors are metabotropic receptors 
coupled to G protein and among them the eight subtypes were distinguished (P2Y1, 
P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11-14).25 The mechanisms of action of these receptors, as well 
as their specificity for particular nucleotides are described in the review paper (Appendix 
– Paper D). Nucleotide receptors are widely distributed in cardiovascular system, which 
stresses the importance of extracellular nucleotide signaling in maintaining homeostasis 
of this system.23 Specific cellular location of each receptor subtypes in the vasculature as 
well as the effects of their activation, which could have a direct impact to the development 
of cardiovascular diseases are illustrated in Figure 1. 
 

6.1.3 Extracellular nucleotide metabolism 
Nucleotides released from the cells activate specific receptors or could be hydrolyzed by 
membrane-bound ecto-enzymes (Figure 2). The first is ecto-nucleoside triphosphate 
diphosphohydrolase, which acts in the cardiovascular system mainly as isoform 1 
(eNTPD1, CD39).26 This enzyme hydrolyzes ATP to ADP and ADP to AMP removing 
the inorganic phosphate (Pi) on each stage. The same hydrolysis reaction applies to 
extracellular UTP, which through UDP, is converted to the UMP. Further, AMP and UMP 
are converted by ecto-5'nucleotidase (e5’NT, CD73) to nucleosides and Pi.27 As a result 
of this reaction, adenosine originates from AMP and uridine from UMP. It has been 
shown that extracellular nucleotides could be catabolized by an alternative route via ecto-
nucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase (eNPP) and alkaline phosphatase 
(ALP).28,29 Furthermore, some evidence suggests the presence of ecto-kinases that 
catalyze the formation of nucleotides on the cell surface.30 However, many reports 
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including our findings showed that ecto-nucleotidases, mainly eNTPD1 and e5’NT are 
the most important enzymes engaged in nucleotide metabolism on the surface of vessel 
wall and aortic valve.31-33 

 
6.1.4 Receptor mechanisms of physiological effects of adenosine 

Adenosine that is formed via extracellular catabolism of nucleotides is also a signaling 
molecule. P1 receptors (adenosine receptors) are widely distributed in different cell types, 
including cells of the cardiovascular system.34 All subtypes of adenosine receptors (A1, 
A2a, A2b and A3) belong to the family of G-protein coupled receptors.35 Their activation 
(mainly subtype A2b, which is stimulated by high concentrations of adenosine) removes 
the effects of P2 receptors activation and compensates pro-atherogenic and pro-stenotic 
effects of extracellular nucleotides, emphasizing the protective role of adenosine (Figure 
1). 
Under physiological conditions, the extracellular adenosine reaches a concentration of 
about 30 to 200 nM and activates receptors with a low affinity (A1, A2A, A3).35 The 
increase in extracellular adenosine concentration is a result of hydrolysis of extracellular 
adenine nucleotides that are released from cells in response to pathological stimuli or via 
intracellular transport of adenosine after increased intracellular hydrolysis of ATP.27,36,37 
The characteristics of adenosine receptors, their mechanisms of activation and affinity for 
adenosine have been described in detail in the attached review paper (Appendix - Paper 
D). 
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Figure 1. The role of nucleotide and adenosine receptor activation in the pathogenesis of 
aortic stenosis and atherosclerosis.  
Green highlights beneficial effects while red indicates deleterious effects of specific receptor activation in 
thre context of cardiovascular pathologies.   
Based on: „Purinergic signaling in aortic stenosis and atherosclerosis”, Kutryb-Zajac et al. Advances in Cell Biology 
1/2017; Appendix – Paper D. 
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6.1.5 The types of nucleoside transport 
Transport of adenosine and other nucleosides across the cell membrane could be bi-
directional through equilibrative system (ENT) or towards the cells in a cotransport with 
Na+ by concentrative system (CNT).38  Two types of ENT transporters have been 
identified, es – equilibrative sensitive: blocked by NBTI (nitrobenzylthioinosine) and ei 
- equilibrative insensitive: not blocked by NBTI.39 Four ENT proteins have been 
described (ENT1-4). Human ENT1 is sensitive to nanomolar concentrations of NBTI. 
ENT1 is responsible for the translocation of both purine and pyrimidine nucleosides.40 
Moreover, it is also inhibited by dipyridamole. Transporters insensitive to NBTI at a 
concentration of 1 µM include other transporters from ENT family: ENT2-4. ENT2 has 
a weaker affinity for the naturally occurring purine and pyrimidine nucleosides with the 
exception of inosine. In turn, ENT3 has a structure characteristic for membrane proteins 
of lysosomes and endosomes. Its activity is dependent on pH, the optimum of 5.5 reflects 
the adaptation to the acidic environment of lysosomes. Transporter ENT4 also shows the 
highest activity at acidic pH and it is believed that this transporter is responsible for the 
regulation of adenosine concentration under reduced pH that accompanies ischemia.41 
Due to differences in the translocated substrates, CNT transporters were divided into six 
subtypes, but only 3 transport proteins have been identified and described: CNT1-3. 
CNT1 transporter has an affinity for pyrimidine nucleosides and adenosine.42 CNT2 has 
the ability to translocate purine nucleoside and uridine. In turn, CNT3 has a broad 
specificity for substrates and translocates both purine and pyrimidine nucleosides.43 
 

6.1.6 Extracellular adenosine catabolism 
Another important mechanism responsible for the extracellular concentration of 
adenosine, and hence its availability for specific receptor subtypes, is extracellular 
catabolism of this nucleoside (Figure 2). Adenosine deaminase (ADA) catalyzes the 
hydrolytic deamination of adenosine to inosine or 2'deoxyadenosine to 2'deoxyinosine, 
and it exerts intracellular and extracellular activity.44 Two isoforms of this enzyme have 
been described.45 The first, ADA1 is encoded by the ADA gene located on the 
chromosome 20q13.12 and it is widely distributed in various types of cells, including 
immune cells and erythrocytes.46 ADA1 has comparable affinity for adenosine as to 
2'deoxyadenosine (Km = 52 µM) and its optimum is at a pH of 7-7.5.47 It is anchored to 
the cell membrane by CD26 protein or adenosine receptors and acts on the cell surface as 
ecto-adenosine deaminase (eADA). Despite enzymatic function, eADA could play a role 
as an adhesion molecule by binding surface proteins that are present on different cells.45,48 
Furthermore, the complexes of ADA1 with adenosine receptors can sensitize adenosine 
receptors for its agonists and hence induce a receptor signal transduction.45 The second 
isoform, ADA2 is encoded by the CERC1 gene located on the chromosome 22q11.2.49 
ADA2 is expressed with ADA1 only in monocytes and macrophages.50 It shows several 
times higher affinity for adenosine than to 2'deoxyadenosine, with a relatively high Km 
value for adenosine (Km = 2 mM). The optimal pH for its activity is approx. 6.5.47  
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Figure 2. Purinergic signaling in the cardiovascular system. 
Released nucleotides activate P2 receptors or they are inactivated by extracellular hydrolysis. Extracellular 
ATP and UTP are hydrolyzed through ADP and UDP to AMP and UMP by ecto-nucleoside triphosphate 
diphosphohydrolase 1 (eNTPD1, CD39). AMP and UMP are hydrolyzed by ecto-5’nucleotidase (e5’NT, 
CD73) and AMP-derived, adenosine is degraded to inosine by ecto-adenosine deaminase (eADA). 
Alternative pathway for extracellular nucleotide hydrolysis engages activities of ecto-nucleotide 
pyrophosphatase/ phosphodiesterase (eNPP) and alkaline phosphatase (ALP) not included in the figure due 
to minor contribution to extracellular AMP hydrolysis at physiological concentrations of AMP. 
Based on: „Purinergic signaling in aortic stenosis and atherosclerosis”, Kutryb-Zajac et al. Advances in Cell Biology 
1/2017; Appendix – Paper D. 

 

6.2  Pathogenesis of aortic stenosis and atherosclerosis 
Cardiovascular diseases, such as atherosclerosis and aortic stenosis are predominant 
causes of mortality in developed countries.51 These conditions contribute to the 
development of acute or long-term organ hypoxia (atherosclerosis) and heart failure 
(aortic stenosis). It has been shown that these are active processes associated with 
impaired regulatory and metabolic functions of the cells.52,53 A number of similarities 
have been described in the pathogenesis of aortic stenosis and atherosclerosis. These 
conditions are initiated by endothelial activation driven by the turbulent blood flow and 
prolonged exposure to atherogenic/ pro-stenotic factors such as LDL or extracellular 
nucleotides.54,55 Next, LDL particles diffuse under the endothelial layer.56,57 The 
accumulation and modification of LDL by their oxidation as well as increased expression 
of adhesion molecules produced by endothelial cells initiate the inflammatory cascade 
within the vessel wall or the valve. The incoming monocytes and T cells infiltrate tissue 
structure. Modified LDL are absorbed by the macrophages to form foam cells. The 
interaction between CD40 receptor on macrophages and a CD40L ligand that is present 
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on lymphocytes activates a classic immune response that causes the development of 
chronic inflammation.58,59 Increased levels of inflammatory markers, enhanced release of 
proinflammatory cytokines and immune cells infiltrate, composed of T cells and 
macrophages, were observed in both, pathologically changed vessels and aortic valves.59�

61 Fibrosis is characterized for the later stages of atherosclerosis and aortic stenosis.62,63 
Metalloproteinases that degrade extracellular matrix proteins are produced mainly by 
lymphocytes and macrophages, leading to the rearrangement of extracellular matrix 
structure, which promotes valvular, vascular and immune cell migration. 
However, the development of atherosclerosis and aortic stenosis differs in many aspects. 
They may arise from differences in the anatomical structure and cellular composition of 
vessels and valves. In atherosclerosis, proliferation, and migration of smooth muscle cells 
and the activation of their secretory phenotype play a key role. It contributes to the 
production of extracellular matrix proteins and hence reconstruction and reorganization 
of the extracellular matrix.64 The stable fibro-fatty atherosclerotic plaque could be 
affected by the impact of metalloproteinase activity, which results in plaque rupture and 
erosion that is a direct cause of vessel occlusion and organ hypoxia. Due to the small 
number of smooth muscle cells within the aortic valve, their proliferation and migration 
do not play an important role in aortic stenosis. However, differentiation of valvular 
interstitial cells to myofibroblast-like and osteoblast-like cells stimulated by 
inflammatory and growth factors is one of the most relevant pathological processes in the 
aortic valve.65 Myofibroblast-like valvular interstitial cells (with the expression of alpha 
smooth muscle actin) promote extracellular matrix remodeling. Further stimulation of 
cytokines, extracellular nucleotides and proteins associated with chondro- and 
osteogenesis initiates their differantiation to osteoblast-like cells, which are the direct 
cause of calcification.66 Despite some successes in the prevention and treatment of early 
and moderate atherosclerosis, the only treatment for aortic stenosis and severe 
atherosclerosis is a surgical approach.67,68 This underlines the importance of mechanistic 
studies of these conditions for the development of new therapies, primarily related to the 
endothelium protection, ragulation of the inflammation, proliferation and differentiation 
of specific types of the cells. 
 

6.3  Purinergic signaling in the pathophysiology of aortic stenosis and 
atherosclerosis  

As signaling molecules, nucleotides and their catabolites, mainly adenosine play a key 
role in the regulation of pathological processes underlying atherosclerosis and aortic 
stenosis, such as: inflammation, endothelial function, cell differentiation and 
proliferation, platelet aggregation, fibrosis and calcification.69�71 As shown in Figure 1, 
activation of nucleotide receptors in the cardiovascular system mainly stimulates 
inflammation, endothelial activation, oxidation of LDL, platelet aggregation, bone 
remodeling and fibrosis. On the other hand, activation of adenosine receptors counteracts 
pro-atherosclerotic and pro-stenotic actions of nucleotides.34,72 This highlights the role of 
extracellular nucleotide and adenosine metabolism in the maintaing the balance between 
cell-released nucleotides and adenosine that is produced by ecto-nucleotidases. 
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Experimental studies using mouse models confirm the crucial role of ecto-nucleotidases 
in homeostasis of the cardiovascular system. Table 2 describes the main effects of the 
changes in individual ecto-enzymes activities on the development of pathological 
conditions associated with cardiovascular diseases.  
 
Therapeutic 
target 

Model Impact on 
enzymatic 
activity 

Effect 

eNTPD1 
(CD39) 

CD39+/-/ApoE-/- ↓ Pro-atherosclerotic 32 
CD39-/-/ApoE-/- ↓↓ Pro-thrombotic, 

Pro-atherosclerotic (enhanced lipoprotein 
uptake by macrophages) 73 

hCD39 Tg ↑ Anti-thrombotic 74 
eNPP1 eNPP1+/- 

eNPP1-/- 
↓ 
↓↓ Neointima formation 75 

eNPP1-/- ↓ Vascular calcification 76, 77 
eNPP1-/-ApoE-/- ↓ Diminished infiltration of macrophages 78 
eNPP1 Tg ↑ Insulin resistance, hyperglycemia 79 

Metabolic syndrome 80 
TNAP TNAP-OE ↑ Vascular calcification 81 
e5’NT 
(CD73) 

CD73-/-ApoE-/- 

↓ 

Pro-atherosclerotic 82 
CD73-/- Pro-thrombotic 83 

Pro-inflammatory 83, 84 
Aortic valve stenosis 85 

hCD73-/- Tg Vascular calcification 86 
eADA/ADA1 scid/scid/ApoE-/- 

↓ 
Anti-atherosclerotic 87 

ADA-/- Anti-inflammatory 88 

Table 2. The role of nucleotide and adenosine metabolism ecto-enzymes in the development 
of vascular pathologies in experimental animal models.  
Orange color indicated processes that promote the development of atherosclerosis and aortic stenosis, while 
green color – processes that counteract these effects. 
Based on: „Purinergic signaling in aortic stenosis and atherosclerosis”, Kutryb-Zajac et al. Advances in Cell Biology 
1/2017; Appendix – Paper D. 

 

Partial or complete lack of eNTPD1 activity in mice is related with pro-atherosclerotic 
and pro-thrombotic phenotype.32,73,89 Similarly, lack of e5’NT contributes to the 
activation of inflammation, vascular calcification and pro-atherosclerotic and pro-
thrombotic phenotype.83,84,90,91 In turn, silencing of ADA gene results in diminished 
degradation of extracellular and intracellular adenosine and has a strong anti-
inflammatory effect.87,88 The crucial role of this enzyme in immune system is confirmed 
by the mutations in ADA gene that is manifested as severe combined immunodeficiency 
syndrome (SCID).92 Some of the reports refer to the role of ecto-nucleotide 
pyrophospatases/ phosphodiesterases in the processes underlying aortic stenosis and 
atherosclerosis. It has been shown that a decrease or lack of eNPP1 activity stimulates 
neointimal hyperplasia, calcification of atherosclerotic plaque and ectopic vascular 
calcification, simultaneously inhibiting vascular infiltration of macrophages.75�78 It is 
explained by the reduced production of pyrophosphate from ATP during a reaction 
catalyzed by eNPP1. It is postulated that pyrophosphate, calcification inhibitor, stimulates 
vascular adhesion of monocytes/ macrophages by increased expression of osteopontin.76-
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78 Neointimal hyperplasia in eNPP1 deficient mice is dependent on different mechanisms 
and may result from increased expression of C/EBP homologous protein (CHOP).75 It is 
believed that vascular calcification may also be due to higher activity of a non-specific 
alkaline phosphatase, responsible for the degradation of pyrophosphate to inorganic 
phosphate.81 
Human studies also suggest significant changes in the activities of ecto-enzymes engaged 
in nucleotide and adenosine metabolism in vascular pathologies. In a few reports, a 
decrease in ecto-nucleotidases in atherosclerosis has been found in plasma and on the 
sufrace of the vessel wall.93,94 Detailed characteristics and investigation of the changes in 
these activities during the atherosclerotic process is a primary goal of this work and will 
be discussed in later sections of the thesis. On the other hand, our unpublished studies 
performed on a group of over 100 patients with aortic stenosis showed a decrease in the 
activity of ecto-enzymes degrading the extracellular nucleotides on the surface of human 
calcified aortic valves, which was accompanied by the increase in the surface activity of 
ecto-adenosine deaminase.95 The observed ecto-enzyme pattern promoted the 
maintenance of nucleotides on the surface of stenotic valves and increased degradation 
of adenosine, which could counteract the negative effects of nucleotides. Moreover, we 
observed a negative correlation between the activity of ecto-nucleotidases with 
parameters that reflect the severity of aortic stenosis, such as the maximum vellocity 
across the valve, aortic valve area and the maximum gradient through the valve, defined 
by Doppler echocardiography. We also demonstrated negative correlation with the 
concentration of Ca2+, Mg2+, and PO4

3- in valvular tissue. On the other hand, the activity 
of eADA on the surface of the valve correlated positively with these parameters. Other 
reports suggest that the interstitial cells derived from human stenotic valves exhibit 
increased expression of eNPP1.96 Although, calcification of the valve is also accompanied 
by an increase in activity TNAP.69,97 Simultaneous increase in the activity of these two 
enzymes may lead to enhanced mineralization, through increased production of PPi and 
its hydrolysis by TNAP. Our studies using flow cytometry, immunohistochemistry and 
enzyme activity measurements using RP-HPLC showed that ecto-nucleotidases 
(eNTPD1 and e5’NT) also play a significant role in the extracellular catabolism of 
nucleotides on the surface of aortic valves.31,98 Cellular source of these enzymes and 
eADA activity in calcified valves were valvular interstitial cells, endothelial cells and 
immune infiltrate, mainly macrophages and T cells but also B cells and granulocytes.98 
In conclusion, we suggest that pro-stenotic phenotype observed on the aortic valve 
surface can be generated by diminished activities of eNTPD1 and e5’NT and increased 
activity of eADA. It may be associated with the stimulation of nucleotide receptors and 
adenosine receptors that are sensitive to low concentrations of adenosine (eg. A2a 
receptor). 
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6.4  Enzymes of extracellular nucleotide and adenosine metabolism as    
 therapeutic targets in cardiovascular disease  

Regulation of the ecto-enzymes activities in the nucleotide metabolism pathway could be 
a promising therapeutic approach for the treatment of aortic stenosis and atherosclerosis. 
Table 3 shows the effects of pharmacological inhibitors and activators of particular ecto-
enzymes in specific clinically relevant scenarios.  
Therapeutic 
target 

Compound Impact on 
enzymatic activity 

Effect 

eNTPD1 Soluble eNTPD1  ↑ Inhibition of platelet reactivity 99 
eNTPD1-3 

ARL67156  ↓ 
Inhibition of aorta/ aortic valve 
calcification 100 eNPP1 

eNPP1 eNPP1-Fc ↑ Inhibition of vascular calcification 101 

TNAP Levamisole 
↓  

Inhibition of vascular smooth muscle cells 
calcification 102 Etidronate 

e5’NT Soluble e5’NT 

↑ 

Endothelial barrier improvement 103 

Sulfasalazine Anti-inflammatory 104 

Methotrexate Anti-inflammatory 105 

Anti-atherosclerotic 106 

Atorvastatin 
↑ 107 Anti-atherosclerotic 108 

Inhibition of valvular interstitial cell 
calcification 109 

eADA Atorvastatin ↓ (Appendix – 
Paper A) 

Anti-atheroscleotic 108 

2’deoxycoformycin 
 ↓ 

Anti-inflammatory, anti-atheroclerotic, 
Endothelial cells protection (Appendix – 
Paper A) 

EHNA ↓ Anti-inflammatory 110 

Kempherol ↓(Appendix – 
Paper A), 111 

Anti-atherosclerotic 112 

Table 3. Therapeutic potential of the regulation of nucleotide and adenosine metabolism 
ecto-enzymes in vascular pathologies. 
Green color indicated the increase of enzymatic activity, while blue color – the decrease of enzymatic 
activity.  
Based on: „Purinergic signaling in aortic stenosis and atherosclerosis”, Kutryb-Zajac et al. Advances in Cell Biology 
1/2017; Appendix – Paper D. 

 
Data presented in Table 3 highlight a potential of the stimulation of ecto-nucleotidases 
(eNTPD1 and e5’NT) as anti-thrombotic therapy, in endothelial protection as well as in 
the inhibition of inflammation, atherosclerotic plaque development, and calcification. In 
addition, the role of ecto-nucleotidases on the surface of heart valves may be crucial in 
valve prosthesis, that constitute most effective method of aortic stenosis treatment. 
Decoration of the surface of bioprostheses with ecto-nucleotidases, by tissue engineering 
may contribute to improvement of their function, that will be discussed in later sections 
of this work. Also, regulators of eNPP1 and TNAP activities may be beneficial in context 
of vascular and valvular calcification. The potential of the inhibition of extracellular 
adenosine catabolism in cardiovascular pathologies will be discussed in detail in the 
subsequent sections of this thesis. The main objective of the work presented here was to 
investigate the activity of extracellular nucleotide metabolism on the surface of the 
vessels and heart valves and the analysis of changes in these activities in vascular 
pathologies. 
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7. AIMS 
 
The aim of this work was to investigate the changes in extracellular nucleotides and 
adenosine metabolism associated with cardiovascular pathologies and to evaluate 
therapeutic potential of pharmacological modulation of these activities. 
 
Specific aims include: 
 
1. Evaluation of changes associated with atherosclerosis in activities of extracellular 

nucleotide and adenosine metabolism enzymes on the surface of mice and human 
vessels; 
 

2. Identification of cellular sources of increased ecto-adenosine deaminase activity 
during the development atherosclerosis in mice; 
 

3. Testing effects of pro- and anti-atherosclerotic factors on the activities of ecto-
enzymes in cultures of endothelial cells and macrophages; 
 

4. Comparison of nucleotide and adenosine metabolism ecto-enzyme activities on the 
surface of porcine vessels and aortic valves; 
 

5. Comparison of the effect of different procedures for the preparation of biological 
heart valve prostheses on the activities of enzymes of extracellular nucleotide 
metabolism; 
 

6. Investigation of the effect of adenosine deaminase inhibition on the development of 
atherosclerosis in mice. 	
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8. THE MOST IMPORTANT RESULTS  
8.1  Extracellular nucleotide and adenosine metabolism on the surface  

of atherosclerotic vessels  
The total activities of nucleotide and adenosine metabolising ecto-enzymes have been 
tested on the surface of atherosclerotic vessels, derived from the mouse genetic model of 
atherosclerosis (C57Bl/6J mice with the knockout in genes encoding apolipoprotein E 
and receptor for low-density lipoproteins – ApoE-/-LDLR-/- mice) and human 
atherosclerotic vessels. 
Firstly, aortoiliac bifurcation from 6 month-old ApoE-/-DLR-/- mice (with severe 
atherosclerosis) was perfused ex vivo with Hanks balanced salt solution that contained 
substrates for ecto-enzymes. The vessel was individually perfused with 50 µM adenosine 
and then 50 µM ATP and AMP in the presence of an inhibitor of adenosine deaminase. 
After a 1-minute perfusion (flow rate 0.4 ml/min) of the atherosclerotic vessel with ATP 
and AMP, no significant differences were observed (Paper C, Figures 1 and 2), while 
after the perfusion with adenosine, the prominent increase in the activity of ecto-
adenosine deaminase was determined (Figure 3). 
 

	
Figure 3. Increased degradation of extracellular adenosine in the atherosclerotic vessel. 
Concentration of ecto-adenosine deaminase reactants at the inflow and outflow during 1 min 
perfusion with 50 µM adenosine of the aortoiliac bifurcation of 6 month-old male C57Bl/6J wild 
type (A) and ApoE-/-LDLR-/- (B). Results are shown as mean ± SEM, *p<0.05, **p<0.005 vs. 
wild type mice, n=5, statistical analysis was performed by Student t-test. 
Based on: „Extracellular nucleotide catabolism in aortoiliac bifurcation of atherosclerotic ApoE/LDLr double knock 
out mice”, Kutryb-Zajac et al. Nucleotides, Nucleosides and Nucleic Acids. 2014; 33: 323-328; Appendix – Paper C. 

 

In order to evaluate changes in the metabolism of extracellular nucleotides and adenosine 
during atherosclerosis development, we measured total activities of ecto-enzymes in 
static conditions on the surface of a representative section of aorta derived from ApoE-/-
LDLR-/- mice at different stages of atherosclerotic process (Paper A, Figure 1A-C).  
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Figure 4. An increased activity of vascular adenosine deaminase 1 (ADA1) precedes and 
correlates with atherosclerotic plaque development in ApoE-/-LDLR-/- mice.  
The rate of adenosine deamination (A) in intact thoracic aortas of ApoE-/-LDLR-/- mice (n=9-
16) and age-matched wild types (n=9-16); *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001, statistical analysis 
was performed by two-way ANOVA followed Holm-Sidak post hoc test.  
The lipid deposition (lesions) and macrophages accumulation (CD68 signal) in aortic roots of 
ApoE-/-LDLR-/- mice (n=5-6) in different age groups (B); results are shown as mean ± SEM; 
***p<0.001, ****p<0.0001, statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed 
Holm-Sidak post hoc test.  
Based on: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its 
inhibition”, Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Appendix – Paper A. 
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The results of this part of the study revealed no changes in the activity of enzymes that 
degrade extracellular ATP (Paper A, Figure 1A) in each group. However, the difference 
in the activity of enzymes that degrade extracellular AMP was observed. The hydrolysis 
of AMP on the surface of atherosclerotic vessels was reduced in all age groups (Paper A, 
Figure 1B). The most important observation of this part of the study was a highly 
increased level of extracellular deamination of adenosine to inosine, which increased in 
parallel with the development of pathological processes within the vessel wall (Figure 
4A) and preceded vascular lipid deposition (lesions) and macrophage accumulation 
(CD68 signal, Figure 4B). 
In order to identify ecto-enzymes responsible for the metabolism of nucleotides and 
adenosine we determined the concentration of reaction products after the incubation of 
the vessel fragment in the presence of particular ecto-enzyme inhibitors. For these 
experiments, fragments of descending thoracic aorta from 6 month-old ApoE-/-LDLR-/- 
and WT mice were used. It has been shown that in both atherosclerotic and control vessel, 
eNTPD1 is mainly responsible for the ATP hydrolysis (Paper A, Figure 1E, F, I, J), e5’NT 
for the AMP hydrolysis (Paper A, Figure 1G, K) and ADA1 for the degradation of 
adenosine (Paper a, Figure 1 H, L). 
In the experiments with human vessels, we investigated changes in the activities of ecto-
enzymes on the vessel surface and correlated them with the severity of atherosclerosis. 
Some trends for negative correlation were observed between ecto-nucleotidases and 
vascular lipid concentration (Paper A, Figure 8A, B), while the activity of vascular ecto-
adenosine deaminase positively correlated with the severity of atherosclerosis (vascular 
lipid concentration, Figure 5), confirming the importance of this enzyme in human 
pathology. 
 

	
Figure 5. The rate of extracellular adenosine deamination positively correlates with the 
severity of atherosclerosis in human vessels.  
The correlation analysis between the rate of adenosine deamination and the tissue lipid 
concentration in the ascending aorta (n=12). Results are shown as plots of the Spearman 
correlation analysis, Spearman Rho (q) and associated P-value (P). 
Based on: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its 
inhibition”, Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Appendix – Paper A. 

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Vascular adenosine deamination
[nmol/min/cm2]

Va
sc

ul
ar

 li
pi

d 
co

nc
en

tra
tio

n
[µ

m
ol

 O
RO

/g
 o

f t
is

su
e] = 0.73

P < 0.01



 50 

 

8.2  Cellular sources of increased activity of ecto-adenosine deaminase in 
atherosclerosis  

At the next stage, we identified the cellular source of increased activity of ecto-adenosine 
deaminase. For this purpose, we analyzed the presence and cellular location of adenosine 
deaminase in the vessel wall and atherosclerotic plaque using histological techniques and 
immunofluorescence labeling. 
Immunofluorescence studies confirmed much higher amount of ADA protein in aortic 
roots of 6 month-old ApoE-/-LDLR-/- in comparison to age-matched WT (Figure 6A-D). 
Moreover, it revealed that ADA signal was located on the inner surface of the vessel and 
atherosclerotic plaque (Figure 6B). 
Histological OMSB staining of brachiocephalic arteries of 6 month-old ApoE-/-LDLR-/- 
mice revealed the structure of atherosclerotic plaque, with particular emphasis on smooth 
muscle cells, endothelial cells, foam cells, collagen and elastic lamina. The 
immunofluorescence labeling was perfomed on adjacent sections of BCA. Representative 
images of BCA cross-sections showed that endothelial cells (Figure 6E-G) and partially 
macrophages (Paper A, Figures 2N-P, S3K-M) were the major sources of adenosine 
deaminase in atherosclerotic vessels. The full panel of immunofluorescence stainings in 
BCA (Paper A, Figures 2H-S and S3A-D), aortic root (Paper A, Figure S3E-J) and 
coronary arteries (Paper A, Figure S3K-P) confirmed the origin of adenosine deaminase 
in a mouse model of atherosclerosis. 
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Figure 6. Endothelial cells and macrophages located on the inner surface of the vessel 
contribute to the increased activity of vascular adenosine deaminase (ADA) in 
atherosclerosis.  
Representative images of aortic root (cross-section) stained for ADA (A, B). Calculated data for 
ADA positive area (C) and percentage of the total cross-sectional area occupied by ADA (D) in 
aortic roots of 6 month-old WT (n=5) and ApoE-/-LDLR-/- (n=8) mice. Results are shown as 
mean ± SEM, ***p<0.001, statistical analysis was performed by unpaired Student t-test.  
Representative images of OMSB staining and immunofluorescence for ADA (F) and von 
Willebrand factor (vWF) (G) in atherosclerotic plaque of brachiocephalic artery (BCA) of 6 
month-old ApoE-/-LDLR-/- mice (n=7) (E). Red arrows point endothelial cells, yellow – 
macrophages. 
Based on: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its 
inhibition”, Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Appendix – Paper A. 

 

8.3  The effects of pro- and anti-atherosclerotic factors on the activities of 
ecto-enzymes engaged in the nucleotide metabolism on the surface of 
endothelial cells and macrophages 

	
In vitro studies using a mouse endothelial cell line H5V and peritoneal macrophages were 
used to determine the impact of pro-atherosclerotic factors (saturated fatty acids, 
proinflammatory cytokines, hyperglycemia and hyperuricemia) and anti-atherosclerotic 
factors (polyunsaturated fatty acids, flavonoids and statins) on the activities of ecto-
enzymes. It has been shown that inflammatory stimuli and saturated fatty acids stimulated 
the activity of eADA (Figure 7A, C), while polyunsaturated fatty acids and flavonoids 
(e.g. kaempferol) inhibited this activity in endothelial cells (Figure 7C, E) and 
macrophages (Paper A, Figure 7F, I). Other stimuli, such as hyperglycemia, uric acid or 
monounsaturated fatty acids stimulated eADA activity (Figure 7B-D; Paper A, Figure 
7I), while atorvastatin inhibited this activity only in endothelial cells (Figure 7E). The 
impact of these factors on the activities of ecto-enzymes engaged in adenine nucleotide 
catabolism was less pronounced (Paper A, Figures S5 and S6). 
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Figure 7. Atherogenic stimuli enhance the rate of extracellular adenosine deamination in 
murine endothelial cells, whereas flavonoids and statins decrease this activity.  
The rate of extracellular adenosine deamination in murine immortalized heart endothelial cells 
H5V treated for 24h (37oC, 5% CO2) with IL-6, lipopolysaccharide (LPS) (A), glucose (glc) (B), 
fatty acids (C), uric acid (D) kaempferol (kaemp) and atorvastatin (atorva) (E); n=4-10. Results 
are shown as mean ± SEM; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs. control (A, D), 
vs. osmotic control (adequate concentration of mannitol – man) (B) lub vs. DMSO (0.5% v/v 
DMSO) (C, E), statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed by Dunnet post 
hoc test (A, C-E) or one-way ANOVA followed by Sidak post hoc test (B); ac. – acid; C – control; 
DHA – docosahexaenoic acid. 
Based on: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its 
inhibition”, Kutryb-Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Appendix – Paper A. 
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8.4  The comparison of nucleotide and adenosine metabolism ecto-
enzyme activities on the surface of vessels and heart valves  

	
In order to compare the activities of nucleotide and adenosine metabolism ecto-enzymes 
on the surface of unaltered vessel wall and aortic valves, we used porcine ascending aortas 
and aortic valves. It has been shown that the surface of aortic valve had two-fold greater 
activity of ecto-nucleotidases that degrade extracellular nucleotides (Figure 8A) and 
produce adenosine (Figure 8B). In turn, the activity of ecto-adenosine deaminase on the 
surface of aortic valves was reduced in relation to the vessel wall (Figure 8C). 
 

			 	

	
 
Figure 8. The surface of pathologically unchanged aortic valve is characterized by high 
activities of ecto-enzymes engaged in the removal of nucleotides and production of 
adenosine and diminished catabolism of adenosine as compared to the aortic wall.  
ATP hydrolysis (A), AMP hydrolysis (B) and adenosine deamination (C) on the surface of 
porcine ascending aorta and an aortic valve after incubation with 50 µM ATP, AMP or adenosine. 
Results are shown as mean ± SEM, n=4, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; statistical analysis was 
performed by paired Student t-test. 
Based on: „Nucleotide catabolism on the surface of aortic valve xenografts; Effects of different decellularization 
strategies”, Kutryb-Zajac et al. Journal of Cardiovascular Translational Research. 2016; 9 (2): 199-126; Appendix – 
Paper B. 
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8.5  The impact of the procedures for the preparation of biological heart 
valve prostheses on the activity of extracellular adenine nucleotide and 
adenosine metabolism ecto-enzymes 

	
Currently, the surgical approach is the only effective method for aortic stenosis treatment. 
However, mechanical or biological prostheses used for this purpose have numerous 
disadvantages. Implantation of mechanical prostheses is associated with the need to 
include anti-thrombotic therapy and they are susceptible to infection. The use of 
biological prostheses reduces the risk of thrombotic complications, but the availability of 
valves for transplantation from a human donor (allograft) is limited. Therefore, valves 
from other species (xenografts), mainly from pigs could be a good solution. However, the 
appropriate processing of the pig valves is crucial in obtaining fully functional, non-
immunogenic biological valvular prostheses. 
Another aspect of the research in this thesis was to analyze the effect of commonly used 
methods of pig valve decellularization during the preparation of bioprostheses on the 
activities of nucleotides and adenosine metabolism ecto-enzymes. It has been shown that 
decellularization using a detergent (0.1% SDS) completely eliminated the activity of all 
ecto-enzymes, while the use of hypotonic lysis led to the preservation of ecto-
nucleotidases (Figure 9A-B). Low activity of ecto-adenosine deaminase in relation to its 
level in the native valve was not a result of decellularization. It resulted from the 
processing time, which indicates a relatively unstable binding of this protein to the cell 
surface (Figure 9C). The preservation of ecto-nucleotidases could provide effective 
degradation of adenine nucleotide with their pro-inflammatory and pro-thrombotic 
properties and production of adenosine, which may prevent graft rejection. One of the 
possibilities to retain these enzymes on the surface of valvular structures is adequate 
processing of the pig valve, followed by the preservation of these extracellular proteins. 
However, these porcine proteins could induce immunogenic effects. The optimal solution 
is therefore, the acquisition of bioscaffolds from pig valves, their effective 
decellularization that removes all immunogenic proteins and recellularization with human 
cells that have adenine nucleotide-degrading ecto-enzymes, which provide adenosine 
production in the aortic valve microenvironment. 
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Figure 9. Activities of extracellular adenine nucleotide-hydrolyzing and adenosine-
producing ecto-enzymes are preserved after decellularization with hypotonic lysis, while the 
use of a detergent entirely removes all nucleotide and adenosine metabolism activities.  
The rate of extracellular ATP hydrolysis (A), adenosine production (B) and inosine production 
(C) in native and decellularized (with hypotonic lysis or detergent) porcine aortic valve after a 
30-min incubation with 50 µM ATP, AMP or adenosine. Reasults are shown as mean ± SEM; 
n=8; *p<0.05, **p < 0.01, ***p<0.001, statistical analysis was performed by one-way ANOVA 
followed by Tukey post hoc test. 
Based on: „Nucleotide catabolism on the surface of aortic valve xenografts; Effects of different decellularization 
strategies”, Kutryb-Zajac et al. Journal of Cardiovascular Translational Research. 2016; 9 (2): 199-126; Appendix – 
Paper B. 
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8.6  The impact of ecto-adenosine deaminase inhibition on atherosclerosis 
development and its therapeutic potential  

	
Increased activity of ecto-adenosine deaminase in activated endothelial cells highlights 
the importance of extracellular adenosine catabolism in atherosclerosis. The therapeutic 
potential of the suppression in adenosine deaminase activity was examined using an 
inhibitor of adenosine deaminase - 2'deoxycoformycin (dCF). dCF is used in clinical 
practice for the treatment of leukemia and graft-versus-host-disease. In high doses, dCF 
has a strong immunosuppressive effect. However, the aim of presented studies was to 
evaluate the impact of dCF on the development of atherosclerosis in ApoE-/-LDLR-/- 
mice. In order to avoid the immunosuppressive effect, the dose of dCF was minimized to 
0.2 mg/kg. Mice treated with dCF demonstrated a significant reduction in atherosclerotic 
plaque that was stained by ORO in aorta en face (Paper A, Figure 5A-C), in aortic root 
(Paper A, Figure 7D-N) and by OMSB in BCA (Figure 10). In addition, OMSB staining 
showed the effect of dCF on the stability of existing atherosclerotic plaque (Figure 10A, 
D). Low-dose dCF also caused other systemic and vascular effects, such as the increase 
in blood adenosine concentration (Paper A, Figure 4A), which indicates an increase in its 
extracellular concentration. In addition, dCF caused the reduction of inflammatory 
parameters (Paper A, Figure 4B and C) and endothelial activation (Paper A, Figure 4D-
J), an increase in plasma nitrite concentration (Paper A, Figure 4K), providing increased 
production of nitric oxide by the vessel wall and a decrease in the plasma triglyceride 
concentration (Paper A, Figure 4P). There was no immunosuppressive effects of dCF 
(Paper A, Table 1), that would be the main result of intracellular adenosine deaminase 
inhibition. Therefore, we assume that most of observed effects were due to the inhibition 
of the ecto-enzyme that degrades adenosine in extracellular space.  
 
 
 
 



 57 

	

	
Figure 10. Deoxycoformycin (dCF) treatment attenuates the development of atherosclerosis 
in ApoE-/-LDLR-/- mice. 
Representative images of OMSB staining (A-F) of brachiocephalic arteries (BCA) of ApoE-/-
LDLR-/- control mice and ApoE-/-LDLR-/- mice treated with dCF, in proximal (A, D), middle 
(B, E) and distal (C, F) BCA. Quantitative analysis of atherosclerotic plaque (G) in BCA of ApoE-
/-LDLR-/- mice treated with dCF (n=5) and ApoE-/-LDLR-/- control mice (n=6). Results are 
shown as mean ± SEM; *p<0.05, **p < 0.01, statistical analysis was performed by one-way 
ANOVA followed by Holm-Sidak post hoc test. 
Based on: „Increased activity of vascular adenosine deaminase in atherosclerosis and therapeutic potential of its inhibition”, Kutryb-
Zajac et al. Cardiovascular Research. 2016; 112: 590-605; Appendix – Paper A. 
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9. CONCLUSIONS 
The main conclusions of the studies described in the papers included into the thesis are: 

1. Atherosclerotic vessels are characterized by altered pattern of ecto-enzymes 
involved in adenosine and adenine nucleotide metabolism that leads to decreased 
production and increased degradation of adenosine. In particular, there is a 
prominent increase in the activity of ecto-adenosine deaminase (eADA) that 
precedes development of atherosclerotic plaques. 

2. Enhanced activity of eADA derives from activated endothelial cells and 
macrophages that infiltrate the vessel wall. This emphasizes the role of eADA as 
a marker of endothelial activation and vascular inflammation. 

3. Pro-atherosclerotic factors (saturated fatty acids and pro-inflammatory cytokines) 
stimulate eADA activity, while anti-atherosclerotic factors (polyunsaturated fatty 
acids and flavonoids) inhibit this activity on the surface of endothelial cells and 
macrophages. 

4. The surface of aortic valve is characterized by higher activity of ecto-
nucleotidases and lower activity of eADA, in comparison to the vessel wall. It 
emphasizes a key role of these activities for aortic valve function. 

5. Activities of ecto-nucleotidases that produce adenosine on the surface of valve 
bioprostheses depend on procedure of preparation - mild decellularization allows 
to preserve these activities. This may affect valve prosthesis durability and 
functionality.  

6. The inhibition of eADA activity leads to the attenuation of pathological changes 
in experimental model of atherosclerosis. Modification of adenine nucleotide and 
adenosine metabolism ecto-enzyme activities could be a promising approach for 
the prevention and treatment of cardiovascular pathologies. 
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11.  STRESZCZENIE 
	
Choroby układu sercowo-naczyniowego są jedną z głównych przyczyn śmiertelności w 
krajach rozwiniętych. U podstaw ostrej i przewlekłej dysfunkcji mięśnia sercowego leżą 
najczęściej takie patologie jak miażdżyca tętnic i stenoza zastawki aortalnej. Sygnalizacja 
purynergiczna jest ważnym mechanizmem utrzymujacym homeostazę układu sercowo-
naczyniowego. Uwalniane z komórek nukleotydy i produkty ich zewnątrzkomórkowej 
degradacji pełnią funkcje cząstek sygnałowych regulujących skurcz naczyń, agregację 
płytek krwi, stan zapalny, proliferację komórek i przebudowę kości. Efekty te związane 
są z aktywacją receptorów purynergicznych, występujących na powierzchni komórek 
naczyń krwionośnych, zastawek i krwi obwodowej. Przedmiotem pracy była ocena zmian 
i znaczenie aktywności ekto-enzymów przemian nukleotydów adeninowych i adenozyny 
w patologiach sercowo-naczyniowych, takich jak miażdżyca tętnic oraz choroba zastawki 
aortalnej.  
Przeprowadzone eksperymenty wykorzystywały hodowle komórkowe, modyfikowane 
genetycznie myszy podatne na miażdżycę, fragmenty ludzkich i świńskich naczyń 
krwionośnych oraz zastawek serca. Zastosowane techniki badawcze obejmowały 
wysokosprawną chromatografię cieczową, spektrometrię mas, techniki histologiczne, w 
tym immunofluorescencyjne oraz standardowe procedury biochemiczne. 
W pracy wykazano zmiany profilu aktywności ekto-enzymów metabolizujących 
nukleotydy adeninowe i adenozynę na powierzchni mysich i ludzkich naczyń objętych 
procesem miażdżycowym. Szczególnie interesujący był wielokrotny wzrost aktywności 
ekto-deaminazy adenozyny (eADA). Zmiana ta wyprzedzała pojawienie się blaszki 
miażdżycowej w mysim eksperymentalnym modelu miażdżycy. Zwiększona aktywność 
eADA w ścianie naczynia pochodziła z aktywowanych komórek śródbłonka i 
infiltrujących makrofagów. Wykazano, że czynniki promiażdżycowe (cytokiny 
prozapalne i nasycone kwasy tłuszczowe) zwiększają aktywność eADA w mysich 
komórkach śródbłonka i makrofagach, podczas gdy czynniki przeciwmiażdżycowe 
(wielonienasycone kwasy tłuszczowe i flawonoidy) zmniejszają tę aktywność. Ponadto, 
badania z wykorzystaniem świńskich naczyń krwionośnych i zastawek aortalnych 
wykazały, że powierzchnia zastawki charakteryzuje się wyższą aktywnością ekto-
nukleotydaz przekształcających nukleotydy adeninowe w adenozynę i niższą 
aktywnością eADA niż w naczyniu, co podkreśla znaczenie tych przemian dla funkcji 
zastawki. Dalsze badania wykazały, że aktywności ekto-nukleotydaz produkujących 
adenozynę na powierzchni bioprotez zastawkowych są zależne od procedury ich 
przygotowania - łagodniejsza decelularyzacja pozwala na zachowanie tych aktywności, 
co może mieć wpływ na wytrzymałość i funkcjonalność protez zastawkowych. Ponadto 
wykazano, że zahamowanie aktywności eADA w eksperymentalnym modelu miażdżycy 
u myszy prowadzi do znaczącego zmniejszenia patologicznych zmian naczyniowych. 
Szlaki zewnątrzkomórkowego metabolizmu nukleotydów adeninowych i adenozyny 
ulegają istotnym zaburzeniom w patologiach sercowo-naczyniowych, a zmiany te mogą 
być markerem toczącego się procesu patologicznego oraz dobrym celem terapeutycznym. 
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12.  ABSTRACT 
	
Cardiovascular disease is the major cause of mortality in developed countries. Conditions 
such as atherosclerosis and aortic stenosis underlay acute and chronic heart failure. 
Purinergic signaling is among the key mechanisms of regulation of cardiovascular system 
homeostasis. Nucleotides that are released from the cells and catabolites derived from 
their extracellular hydrolysis act as signaling molecules regulating vasoconstriction, 
blood platelet aggregation, inflammation, cell proliferation and bone remodeling. 
The main goal of this thesis was to characterize the changes in activities of ecto-enzymes 
of extracellular adenine nucleotide and adenosine metabolism that regulate interaction of 
these compounds with purinergic receptors in cardiovascular system pathologies, such as 
atherosclerosis and aortic stenosis.  
The experiments were performed using such experimental models as cell cultures, 
genetically modified mice susceptible to atherosclerosis, fragments of human and porcine 
blood vessels and heart valves. The methods used include high performance liquid 
chromatography, mass spectrometry, histology, inlcuding immunofluorescence and 
standard biochemical procedures. 
This work demonstrated changes in adenine nucleotide and adenosine metabolism ecto-
enzyme activities on the surface of murine and human atherosclerotic vessels. The most 
significant change was observed in ecto-adenosine deaminase (eADA) activity that was 
prominently increased and preceded atherosclerotic plaque development in mouse model 
of atherosclerosis. Increased activity of eADA originated from activated endothelial cells 
and macrophages that infiltrated vessel wall. It has been shown that pro-atherosclerotic 
factors, such as pro-inflammatory cytokines and saturated fatty acids stimulated activity 
of eADA, while anti-atherosclerotic factors, including polyunsaturated fatty acids and 
flavonoids, inhibited this activity. Morover, using porcine blood vessels and aortic valves, 
it was noted that that aortic valve surface expressed higher activities of ecto-nucleotidases 
that convert adenine nucleotides to adenosine and diminished activity of eADA in 
comparison to the vessel wall. It emphasizes the importance of these enzymatic activities 
for the valve function. Another study identified that with specific preparation procedures 
it is possible to preserve ecto-nucleotidase activities on the surface of aortic valve 
bioprostheses. This may affect valve functionality and durability. Finally, this work 
identified that modification in eADA activity may provide a significant therapeutic 
benefit. Inhibition if this activity in mouse model of atherosclerosis resulted in the 
substantial reduction of pathological changes in the vessels.   
Metabolic pathways of extracellular adenine nucleotides and adenosine undergo 
important changes in cardiovascular pathologies and these changes can be useful as 
potential marker of pathological process and good therapeutic target. 
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