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1. WYKAZ SKROTOW/ ABBREVIATIONS
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plasma total antioxidant status
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vWF — czynnik von Willebranda/ von Willebrand factor
WT — myszy szczepu dzikiego/ wild type mice



2. WSTEP

Nukleotydy petnig kluczowa rol¢ w komorce, zapewniajac wiasciwe funkcjonowanie
wielu proceséw biologicznych. Stanowig podstawowy sktadnik strukturalny kwasow
nukleinowych, uczestniczac w przechowywaniu i ekspresji informacji genetyczne;j.'
Dzigki obecnosci wysokoenergetycznych wigzan, nukleotydy takie jak ATP i GTP,
pelnia funkcje przeno$nikow energii, gromadzonej w wyniku proceséw oddychania
komorkowego i szlakow katabolicznych.! Ponadto, odpowiadaja za przekazywanie
sygnatow w komorce (cykliczne nukleotydy)?, dziataja jako efektory allosteryczne (ATP,
AMP)l, wchodza w sktad kofaktorow enzyméw (NAD', NADP', FMN, FAD)3’4 oraz
uczestniczg w procesach biosyntez, m.in. w syntezie glikogenu, glikozaminoglikanow
(UTP) i fosfolipidow (CTP).” Poza wiclokierunkowym dziataniem nukleotydéw w
srodowisku wewnatrzkomoérkowym, ich obecnosci w przestrzeni pozakomorkowej nie
przypisywano znaczacej funkcji. W latach 70-tych ubieglego wieku, badania podjete
przez brytyjskiego badacza Geoffrey’a Burnstock’a wykazatly istnienie blonowych
receptoréw stymulowanych przez nukleotydy 1 bedaca produktem katabolizmu
nukleotydéw adeninowych adenozyne.®” Odkrycie to zapoczatkowalo intensywny
rozwdj badan dotyczacych roli nukleotydéw i adenozyny jako czastek sygnatowych,
umozliwiajacych komunikacj¢ migdzykomorkowa.

2.1 Znaczenie nukleotydow i adenozyny w przestrzeni pozakomorkowe;j
2.1.1 Mechanizmy uwalniania nukleotydow z komorek do przestrzeni
pozakomorkowej

Nukleotydy w przestrzeni pozakomoérkowej moga pochodzi¢ z uszkodzonych komorek,
lecz ciekawsze 1 wazniejsze fizjologicznie s3 mechanizmy uwalnianiania nukleotydéw
droga egzocytozy, transportu przez blong komérkowa (np. poprzez transportery kasetowe
wigzace ATP), kanalami jonowymi zaleznymi od potencjalu blonowego, badz
semikanalami paneksynowymi i koneksynowymi.® W przestrzeni zewnatrzkomoérkowej,
nukleotydy znajduja si¢ w st¢zeniach znacznie nizszych niz w komorkach. Ste¢zenie
zewnatrzkomorkowego ATP oscyluje na poziomie nanomolowym, podczas gdy w
komorce osigga stezenie milimolowe. Stezenia nukleotydow w  bezposrednim
sasiedztwie komorki mogg by¢ jednak wyzsze niz w calej przestrzeni pozakomoérkowej i

9,10 .
7 W ukladzie sercowo-

w przypadku ATP osiggaja wartosci mikromolowe.
naczyniowym nukleotydy moga by¢ uwalniane zardwno z komorek budujacych $Sciane
naczynia i zastawke serca, jak i z komorek oraz ich fragmentow krazacych we krwi
obwodowej.® Udziat poszczegolnych typow komérek w uwalnianiu nukleotydéw w
ukladzie sercowo-naczyniowym oraz stany predysponujace do ich zwickszonego
uwalniania, opisano w pracy przegladowej bedacej czg$cig niniejszej rozprawy
(Zatacznik — Praca D) i podsumowano w Tabeli nr 1.
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Zrédlo Srédblonek Komérki Kardiomiocyty | Plytki krwi | Erytrocyty | Komérki ukladu
komérkowe miesniowki odpornosciowego
gladkiej
Bodziec Naprezenie Hiperglikemia, | Hipoksja Kolagen, Hipoksja, Aktywatory
Scinajace, hipoksja tromboksan, | adrenalina, | zapalenia
hipoksja, inne deformacje
hiperglikemia aktywatory
ptytek
Uwalniane nukleotydy | ATP, UTP ATP, UTP ATP, UTP ADP > ATP ATP ATP
£ Pecherzykowy + + + +
2 | Hemikanaly + + + + + +
§ Anionowy + +
& | Transporter ABC + + + + + +
Referencja 12 13,14 15,16 7,18 19,20 2122

Tabela 1. Uwalnianie nukleotydéw do przestrzeni pozakomérkowej przez komorki ukladu
sercowo-naczyniowego.

Na podstawie: ,,Rola nukleotydow i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miazdzycy tetnic”, Kutryb-Zajac
et al. Postegpy Biologii Komorki 1/2017; Zatacznik — Praca D.

2.1.2 Receptory nukleotydowe

Obecne w przestrzeni pozakomorkowej nukleotydy aktywuja receptory purynergiczne
typu P2, nazywane receptorami nukleotydowymi.” Ze wzgledu na budowe i sposob
przekazywania sygnatu, opisano dwie grupy tych receptoréw: P2X i P2Y.** Receptory
P2X s3 blonowymi kanatami jonowymi dla kationow Na*, K" oraz Ca*" i obejmujg 7
podtypow (P2X,.7). Z kolei, receptory P2Y, posroéd ktorych wyrdézniamy 8 podtypow
(P2Y,, P2Y,, P2Y.4, P2Ys, P2Yi1.14), naleza do receptorow metabotropowych,
zwigzanych z biatkiem G.*> Mechanizmy dzialania powyzszych receptoréw, jak rowniez
ich specyficzno$¢ wzgledem poszczegdlnych nukleotydéw, opisano w zataczonej do
rozprawy pracy przegladowej (Zatacznik — Praca D). Wystgpowanie receptorow
nukleotydowych w uktadzie sercowo-naczyniowym podkresla znaczenie sygnalizacji z
udzialem zewnatrzkomoérkowych nukleotydow w utrzymywaniu homeostazy tego
uktadu.” Obecno$é¢ poszczegdlnych podtypow receptoréw nukleotydowych w tozysku
naczyniowym, jak rowniez efekty ich aktywacji, mogace mie¢ bezposredni wptyw na
rozwoj schorzen uktadu sercowo-naczyniowego, zostaly przedstawione na Rycinie nr 1.

2.1.3 Przemiany nukleotydow w przestrzeni pozakomorkowej
Uwolnione z komoérek nukleotydy moga aktywowaé specyficzne receptory lub ulegaé
zewnatrzkomoérkowej hydrolizie, przy udziale zakotwiczonych w btonie ekto-enzymdow
(Rycina 2). Jednym z nich jest ekto-dwufosfohydrolaza tréjfosfonukleozydowa
wystepujaca w uktadzie sercowo-naczyniowym gidwnie w postaci izoformy 1 (eNTPDI,
CD39).”° Enzym ten hydrolizuje ATP do ADP, a nastgpnic ADP do AMP z odtgczeniem
fosforanu nieorganicznego (Pi) na kazdym z etapéw. Analogicznym reakcjom hydrolizy
podlega zewnatrzkomérkowy UTP, ktory poprzez UDP, przeksztatcany jest do UMP.
Nastegpnie AMP 1 UMP przeksztalcane sa w reakcji katalizowanej przez ekto-
5’nukleotydaze (e5’NT, CD73) do nuklezydéw i Pi.*’ Na skutek tej reakcji, dochodzi do
powstania odpowiednio, adenozyny z AMP i urydyny z UMP. Wykazano, ze nukleotydy
w przestrzeni pozakomodrkowej moga by¢ rowniez katabolizowane alternatywna droga
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poprzez ekto-pyrofosfatazy/ fosfodiesterazy nukleotydowe (eNPP) oraz fosfataze
alkaliczna (ALP).*** Ponadto, wykazano obecno$é¢ ekto-kinaz, katalizujacych reakcje
przylaczania kolejnych Pi i powstawania nukleotyddéw na powierzchni komérek.> Jednak
wiele doniesien, w tym naszego zespolu, wykazato kluczowa rol¢ ekto-nukleotydaz,
szczeg6lnie eNTPDI1 1 e5’NT, w katabolizmie nukleotydow na powierzchni naczyn i

zastawek serca.’!™

2.1.4 Receptorowe mechanizmy fizjologicznego dzialania adenozyny

Adenozyna powstajaca na drodze zewnatrzkomoérkowego katabolizmu nukleotydow
rowniez zaliczana jest do czastek sygnatowych. Nukleozyd ten stymuluje receptory P1,
obecne na powierzchni réznych typéw komodrek, w tym komodrek uktadu sercowo-
naczyniowego.”* Wszystkie podtypy receptorow adenozynowych (Al, A2a, A2b i A3)
nalezg do rodziny receptorow sprzezonych z biatkiem G.” Ich aktywacja (gléwnie
podtypu A2b, stymulowanego przez wysokie st¢zenie adenozyny) znosi efekty
receptoréw P2, co kompensuje promiazdzycowe 1 prostenotyczne dziatanie
zewnatrzkomoérkowych nukleotydow, jednoczes$nie podkreslajac protekcyjny wptyw
adenozyny (Rycina 1).

W warunkach fizjologicznych, zewnatrzkomodrkowe stezenie adenozyny osigga wartosci
od okoto 30 do 200 nM, pobudzajac receptory o niskim powinowactwie (A1, A2a, A3).”
Do wzrostu stgzenia tego nukleozydu w przestrzeni pozakomoérkowej dochodzi wskutek
aktywnie dziatajacego szlaku hydrolizy zewnatrzkomorkowych nukleotyddéw
adeninowych (uwalnianych z komoérek w odpowiedzi na patologiczne bodzce) lub
poprzez transport adenozyny, powstajacej wewnatrzkomorkowo w  wyniku
przyspieszonego rozpadu ATP.*’?%*" Charakterystyka receptorow adenozynowych,
mechanizmy ich aktywacji oraz powinowactwo do adenozyny zostaly doktadniej opisane
w zalaczonej pracy przegladowej (Zatacznik — Praca D).
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P1 Receptory P2

Ay Ap A Az IATP, ADP, UTP, UDP | P2X,; P2Y, 2,46,11-14
Aktywacja $rédbtonka Srédbtonek T L1
Uszczelnienie bariery $rédblonka | AL | A1 Y R P2V e
E-selektyna, VCAM-1, NFkB | Az | Az R2¥u | P2Ys |§ NO (rozkurcz)
Sekrecja chemokin: IL-8, IL-6
Miegniowka
Rozkurcz | Az gladka naczyi [ pox, | pay, | Skurcz Proliferacja
Ap |~ p2v, | P2Y,, | Rozkurcz | Migracja
Wewnatrzkomérkowy cAMP Ao Plytkikow I P2X, | P2y, | Aktywacja plytek
(inhibitor aktywaciji ptytek) AL v P2Y,,
IL-2, IFNy Limfocyty i i
Proliferacja
Proliferacja komorek T | 24 | A3 p L W36 T b w'anie
Aktywacja A | As J P2X; | P2Y),
Przyleganie do $rédbtonka . s - .
l Produkcja ROS — Neutrofile P2Y, Infiltracja neutrofili, Chemotaksja
: : Produkcja ROS, Degranulacja
Ekspresja czgsteczek Ax | A @

Przyleganie do $rédbtonka

adhezyjnych

Uwalnianie TNF, IL-6, IL-12, MIP-1a Makrofagi — Przyleganie, transmigracja
Ekspresja iNOS Az | Az f ] - 2 przez $rodblonek
IL-10 A | A y P2X; | P2Yis | | E-selektyna, NF-kB, Mac-1
Stymulacja fenotypu prozapalnego
Fibroblasty
Dziatanie przeciw widknieniu [ o, s P2X, | P2Y, I 4 Proiiferacia 4 L6
An — P2X; Wiéknienie
lRANKL, M-CSF T IL-10 Osteoklasty
IL-1B, TNFa,Hamowanie resorpciji kosci . 4
L | A [ An /659\ Aktywacja
Resorpcja kosci Az WJUWM
T RUNXZ A | = e Osteoblasty P2Xs | P2V, | 4 RANKL
Réznicowanie - ® — Koaktywacia
l Ré2nicowanie ! 2 receptoréw PTH
Srédmigzszowe komorki zastawki
Hamowanie kalcyfikacji | A, 3 RB2Y, T Mineralizacja
TMineralizacja (szlak CAMP/PKA) | Aza - P2Y, l. IL-6

Rycina 1. Efekty aktywacji receptoréw dla nukleotydéw i adenozyny w procesach
zwiazanych z rozwojem stenozy aortalnej i miazdzycy tetnic.

Czerwone kwadraty przestawiaja patogenne efekty aktywacji poszczegoélnych podtypow receptorow
adenozynowych i nukleotydowych. Zielone kwadraty przedstawiaja protekcyjne dziatania zwigzane z ich
aktywacja. Czerwong czcionka podkreslono negatywne efekty aktywacji receptorow adenozynowych,
natomiast zielong — pozytywne efekty aktywacji receptorow nukleotydowych.

Zrédto: ,Rola nukleotydow i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miazdzycy tetnic”, Kutryb-Zajac et al.
Postepy Biologii Komorki 1/2017; Zatacznik — Praca D.
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2.1.5 Rodzaje transportu nukleozydow

Transport adenozyny i innych nukleozydoéw przez blong komdrkowa moze odbywac si¢
dwukierunkowo, zgodnie z gradientem st¢zen, na drodze dyfuzji utatwionej, poprzez
system transporterow ENT (ang. Equilibrative Nucleoside Transport system) lub jako
transport do komoérki w symporcie z jonem Na', poprzez system CNT (ang.
Concentrative Nucleoside —Transport —system).”® Wyszczegdlniono 2  podtypy
transporterow ENT, wrazliwe (es — ang. equilibrative sensitive) oraz niewrazliwe (ei —
ang. equilibrative insensitive) na hamowanie przez nitrobenzylotioinozyng (NBTI).”
Dotychczas zidentyfikowano 4 transportery ENT (ENT1-4). Ludzki ENT1 jest wrazliwy
na nanomolowe stezenie NBTI i odpowiada za translokacje nukleozydéw purynowych i
pirymidynowych.** Ponadto, hamowany jest przez dipirydamol. Do transporterow
niewrazliwych na NBTI, w st¢zeniu do 1 uM, nalezg pozostate transportery ENT2-4.
ENT2 wykazuje stabsze powinowactwo do naturalnie wystepujacych nukleozydow
purynowych i pirymidynowych, z wyjatkiem inozyny. Z kolei, transporter ENT3 posiada
struktur¢ charakterystyczng dla biatek btonowych lizosoméw i endosomow. Jego
aktywnos¢ uzalezniona jest od pH, a optimum wynosi 5,5, co $wiadczy o adaptacji do
kwasnego $rodowiska lizosomow. Transporter ENT4 réwniez wykazuje najwyzsza
aktywnos¢ w pH kwasnym 1 uwaza si¢, ze odpowiada za regulacj¢ stezenia
zewnatrzkomorkowej adenozyny w warunkach obnizonego pH, towarzyszacego
ischemii.*' Ze wzgledu na roznice w przenoszonych substratach, wyrdzniono 6 podtypow
systemu transportowego CNT, z ktorych zidentyfikowano i opisano 3 bialka
transportujace: CNT1-3. Transporter CNT1 wykazuje powinowactwo do nukleozydow
pirymidynowych i adenozyny.” CNT2 ma zdolno§¢ przenoszenia nukleozydow
purynowych i urydyny, podczas gdy CNT3 charakteryzuje szeroka specyficzno$¢
wzgledem przenoszonych substratoéw i obejmuje nukleozydy zaréwno purynowe, jak i
pirymidynowe.*

2.1.6 Katabolizm adenozyny w przestrzeni pozakomorkowej
Mechanizmem determinujacym pozakomoérkowe stezenie adenozyny, a co za tym idzie
jej dostepnos¢ dla poszczegdlnych receptorow, jest takze jej zewnatrzkomorkowy
katabolizm (Rycina 2). Enzymem katalizujacym reakcje hydrolitycznej deaminacji
adenozyny do inozyny lub 2’deoksyadenozyny do 2’deoksyinozyny jest deaminaza
adenozyny (ADA), ktéra wykazuje swoja aktywnos$¢ zarowno w komorkach, jak i na ich
powierzchni.** Opisano 2 izoformy tego enzymu.* Pierwsza z nich, ADA1, kodowana
jest przez gen ADA, znajdujacy si¢ na chromosomie 20q13.12. ADAI1 jest szeroko
rozpowszechniona w réznych typach komoérek, w tym w komorkach uktadu
immunologicznego i erytrocytach.*® Charakteryzuje si¢ podobnym powinowactwem do
adenozyny, jak do 2’deoksyadenozyny (Km = 52 uM), a optimum dziatania osiaga przy
pH 7-7,5." Na powierzchni komérki kotwiczona jest przez biatko CD26 lub receptory
adenozynowe 1 tworzy ekto-deaminaze adenozyny (eADA). Obok funkcji
enzymatycznej, eADA moze odgrywac istotng rol¢ jako czastka adhezyjna wigzac biatka
powierzchniowe, wystepujace na réznych komoérkach.”>*® Ponadto, utworzenie
kompleksu ADA1 z receptorami adenozynowymi moze uwrazliwia¢ receptory na
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adenozyne indukujac transdukcje przekazywanego sygnatu.* Izoforma ADA2,
kodowana przez gen CECRI znajdujacy si¢ na chromosomie 22ql1.2, jest mato
rozpowszechniona i wspotwystepuje z ADA1 tylko w monocytach i makrofagach.*~°
Cechuje si¢ kilkukrotnie wyzszym powinowactwem do adenozyny niz do
2’deoksyadenozyny, przy stosunkowo wysokiej wartosci Km dla adenozyny (Km = 2
mM). Optymalne pH dla jej aktywnosci wynosi ok. 6,5.%

P2X P2Y P1 Naczynie
Przestrzen wewnatzkomoérkowa ¢ . ﬂD mﬁﬂ krwionosne
PPIoe0co0 ho0000
PUSTRRN | IRTTREY 11 FRTRTR Y Eg%gg
P # zewngtrzkomork 3 SALd1

Komérki $ciany naczynia
(EC, VSMC, fibroblasty

Zastawka E i o inozyna
aortalna | adenozyna/
> AMP__/ urydyna
“4JUMP
: ADP ,
R T s miaki  as ubpP -
[Pracess AP _PUOF o

E-NTPD1
CD39

Przestrzen P Przestrzen
zewnatrzkomérkowa wewnatrzkomérkowa

Rycina 2. Schemat sygnalizacji purynergicznej w ukladzie sercowo-naczyniowym.

Uwolnione z komoérek nukleotydy aktywuja receptory P2 lub ulegaja zewnatrzkomodrkowej hydrolizie.
Pierwszym  enzymem  kaskady  katabolizmu  nukleotydow  jest  ekto-dwufosfohydrolaza
trojfosfonukleozydowa 1 (eNTPD1, CD39), przeksztatcajaca ATP przez ADP do AMP oraz UTP przez
UDP do UMP. AMP i UMP sa hydrolizowane przez ekto-5’nukleotydaze (e5’NT, CD73), a powstajaca z
AMP adenozyna degradowana jest przez ekto-deaminazg¢ adenozyny (cADA). Hydroliza
zewnatrzkomérkowych nukleotydow moze réwniez odbywacl si¢ alternatywna droga poprzez ekto-
pyrofosfatazy/ fosfodiesterazy nukleotydowe (eNPP1) oraz fosfataze alkaliczng (ALP) nie uwzglgdniong
na schemacie ze wzgledu na niewielki udziat w hydrolizie zewnatrzkomérkowego AMP, w stezeniach
fizjologicznych.

Zrédto: ,Rola nukleotydow i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miazdzycy tetnic”, Kutryb-Zajac et al.
Postepy Biologii Komorki 1/2017; Zatacznik — Praca D.
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2.2 Patogeneza stenozy aortalnej i miazdzycy tetnic

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego przebiegajace z miazdzyca tetnic i/lub ze
zwezeniem zastawki aortalnej (stenoza aortalng) sa jedng z glownych przyczyn
$miertelnosci w krajach rozwinigtych.”' Schorzenia te przyczyniaja sic do rozwoju
ostrego lub dlugotrwatego niedotlenienia narzadéow (miazdzyca) oraz niewydolnos$ci
mig$nia sercowego (stenoza aortalna). Wykazano, ze u ich podstaw lezg aktywne procesy
zwigzane z zaburzeniami funkcji regulacyjnych i metabolicznych komorki. > W
patogenezie stenozy aortalnej i miazdzycy tetnic scharakteryzowano szereg podobienstw.
Oba stany inicjuje uszkodzenie $rodblonka, odpowiednio naczyniowego Iub
zastawkowego, stymulowane przez turbulentny przeplyw krwi oraz wydluzong
ekspozycj¢ na czynniki promiazdzycowe/prostenotyczne, np. lipoproteiny LDL czy
zewnatrzkomérkowe nukleotydy.”**® Dochodzi do dyfuzji czasteczek LDL pod warstwe
srodbtonkowa. ™" Ich akumulacja i modyfikacja przez oksydacje oraz wzrost ekspresji
czastek adhezyjnych produkowanych przez komorki $rddbtonka, zapoczatkowuje
kaskade zapalng w obrgbie $ciany naczynia lub zastawki. Naplywajace monocyty i
limfocyty T infiltruja strukture tkanki, gdzie dochodzi do wchtaniania zmodyfikowanych
czasteczek LDL przez makrofagi i powstawania tzw. komoérek piankowatych. Interakcja
receptora CD40, wystepujacego na makrofagach, z ligandem CD40L, obecnym na
limfocytach, aktywuje klasyczng reakcje immunologiczng, bedaca przyczyna rozwoju
przewleklego stanu zapalnego.”®”” Zaréwno w obrebie patologicznie zmienionej $ciany
naczynia, jak i zastawki, wykazano podwyzszony poziom markeréw stanu zapalnego,
zwigkszone uwalnianie cytokin prozapalnych oraz naciek komoérek ukladu
immunologicznego, ztozony przede wszystkim z limfocytow T i makrofagow.” °' Na
dalszych etapach rozwoju miazdzycy i stenozy aortalnej dochodzi do aktywacji procesu
wioknienia.”*® Produkowane, gtownie przez limfocyty i makrofagi, metaloproteinazy
degraduja biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej, co prowadzi do rearanzacji jej struktury
1 ulatwia migracje komorek budujacych naczynia i zastawki (komoérki migsnidwki
gladkiej, komorki $rodmigzszowe zastawki aortalnej, fibroblasty) oraz komorki
patologicznie penetrujace ich strukturg (komorki zapalne).

W rozwoju miazdzycy i stenozy aortalnej opisano rowniez szereg roéznic, ktore moga
wynika¢ z odmienno$ci w budowie naczyn i zastawek. W $cianie naczynia, kluczowa
role odgrywa proliferacja i migracja komorek miesniowki gladkiej z aktywacja ich
fenotypu wydzielniczego, co przyczynia si¢ do produkcji biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej, jej przebudowy i reorganizacji.** Obumierajace komorki
piankowate wraz z biatkami macierzy tworza widknisto-thuszczowa stabilng blaszke
miazdzycowa, ktorej struktura moze zosta¢ naruszona poprzez wpltyw aktywnosci
metaloproteinaz.”* Pekniccie i erozja blaszki jest wowczas bezposrednig przyczyna
zatkania $wiatta naczynia i niedotlenienia zaopatrywanego przez nie narzadu.

W stenozie aortalnej, proces patologiczny przebiega inaczej. Ze wzgledu na niewielka
liczbe komoérek migsniowki gladkiej, ich proliferacja i migracja nie odgrywa tu istotnej
roli. Kluczowe znaczenie przypisuje si¢ jednak $roédmigzszowym komodrkom zastawki,
bedacym formg komérek fibroblastopodobnych.”® Czynniki wzrostu i bodzce zapalne
stymulujg ich rdéznicowanie do komodrek miofibroblastopodobnych (dla ktorych
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charakterystyczne jest nabycie ekspresji alfa-aktyny migsniowki gtadkiej), co promuje
zalezng od tych komorek produkcje i przebudowe macierzy zewnatrzkomoérkowe;.
Dalsza stymulacja cytokinami, zewnatrzkomérkowymi nukleotydami i pojawiajacymi si¢
biatkami zwigzanymi z chondro- 1 osteogeneza inicjuje powstawanie
osteoblastopodobnych komoérek $rodmigzszowych zastawki, bedacych bezposrednig
przyczyng odktadania zwapnien.’® Pomimo pewnych sukcesow w profilaktyce i leczeniu
wczesne] oraz $redniozaawansowanej miazdzycy, obecnie jedyna metoda leczenia
stenozy aortalnej i zaawansowanych postaci miazdzycy jest interwencja chirurgiczna.’”®
Podkresla to znaczenie badan nad mechanizmami tych choréb oraz poszukiwaniem
nowych mozliwos$ci terapeutycznych zwigzanych, przede wszystkim, z dzialaniem na
srodbtonek, regulacja stanu zapalnego oraz réznicowaniem i proliferacja specyficznych
typow komorek.

2.3 Znaczenie sygnalizacji purynergicznej w patologii stenozy aortalnej
i miazdzycy

Jako czastki sygnalowe, nukleotydy i ich katabolity, glownie adenozyna, odgrywaja
kluczowa role w regulacji procesow patologicznych, lezacych u podstaw miazdzycy i
stenozy aortalnej, takich jak: stan zapalny, aktywacja $rodblonka, réznicowanie i
proliferacja komorek, agregacja ptytek krwi oraz wioknienie i kalcyfikacja.” "' Jak
przedstawiono na Rycinie 1, aktywacja wigkszosci podtypéw receptorow
nukleotydowych w uktadzie sercowo-naczyniowym stymuluje zapalenie, aktywacje
srodbtonka, utlenianie czasteczek LDL, agregacj¢ plytek, witdknienie oraz remodeling
kostny. Z kolei, aktywacja receptorow adenozynowych w wigkszosci kompensuje
promiazdzycowe i prostenotyczne dziatania nukleotydow.**’> W tym aspekcie, na uwage
zastuguje zewnatrzkomérkowy metabolizm nukleotydow i adenozyny, ktéry odpowiada
za utrzymanie swoistej rownowagi pomi¢dzy uwolnionymi z komoérek nukleotydami a
produkowang drogg ekto-nukleotydaz adenozyng.

Badania z wykorzystaniem mysich modeli eksperymentalnych, potwierdzaja kluczowe
znaczenie ekto-enzymow zewnatrzkomoérkowego metabolizmu nukleotydéw w
zachowaniu homeostazy ukladu sercowo-naczyniowego. W Tabeli 2, pochodzacej z
pracy przegladowej bedacej czes$cig niniejszej rozprawy, zestawiono efekty zmian
aktywnosci poszczegolnych ekto-enzymow na rozwdj standw patologicznych lezacych u
podstaw stenozy zastawki aortalnej i miazdzycy t¢tnic.
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Cel Model Wptyw na aktywnos¢ | Efekt
terapeutyczny enzymatyczng
eNTPD1 CD39+/-/ApoE-/- l Promiazdzycowy >
(CD39) CD39-/-/ApoE-/- I Prozakrzepowy,
Promiazdzycowy (zwigkszony wychwyt
lipoptotein przez makrofagi) "
hCD39 Tg 1 Przeciwzakrzepowy '
eNPP1 :Eggt/__ lil Rozrost neointimy "
eNPP1-/- ! Wapnienie naczyn '*"’
eNPP1-/-ApoE-/- ! Zmniejszony naciek makrofagow
eNPP1 Tg | Insulinooporno$é, hiperglikemia "
Zespot metaboliczny *
TNAP TNAP-OE i Wapnienie naczyn *'
e5’NT CD73-/-ApoE-/- Promiazdzycowy *
(CD73) CD73-/- Prozakrzepowy **
l Prozapalny %
Stenoza zastawki aortalnej *
hCD73-/- Tg Wapnienie naczyn *°
eADA/ADAL1 | scid/scid/ApoE-/- Przeciwmiazdzycowy *’
ADA-/- ! Przeciwzapalny **

Tabela 2. Wplyw zmian aktywnosci ekto-enzyméw metabolizmu nukleotydéw i adenozyny
na rozwdj patologii sercowo-naczyniowych w mysich modelach eksperymentalnych.

Kolorem pomaranczowym zaznaczono procesy promujace rozwoj miazdzycy tetnic i stenozy zastawki
aortalnej, a kolorem zielonym — procesy przeciwdziatajace rozwojowi tych schorzen.

Na podstawie: ,,Rola nukleotydow i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miazdzycy tetnic”, Kutryb-Zajac
et al. Postegpy Biologii Komorki 1/2017; Zatacznik — Praca D.

Wykazano, ze u myszy czeSciowo lub catkowicie pozbawionych aktywnosci eNTPDI
obserwuje si¢ fenotyp promiazdzycowy i prozakrzepowy.’>* Podobnie, brak
aktywnosci e5’NT przyczynia si¢ do aktywacji stanu zapalnego, stymulacji kalcyfikacji
naczyn oraz dzialania prozakrzepowego i promiazdzycowego®™ ***!. Z kolei,
wyciszenie genu kodujacego deaminaze¢ adenozyny 1, czego efektem jest zahamowanie
jej zewnatrz- 1 wewnatrzkomorkowej aktywno$ci, skutkuje silnym efektem

. 87,88
przeciwzapalnym.®”

Znaczenie tego enzymu, szczeg6lnie w aspekcie funkcjonowania
uktadu immunologicznego, potwierdza obraz kliniczny mutacji w obrgbie genu ADA,
objawiajacy si¢ jako ciezki ztozony niedobér odpornosci immunologicznej (SCID).”
Zaburzenia aktywno$ci innych enzyméw zewnatrzkomérkowych przemian nukleotydow
roéwniez moga leze¢ u podstaw stenozy aortalnej i miazdzycy tetnic. Wykazano, ze spadek
lub catkowity brak aktywnosci eNPP1 w mysich modelach, stymuluje rozrost neointimy,
wapnienie blaszki miazdzycowej 1 ektopowa kalcyfikacje naczyn, jednoczesnie hamujac

. . o . 7578
naciek makrofagdéw w $cianie naczynia.

Jednym z mechanizméw tlumaczacych to
zjawisko jest obnizona produkcja pirofosforanu odtaczanego od ATP podczas reakcji
katalizowanej przez eNPP1. Postuluje si¢, ze pirofosforan, bedacy inhibitorem
kalcyfikacji, stymuluje przyleganie monocytow i makrofagéw poprzez wzrost ekspres;ji
osteopontyny.”®”® Zalezny od spadku aktywnosci eNPP1 przerost neointimy jest
natomiast skutkiem innych mechanizméw 1 moze wynika¢ ze wzrostu ekspresji biatka
homologicznego C/EBP (CHOP).” Uwaza si¢, Ze ektopowe wapnienie naczyn i zastawek

moze by¢ réwniez efektem wzrostu aktywnosci niespecyficznej fosfatazy alkalicznej,

18




odpowiadajacej za degradacje hamujacego wapnienie pirofosforanu do fosforanu
nieorganicznego, bedacego stymulatorem kalcyfikacji.*'

Badania na tkankach ludzkich, réwniez sugeruja znaczace zmiany w aktywnos$ciach ekto-
enzymoéw degradujacych zewnatrzkomorkowe nukleotydy i adenozyne w patologiach
sercowo-naczyniowych. W nielicznych doniesieniach wykazano spadek aktywnosci
osoczowych ekto-nukleotydaz w przebiegu miazdzycy oraz zmiany aktywnosci
powierzchniowych ekto-enzymoéw w naczyniach pochodzacych z zabiegdw usunigcia
tetniaka aorty brzusznej.””* Szczegétowa charakterystyka oraz zbadanie zmian
aktywnosci ekto-enzymow metabolizmu nukleotydow i adenozyny oraz ich znaczenie w
miazdzycy jest nadrzgdnym celem niniejszej rozprawy i zostanie omowione w dalszych
czesciach pracy. Z kolei, nieopublikowane badania wykonywane w naszym zespole na
grupie ponad 100 pacjentow ze stenoza aortalng wykazaly spadek aktywnos$ci ekto-
enzymoéw degradujacych zewnatrzkomoérkowe nukleotydy na powierzchni ludzkich
skalcyfikowanych zastawek aortalnych, ktorym towarzyszyt wzrost aktywnosci
powierzchniowej ekto-deaminazy adenozyny.” Obserwowany uklad enzymatyczny
stymulowal utrzymywanie nukleotydoéw na powierzchni patologicznie zmienionych
zastawek oraz zwigkszong degradacj¢ adenozyny, mogacej przeciwdziata¢ negatywnym
skutkom dziatania nukleotydoéw. Ponadto, wykazano ujemne korelacje aktywnosci ekto-
nukleotydaz z parametrami zaawansowania stenozy aortalnej, takimi jak: predkoscia
maksymalng przez zastawke, polem powierzchni ujscia zastawki 1 gradientem
maksymalnym przez zastawke, okreslonymi za pomoca dopplerowskiego badania
echokardiograficznego. Wykazano takze ujemna korelacje ze stezeniem jonow Ca’’,
Mg*" i PO, w tkance zastawki. Z kolei aktywno$é eADA na powierzchni zastawki
korelowata z tymi parametrami dodatnio.

Doniesienia innych autoréw sugeruja, ze komorki srédmigzszowe pochodzace z ludzkich
stenotycznych zastawek aortalnych wykazuja zwigkszona ekspresje eNPP1.”° Procesowi
kalcyfikacji zastawki towarzyszy rowniez wzrost aktywnosci TNAP.®*" Jednoczesny
wzrost aktywnosci obu tych enzymow moze powadzi¢ do narastania zwapnien, poprzez
zwigkszong produkcje PPi i jego wykorzystanie na drodze hydrolizy katalizowanej przez
TNAP. Badania naszego zespotu z wykorzystaniem technik cytometrii przeplywowej,
immunohistochemii oraz pomiarow aktywnosci enzymatycznej z wykorzystaniem
HPLC-RP wykazaly, ze w zewnatrzkomorkowym katabolizmie nukleotydéw na
powierzchni zastawek istotna role odgrywaja rowniez eNTPD1 i ¢5°’NT.*"® Zrodtem
tych ekto-enzymow, jak rowniez aktywnosci eADA w sklacyfikowanych zastawkach
aortalnych, moga by¢ obok komoérek $rodmigzszowych zastawki, roéwniez komorki
srodbtonka oraz komorki uktadu immunologicznego infiltrujace zastawke, takie jak
makrofagi, limfocyty T pomocnicze i cytotoksyczne, oraz limfocyty B i granulocyty.”

Podsumowujac, sugerujemy, ze prostenotyczny fenotyp na powierzchni zastawek
aortalnych moze by¢ generowany przez wspotwystepujacy spadek aktywnosci eNTPD1
1 e5’NT oraz wzrost eADA, zwigzany ze stymulacja receptoréw wrazliwych na
nukleotydy i niskie st¢zenia adenozyny (np. receptor A2a).
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2.4 Przemiany nukleotydow i adenozyny na powierzchni komorki jako
cel terapeutyczny w chorobach sercowo-naczyniowych
Regulacja aktywnos$ci ekto-enzymow szlaku metabolizmu nukleotydow stanowi
obiecujace podejscie terapeutyczne w leczeniu stenozy zastawki aortalnej 1 miazdzycy
tetnic. W Tabeli 3, pochodzacej z pracy przegladowej bedacej cze$cig niniejszej
rozprawy, przedstawiono efekty dzialania farmakologicznych inhibitorow i aktywatorow
poszczegolnych ekto-enzymow.

Cel Badany zwigzek Wplyw na aktywnos§¢ | Efekt dziatania
terapeutyczny enzymatyczng
eNTPD1 Rozp. eNTPD1 1 Hamowanie reaktywnosci plytek krwi >
eNTPD1-3 Hamowanie wapnienia aorty/zastawki
eNPP1 ARLE67156 l aortalnej '
eNPP1-Fc il Hamowanie wapnienia naczyn "'
TNAP Lewamizol Hamowanie wapnienia komorek
Etidronat ! migéniowki gladkiej naczyn 102
e5S’NT Rozp. e5°’NT Uszczelnienie bariery $rodblonka '
Sulfasalazyna Przeciwzapalny "
Metotreksat 1 Przeciwzapalny '
Przeciwmiazdzycowy '
21 Przeciwmiazdzycowy '
Atorwastatyna Hamowanie wapnienia komorek
§rédmigzszowych zastawki aortalnej '’
eADA Atorwastatyna l Przeciwmiazdzycowy '™
(Zatacznik — Praca A)
2’deoksykoformycyna Przeciwzapalny, przeciwmiazdzycowy
l protekcyjny wzgledem $rodbtonka
(Zatacznik — Praca A)
EHNA l Przeciwzapalny '’
Kemferol | (Zatacznik — Przeciwmiazdzycowy '
Praca A), '

Tabela 3. Mozliwo$ci farmakologicznej regulacji aktywnos$ci ekto-enzymow metabolizmu
nukleotydow i adenozyny w terapii choréb sercowo-naczyniowych.

Kolorem zielonym zaznaczono wzrost, a kolorem niebieskim spadek aktywnosci enzymatyczne;j.

Na podstawie: ,,Rola nukleotydow i sygnalizacji purynergicznej w stenozie aortalnej i miazdzycy tetnic”, Kutryb-Zajac
et al. Postegpy Biologii Komorki 1/2017; Zatacznik — Praca D.

Dane przedstawione w Tabeli 3 podkreslaja potencjat stymulacji aktywnos$ci ekto-
nukleotydaz (eNTPD1 i e5’NT) w terapii przeciwptytkowej, regulacji funkcji §rodbtonka,
hamowaniu zapalenia i rozwoju blaszki miazdzycowej oraz wapnienia. Ponadto, rola tych
ekto-nukleotydaz na powierzchni zastawek serca moze okaza¢ si¢ kluczowa w
funkcjonowaniu protez zastawkowych, ktéorych wszczepianie jest obecnie jedyna
efektywna metodg leczenia stenozy aortalnej. Zastosowanie tych biatek na powierzchni
bioprotez, z wykorzystaniem metod inzynierii tkankowej, moze przyczyni¢ si¢ do
znaczacej poprawy ich funkcji i wytrzymatos$ci, co zostanie szerzej omoéwione w dalszych
czg$ciach pracy. Rowniez regulatory aktywnosci TNAP oraz eNPP1 moga znalez¢
zastosowanie terapeutyczne w kalcyfikacji naczyn 1 zastawek. Ponadto, warty
zainteresowania w leczeniu patologii sercowo-naczyniowych jest potencjat inhibitoréw
katabolizmu ktory
przedyskutowany w dalszych cze$ciach pracy. Z uwagi na to, gldownym celem niniejszej

zewnatrzkomorkowego adenozyny, zostanie  szczegdtowo
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rozprawy byto zbadanie aktywnosci zewnatrzkomdrkowych przemian nukleotydow i
adenozyny na powierzchni naczyn i zastawek serca oraz analiza zmian tych aktywnosci
w przebiegu patologii naczyniowych.

21



3. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto zbadanie zmian pozakomoérkowych przemian nukleotydow i
adenozyny w patologiach uktadu sercowo-naczyniowego oraz ocena potencjatu
terapeutycznego farmakologicznej modulacji tych procesow.

Szczegotowe cele pracy obejmowaly:
1. Zbadanie zwigzanych 2z procesem miazdzycowym zmian aktywnosci
zewnatrzkomoérkowych przemian nukleotydoéw i adenozyny na powierzchni mysich

1 ludzkich naczyn;

2. Identyfikacje komodrek bedacych zrédtem zwigkszonej aktywnos$ci ekto-deaminazy
adenozyny w mysim modelu miazdzycy;

3. Wplyw czynnikéw pro- i przeciwmiazdzycowych na aktywnosci ekto-enzymow
przemian nukleotydow w hodowlach mysich komorek srodblonka i makrofagow;

4. Poréwnanie aktywnos$ci ekto-enzymoéw przemian nukleotydéw i adenozyny na
powierzchni §winskich naczyn i zastawek serca;

5. Analiza wplywu réznych procedur przygotowania biologicznej protezy
zastawkowej na aktywnosci zewnatrzkomorkowych przemian nukleotydow;

6. Zbadanie wplywu zahamowania degradacji adenozyny na rozwoj zmian
miazdzycowych w mysim eksperymentalnym modelu miazdzycy.
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4. NAJWAZNIEJSZE WYNIKI BADAN

4.1 Zewnatrzkomorkowe przemiany nukleotydow i adenozyny
na powierzchni naczyn objetych procesem miazdzycowym

Aktywnos$¢ ekto-enzymow przemian nukleotydéw i adenozyny zostata zbadana na
powierzchni naczyn objg¢tych procesem miazdzycowym myszy szczepu CS57Bl/6J z
nokautem gendéw kodujacych apolipoproteing E i receptor dla lipoprotein o niskiej
gestosci (myszy ApoE-/-LDLR-/-; stanowigcych eksperymentalny model miazdzycy)
oraz ludzkich naczyn objetych procesem miazdzycowym.

Na pierwszym etapie badan, wykonano perfuzj¢ ex vivo rozgal¢zienia aorty brzusznej
zstgpujace] na tetnice biodrowe  6-miesigeznych myszy ApoE-/-LDLR-/-  (z
zaawansowang miazdzyca), roztworem soli Hanka zawierajacym substraty dla
poszczegblnych ekto-enzymoéw. Indywidualnie perfundowano naczynie 50 pM
adenozyna, a nastgpnie 50 uM ATP oraz AMP w obecnosci inhibitora deaminazy
adenozyny. Po 1-minutowej perfuzji roztworem ATP i AMP w przeptywie 0,4 ml/min
nie wykazano znaczacych réznic w przyroscie produktéw reakcji pomi¢dzy naczyniami
objetymi procesem miazdzycowym, a naczyniami kontrolnymi (Praca C, Ryciny 1 1 2).
Wykazano natomiast, znaczacy przyrost stezenia inozyny po perfuzji naczyn
miazdzycowych roztworem adenozyny, wzglgdem naczyn kontrolnych (Rycina 3).
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Rycina 3. Wzrost szybkosci degradacji zewnatrzkomodrkowej adenozyny w naczyniu
miazdzycowym.

Stezenie reagentow ekto-deaminazy adenozyny w plynie perfuzyjnym przed (dopfyw) i po 1
minucie perfuzji (odplyw) roztworem 50 puM adenozyny rozgalgzienia aorty brzusznej 6-
miesiecznych samcow myszy szczepu C57Bl/6J typu dzikiego (A) i ApoE-/-LDLR-/- (B).
Wiyniki przedstawiono jako §rednia = SEM, *p<0.05, **p<0.005 vs. myszy typu dzikiego, n=5,
analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu #-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; Zalacznik —

Praca C.
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W celu oceny zmian metabolizmu zewnatrzkomorkowych nukleotydéw i adenozyny w
trakcie rozwoju procesu miazdzycowego, wykonano pomiar catkowitych aktywnos$ci
ekto-enzymow w warunkach statycznych, na powierzchni reprezentacyjnego fragmentu
aorty, pochodzacego od myszy ApoE-/-LDLR-/-, na réznych etapach rozwoju procesu
patologicznego (Praca A, Rycina 1A-C).
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Rycina 4. Wzrost aktywnosci zewnatrzkomorkowej deaminazy adenozyny 1 (ADA1) w
naczyniu wyprzedza i koreluje z rozwojem blaszki miazdZzycowej 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,
analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji
ANOVA z podtestem Holm-Sidak.

Pole powierzchni ztogéw lipidowych (zmiany miazdzycowe) oraz akumulacja makrofagow
(sygnal CD68) w korzeniu aorty myszy ApoE-/-LDLR-/- (n=5-6) w réznych grupach wiekowych
(B); wyniki przedstawiono jako §rednia = SEM; ***p<(.001, ****p<0.0001, analize statystyczng
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; Zalacznik — Praca A.
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Wyniki tej czeéci badan nie wykazaly zmian w obrgbie aktywno$ci enzymow
degradujacych zewnatrzkomorkowy ATP (Praca A, Rycina 1A) w poszczegdlnych
grupach. Jednak wykazano réznice w aktywnos$ci enzyméw degradujacych
zewnatrzkomérkowy AMP, ktérego hydroliza na powierzchni naczyn miazdzycowych
byla obnizona we wszystkich grupach wiekowych (Praca A, Rycina 1B). Najistotniejsza
obserwacja tej czgsci badan byta wielokrotnie zwigkszona deaminacja
zewnatrzkomérkowej adenozyny do inozyny, ktora wzrastala wraz z rozwojem
patologicznego procesu w obrebie naczynia (Rycina 4A) oraz wyprzedzata takie zmiany
jak odktadanie lipidéw w $cianie naczynia (zmiany miazdzycowe), czy akumulacja
makrofagoéw (sygnat dla CD68, Rycina 4B).

W celu identyfikacji ekto-enzymow odpowiedzialnych za metabolizm nukleotydow i
adenozyny, wykonano pomiary st¢zenia produktéw reakcji w obecno$ci inhibitoréw
poszczegolnych enzyméw. Do tego celu postuzyly fragmenty aorty zstgpujacej
piersiowej 6-miesigcznych myszy ApoE-/-LDLR-/- i kontrolnych. Wykazano, ze
zar6wno w naczyniach objetych procesem miazdzycowym jak i naczyniach kontrolnych,
hydroliza ATP odbywa si¢ gldwnie przy udziale eNTPD1 (Praca A, Rycina 1E, F, 1, 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 dos$wiadczeniach na powierzchni naczyn ludzkich zbadano zmiany
aktywnosci ekto-enzymoéw przemian nukleotydéw 1 adenozyny zaleznie od stopnia
zaawansowania miazdzycy. Nie wykazano statystycznie znamiennych zalezno$ci
pomiedzy aktywnos$cia enzymow degradujacych zewnatrzkomodrkowe nukleotydy a
zaawansowaniem miazdzycy, jednak zaobserwowano pewne tendencje w kierunku
korelacji negatywnej migedzy szybko$cig hydrolizy ATP i AMP a st¢zeniem lipidow w
Scianie naczynia (Praca A, Rycina 8A, B). Z kolei aktywno$¢ naczyniowej ekto-
deaminazy adenozyny korelowala dodatnio z zaawansowaniem procesu miazdzycowego
(stezeniem lipidow, Rycina 5), co potwierdza znaczenie tego enzymu w przebiegu
ludzkiej miazdzycy.
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Rycina 5. Szybko§¢é zewnatrzkomoérkowej deaminacji adenozyny na powierzchni ludzkiej
aorty koreluje dodatnio ze stopniem zaawansowania miazdzycy.

Analiza korelacji pomiedzy szybko$cia naczyniowej deaminacji adenozyny a stgzeniem lipidow
w aorcie wstepujacej (n=12). Wyniki przedstawiono jako korelacja Spearman’a, wpdlczynnik
korelacji Spearman’a (q) i poziom istotnosci (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; Zatacznik — Praca A.

4.2 Identyfikacja komorek bedacych zrodlem zwi¢kszonej aktywnosci
ekto-deaminazy adenozyny w miazdzycy

Nastepnym etapem badan niniejszej rozprawy byla identyfikacja komorek
odpowiedzialnych za wzrost zewnatrzkomorkowej aktywnosci ekto-deaminazy
adenozyny. Do tego celu postuzyla analiza obecnosci i1 lokalizacji komodrkowej
deaminazy adenozyny w naczyniach i blaszcze miazdzycowej wykonana za pomoca
technik histologicznych i znakowania immunofluorescencyjnego.

Immunofluorescencja deaminazy adenozyny w przekroju poprzecznym korzenia aorty
potwierdzita znacznie wigkszg ilo§¢ tego biatka w naczyniach 6-miesigcznych myszy
ApoE-/-LDLR-/-, w poréwnaniu do myszy kontrolnych w tym samym wieku (Rycina
6A-D). Sygnat dla deaminazy adenozyny zlokalizowany byt w wewnetrznej warstwie
$ciany naczynia, zarowno na powierzchni blaszki miazdzycowej, jak 1 w czg$ciach
naczynia nie objetych formujaca si¢ blaszka (Rycina 6B).
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Rycina 6. Zrédlem naczyniowej deaminazy adenozyny (ADA) w miazdzycy sa komérki
Srodblonka i makrofagi.

Reprezentacyjne zdjecia  korzenia aorty (przekroj poprzeczny) barwionego
immunofluorescencyjne na obecno$¢ ADA (A, B). Pole powierzchni odpowiadajace sygnatowi
dla ADA (C) oraz procent catkowitego przekroju poprzecznego korzenia aorty zajety przez sygnat
dla ADA (D) u 6-miesigcznych myszy szczepu dzikiego (WT, n=5) i ApoE-/-LDLR-/- (n=8).
Wyniki przedstawiono jako §rednia + SEM, ***p<0.001, analiz¢ statystyczna przeprowadzono z
wykorzystaniem niesparowanego testu #-Studenta.

Reprezentacyjne zdjecia barwienia histologicznego OMSB oraz immunofluorescencyjnego na
obecnos¢ ADA (F) i czynnika von Willebranda (vWF) (G) blaszki miazdzycowej w pniu
ramienno-glowowym (BCA) 6-miesiecznych myszy ApoE-/-LDLR-/- (n=7) (E). Czerwone
strzatki wskazuja komorki srodbtonka, zotte — 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; Zalacznik — Praca A.
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Histologiczne barwienie OMSB pnia ramienno-gtlowowego (BCA) 6-miesigcznych
myszy ApoE-/-LDLR-/- pozwolilo uwidoczni¢ struktur¢ naczynia 1 blaszki
miazdzycowej, ze szczegolnym uwzglednieniem komorek migsnidwki gtadkiej, komorek
srodblonka, komorek piankowatych, kolagenu i blaszki sprezystej. Zestawienie zdjec¢
przekrojow  poprzecznych  BCA  barwionych OMSB i1 znakowanych
immunofluorescencyjnie wykazato, ze komorki $rodblonka (Rycina 6E-G) oraz w
pewnym stopniu komorki uktadu odpornosciowego, gtownie makrofagi (Praca A, Ryciny
2N-P, S3K-M) odpowiadaja za obecno$¢ deaminazy adenozyny w $cianie naczynia
objetego procesem miazdzycowym. W barwieniach immunofluorescencyjnych,
przeprowadzonych w pniu ramienno-glowowym (Praca A, Ryciny 2H-S i S3A-D),
korzeniu aorty (Praca A, Rycina S3E-J) oraz t¢tnicach wiencowych (Praca A, Rycina
S3K-P), z wykorzystaniem przeciwcial specyficznych dla poszczegdlnych podtypow
komorek, ostatecznie potwierdzono powyzsze zrodla deaminazy adenozyny w mysim
modelu miazdzycy.

4.3 Ocena wplywu czynnikow pro- i przeciwmiazdzycowych
na aktywnosci ekto-enzymow przemian nukleotydow na powierzchni
komorek srodblonka i makrofagow

Badania in vitro z wykorzystaniem linii mysich komorek §rodblonka H5V oraz mysich
makrofagdéw izolowanych z jamy otrzewnej postuzyly do oceny zmian aktywnosci ekto-
enzymOw wywotanych przez czynniki promiazdzycowe (takie jak nasycone kwasy
thuszczowe, cytokiny prozapalne, hiperglikemi¢ 1 hiperurykemi¢) oraz czynniki
przeciwmiazdzycowe (wielonienasycone kwasy tluszczowe, flawonoidy i statyny).
Wykazano, ze czynniki zapalne i nasycone kwasy tluszczowe stymulujg aktywno$¢
eADA (Rycina 7A, C), podczas gdy wielonienasycone kwasy thuszczowe 1 flawonoidy,
(np. kemferol) hamuja aktywno$¢ tego enzymu w komorkach §rodbtonka (Rycina 7C, E)
1 makrofagach (Praca A, Rycina 7F, I). Inne bodzce, takie jak hiperglikemia, kwas
moczowy czy jednonienasycone kwasy tluszczowe stymulowaty aktywno$¢ eADA
(Rycina 7B-D; Praca A, Rycina 71), natomiast atorwastatyna hamowata jej aktywnos¢
tylko w komoérkach s$rodbtonka (Rycina 7E). Badane czynniki nie wplywaly na

aktywnosci enzymdéw hydrolizujagcych nukleotydy adeninowe w  przestrzeni
pozakomorkowej (Praca A, Ryciny S5 1 S6).
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Rycina 7. Czynniki promiazdzycowe stymuluja zewnatrzkomérkowa deaminacje
adenozyny w mysich komérkach Srédblonka, podczas gdy flawonoidy i statyny hamuja
szybko$¢ tego procesu.

Szybkos¢ zewnatrzkomorkowej deaminacji adenozyny w linii mysich komorek srédbtonka H5V
stymulowanych przez 24h (37°C, 5% CO,) IL-6, lipopolisacharydem (LPS) (A), glukoza (glc)
(B), kwasami tluszczowymi (C), kwasem moczowym (D), kemferolem (kemf) i atorwastatyng
(atorwa) (E); n=4-10. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SEM; *p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001, ****p<0.0001 vs. kontrola (A, D), vs. kontrola osmotyczna (analogiczne st¢zenie
mannitolu — man) (B) lub vs. DMSO (0.5% v/v DMSO) (C, E), analizg statystyczna
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; Zatacznik — Praca A.
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4.4 Porownanie aktywnosci ekto-enzymow przemian nukleotydow
i adenozyny na powierzchni naczyn i zastawek serca

W celu poréwnania aktywnosci ekto-enzymow metabolizmu nukleotydow i adenozyny
migdzy niezmieniong patologicznie §ciang naczynia a powierzchnig zastawki serca,
wykorzystano fragmenty aorty wstgpujacej 1 zastawki aortalne pochodzace od §win.
Wykazano, ze powierzchnia zastawki aortalnej w poroéwnaniu do §ciany naczynia,
charakteryzuje si¢ dwa razy wyzsza aktywnos$cig ekto-nukleotydaz rozktadajacych
zewnatrzkomorkowe nukleotydy (Rycina 8A) i1 produkujacych adenozyne (Rycina 8B).
Z kolei aktywno$¢ ekto-deaminazy adenozyny na powierzchni zastawek byta nizsza niz
na powierzchni naczynia (Rycina 8C).
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Rycina 8. Powierzchnia niezmienionej patologicznie zastawki aortalnej charakteryzuje si¢
wysoka aktywnoS$cia ekto-enzymoéw odpowiedzialnych za usuwanie zewnatrz-
komérkowych nukleotydéw i produkcje adenozyny oraz zmniejszonym katabolizmem
adenozyny w stosunku do szybkoSci tych przemian na powierzchni aorty.

Hydroliza ATP (A), AMP (B) i deaminacja adenozyny (C) na powierzchni $winskiej aorty
wstepujacej 1 zastawki aortalnej po inkubacji z 50 pM ATP, AMP lub adenozyna. Wyniki
przedstawiono jako Srednia = SEM, n=4, *p<0.05, analiz¢ statystyczng przeprowadzono z
wykorzystaniem sparowanego testu #-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; Zatacznik —
Praca B.
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4.5 Wplyw procedury przygotowania biologicznej protezy zastawkowej
na aktywnos¢ enzymow zewnatrzkomorkowych przemian
nukleotydow adeninowych i adenozyny

Leczenie chirurgiczne jest obecnie jedyna efektywng metodg leczenia stenozy aortalne;.
Polega ono na wymianie lub wszczepieniu mechanicznej badz biologicznej protezy
zastawkowej. Protezy te sa jednak obarczone wieloma wadami. Wszczepienie protezy
mechanicznej zwigzane jest z konieczno$cig wiaczenia terapii przeciwzakrzepowe;.
Ponadto jest ona podatna na infekcje. Zastosowanie biologicznych protez zastawkowych
zmniejsza ryzyko wystapienia powiktan zakrzepowych, jednak dostgpnos¢ zastawek do
przeszczepéw od ludzkich dawcow (alloprzeszczep) jest ograniczona. W obliczu
znacznego zapotrzebowania na zabiegi wymiany i wszczepienia zastawki aortalnej,
nadzieje budzi zastosowanie zastawek pochodzacych od innych gatunkow
(ksenoprzeszczep), przede wszystkim od $§win. Gtownym problemem ksenotransplantacji
jest jednak perspektywa odrzucenia przeszczepu, wynikajaca z migdzygatunkowej
niezgodnosci tkankowej. Dlatego, odpowiednie procesowanie zastawek §winskich ma
kluczowe znaczenie w uzyskiwaniu w pehli funkcjonalnych, nieimmunogennych
biologicznych protez zastawkowych.

Kolejnym aspektem badan niniejszej rozprawy byla takze analiza wptywu powszechnie
stosowanych metod decelularyzacji zastawek §winskich, wykorzystywanych w trakcie
tworzenia bioprotez, na aktywno$¢ ekto-enzyméw zewnatrzkomorkowego metabolizmu
nukleotydéw i adenozyny. Wykazano, ze decelularyzacja z zastosowaniem detergentu
(0.1% SDS) catkowicie eliminuje wszystkie aktywnosci ekto-enzyméw metabolizmu
nukleotydéw i adenozyny, podczas gdy zastosowanie lizy hipotonicznej prowadzi do
zachowania aktywnos$ci ekto-nukleotydaz (Rycina 9A-B). Niewielka aktywno$¢ ekto-
deaminazy adenozyny w stosunku do obserwowanej w zastawce natywnej nie byla
efektem decelularyzacji ale wynikata z czasu traktowania, co $wiadczy o stosunkowo
nietrwatym wigzaniu tego biatka do powierzchni komorek (Rycina 9C). Zachowanie
aktywnosci  ekto-nukleotydaz, degradujacych zewnatrzkomérkowe nukleotydy
adeninowe (o wtasciwos$ciach prozapalnych i prozakrzepowych), odpowiedzialnych za
produkcje adenozyny (mogacej przeciwdziata¢ odrzucaniu przeszczepu) moze mieé
kluczowe znaczenie w tworzeniu bioprotez zastawkowych. Jedna z mozliwosci
zachowania tych enzymow na powierzchni struktur zastawkowych jest wlasciwe
przygotowanie zastawek swinskich. Jednak niezgodno$¢ gatunkowa pozostawionych na
swinskiej zastawce bialek moze wywolywa¢ efekty immunogenne. Z tego wzgledu
optymalnym rozwigzaniem jest pozyskiwanie ,rusztowan” bioprotez z zastawek
swinskich, ich efektywna decelularyzacja z usunigciem wszystkich immunogennych
biatek, a nastgpnie recelularyzacja ludzkimi komorkami, posiadajacymi na swojej
powierzchni ekto-enzymy, umozliwiajace efektywna degradacj¢ nukleotydow
adeninowych i produkcje adenozyny w mikrosrodowisku zastawki.
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Rycina 9. Aktywno$ci ekto-enzymoéw hydrolizujacych zewngtrzkomérkowe nukleotydy
adeninowe i produkujacych adenozyne sa zachowane po decelularyzacji zastawek
Swinskich z wykorzystaniem lizy hipotonicznej, podczas gdy zastosowanie decelularyzacji
z wykorzystaniem detergentu eliminuje te aktywnosci.

Szybkos¢ hydrolizy ATP (A), produkcji adenozyny (B) i produkeji inozyny (C) na powierzchni
natywnej i decelularyzowanej (liza hipotoniczng i detergentem) swinskiej zastawki aortalnej po
30-min inkubacji ptatkow zastawki odpowiednio z 50 uM ATP, AMP lub adenozyna. Wyniki
przedstawiono jako $rednia + SEM; n=8; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, analiz¢ statystyczna
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; Zatacznik —
Praca B.
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4.6 Wplyw hamowania ekto-deaminazy adenozyny na rozwoj miazdzycy
i ocena jego potencjalu terapeutycznego

Wyniki  badan  zawarte w  niniejszej rozprawie podkreslaja  znaczenie
zewnatrzkomorkowego metabolizmu adenozyny w $cianie naczynia objetego procesem
miazdzycowym, obejmujacego przede wszystkim wzrost aktywnosci ekto-deaminazy
adenozyny w komorkach $rodbtonka. Potencjal terapeutyczny hamowania aktywnosci
tego enzymu zostal zbadany z wykorzystaniem inhibitora deaminazy adenozyny —
2’deoksykoformycyny (dCF). dCF stosowana jest w praktyce klinicznej w leczeniu
biataczek oraz w chorobie przeszczep przeciwko gospodarzowi i w wysokich dawkach
wykazuje silne dziatanie immunosupresyjne. Celem zastosowania dCF w
prezentowanych badaniach byta ocena jej wptywu na rozwdj procesu miazdzycowego u
myszy ApoE-/-LDLR-/-. Dla uniknig¢cia efektu immunosupresyjnego zminimalizowano
jej dawke do 0.2 mg/kg masy ciala. U myszy traktowanych dCF, wykazano znaczng
redukcje przyrostu blaszki miazdzycowej, 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-glowowego (Rycina 10). Ponadto, barwienie OMSB wykazato wplyw dCF na
stabilizacj¢ juz istniejacej blaszki miazdzycowej (Rycina 10A, D). Zastosowanie niskiej

dawki dCF wywolato rowniez inne efekty ogolnoustrojowe i naczyniowe, takie jak
wzrost stezenia adenozyny we krwi obwodowej (Praca A, Rycina 4A), co zwigzane byto
ze zwigkszeniem jej st¢zenia zewnatrzkomorkowego. Ponadto, dCF wplyneta m.in. na
redukcj¢ parametréw stanu zapalnego (Praca A, Rycina 4B i C) i wyktadnikow aktywacji
srodblonka (Praca A, Rycina 4D-J), wzrost stezenia azotynéw w osoczu (Praca A, Rycina
4K), $wiadczacych o zwigkszonej produkcji tlenku azotu przez $ciang naczynia oraz
spadek stezenia triacylogliceroli w osoczu (Praca A, Rycina 4P). Nie zaobserwowano
immunosupresyjnego dziatania dCF (Praca A, Tabela 1), co bytoby gtéwnym skutkiem
hamowania wewnatrzkomorkowej deaminazy adenozyny. Zakladamy zatem, ze
wigkszo$¢ z obserwowanych efektoéw byla wynikiem hamowania ekto-enzymu
rozktadajacego adenozyn¢ w przestrzeni pozakomorkowe.
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Rycina 10. Deoksykoformycyna (dCF) hamuje rozw6j miazdzycy u myszy ApoE-/-
LDLR-/-.

Reprezentacyjne zdjecia histologicznego barwienia OMSB (A-F) pnia ramienno-glowowego
(BCA) myszy ApoE-/-LDLR-/- traktowanych deoksykoformycyng (dCF) oraz kontrolnych, w
odcinku proksymalnym (A, D), srodkowym (B, E) i dystalnym (C, F) BCA. IloSciowa analiza
blaszki miazdzycowej (G) w BCA myszy ApoE-/-LDLR-/- traktowanych dCF (n=5) oraz
kontrolnych (n=6). Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SEM; *p<0.05, **p < 0.01, analizg
statystyczna 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; Zatacznik — Praca A
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S.

WNIOSKI

Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan wchodzacych w sktad
publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej sg nastepujace:

1.

Naczynia obj¢te procesem miazdzycowym charakteryzuja si¢ zmiang profilu
aktywnosci ekto-enzymow metabolizujacych nukleotydy adeninowe i adenozyne,
prowadzac do zmniejszonej produkcji i zwigkszonej degradacji adenozyny. W
szczeg6lnosci dochodzi do wielokrotnego wzrostu aktywnosci ekto-deaminazy
adenozyny (eADA), co poprzedza pojawienie si¢ blaszki miazdzycowe;.

Zwigkszona aktywno$¢ eADA pochodzi z aktywowanych komorek §rodbtonka
1 infiltrujacych $ciang naczynia makrofagow. Podkresla to znaczenie eADA jako
markera aktywacji $rédbtonka i stanu zapalnego w $cianie naczynia.

Czynniki promiazdzycowe (nasycone kwasy thuszczowe i cytokiny prozapalne)
dziataja stymulujaco, a czynniki przeciwmiazdzycowe (wielonienasycone kwasy
thuszczowe 1 flawonoidy) hamujaco na aktywno$¢ eADA na powierzchni
komorek $rédbtonka i makrofagow.

Zastawki aortalne charakteryzuje wyzsza aktywno$¢ ekto-nukleotydaz i nizsza
aktywno$¢ eADA, w poréwnaniu do §ciany naczynia, co podkresla szczeg6lne
znaczenie tych przemian dla funkcji zastawki.

Aktywnosci ekto-nukleotydaz produkujacych adenozyn¢ na powierzchni
bioprotez zastawkowych sa zalezne od procedury ich przygotowania -
fagodniejsza decelularyzacja pozwala na zachowanie tych aktywno$ci. Moze to
mie¢ wplyw na wytrzymatos$¢ i funkcjonalno$¢ protez zastawkowych.

Zahamowanie eADA prowadzi do znaczacego spowolnienia rozwoju zmian
patologicznych w eksperymentalnym modelu miazdzycy. Modyfikacja
aktywnosci ekto-enzymoéw przemian nukleotydoéw adeninowych i adenozyny
stanowi obiecujacg strategi¢ 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.' Nucleotides such as ATP
and GTP that have high-energy bonds act as carriers of energy which originates from
cellular respiration and catabolic pathways.' In addition, nucleotides are responsible for
cell signaling (¢cAMP, cGMP)?, act as allosteric effectors (ATP, AMP)', are the enzyme
cofactors (NAD', NADP', FMN, FAD)** and participate in biosynthesis processes,
including glycogen and glycosaminoglycans (UTP) or phospholipids (CTP) synthesis.’
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.®’ 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.® 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.”'® 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.® 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 Vascular Cardiomyocytes | Platelets Erythrocytes | Immune cells
cells smooth muscle
cells
Stimuli Shear stress, Hyperglycemia, | Hypoxia Collagen, Hypoxia, Activators of
hypoxia, hypoxia thromboxane, | adrenaline, inflammation
hyperglycemia other platelet | deformations
activators
Released nucleotides | ATP, UTP ATP, UTP ATP, UTP ADP > ATP ATP ATP
Vesicular + + + T
5 Hemichanels + + + + + +
2‘ Anion T n
g [ ABC + + + + + +
= transporters
Reference 112 13,14 15,16 17,18 19,20 2122

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.”> Two groups of P2 receptors were described: P2X and
P2Y.** P2X receptors are membrane ion channels for cations Na‘, K" and Ca®" 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).”> 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.” 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).*® 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.?” 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).***° Furthermore, some evidence suggests the presence of ecto-kinases that
catalyze the formation of nucleotides on the cell surface.”® 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.’' ™

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.”* All subtypes of adenosine receptors (Al,
A2a, A2b and A3) belong to the family of G-protein coupled receptors.” 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).”> 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.*">%
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).® Two types of ENT transporters have been
identified, es — equilibrative sensitive: blocked by NBTI (nitrobenzylthioinosine) and ei
- equilibrative insensitive: not blocked by NBTL* Four ENT proteins have been
described (ENT1-4). Human ENT1 is sensitive to nanomolar concentrations of NBTI.
ENT]1 is responsible for the translocation of both purine and pyrimidine nucleosides.*
Moreover, it is also inhibited by dipyridamole. Transporters insensitive to NBTI at a
concentration of 1 pM 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.*'
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.
CNT!1 transporter has an affinity for pyrimidine nucleosides and adenosine.*” 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.

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.** Two isoforms of this enzyme have
been described.* The first, ADAI is encoded by the 4DA gene located on the
chromosome 20q13.12 and it is widely distributed in various types of cells, including
immune cells and erythrocytes.”® ADA1 has comparable affinity for adenosine as to
2'deoxyadenosine (Km = 52 uM) and its optimum is at a pH of 7-7.5.*” 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.***
Furthermore, the complexes of ADA1 with adenosine receptors can sensitize adenosine
receptors for its agonists and hence induce a receptor signal transduction.*” The second
isoform, ADA?2 is encoded by the CERCI gene located on the chromosome 22q11.2.%
ADA?2 is expressed with ADA1 only in monocytes and macrophages.™ 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."
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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.”’ 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.”>*®> 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.’**® Next, LDL particles diffuse under the endothelial layer.®”’ 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

.. . 5859
chronic inflammation.”

proinflammatory cytokines and immune cells infiltrate, composed of T cells and

Increased levels of inflammatory markers, enhanced release of

macrophages, were observed in both, pathologically changed vessels and aortic valves.””"
%! Fibrosis is characterized for the later stages of atherosclerosis and aortic stenosis.*>®’
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.** 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.® 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.®® 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.®”*® 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.”””' 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.”*’* 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 Model Impact on Effect
target enzymatic
activity
eNTPD1 CD39+/-/ApoE-/- | Pro-atherosclerotic **
(CD39) CD39-/-/ApoE-/- U Pro-thrombotic,
Pro-atherosclerotic (enhanced lipoprotein
uptake by macrophages) "’
hCD39 Tg D Anti-thrombotic "
eNPP1 :Eggt/__ lll Neointima formation "
eNPP1-/- | Vascular calcification "7’
eNPP1-/-ApoE-/- | Diminished infiltration of macrophages "
eNPP1 Tg ) Insulin resistance, hyperglycemia ”
Metabolic syndrome *°
TNAP TNAP-OE 1 Vascular calcification *'
e5’NT CD73-/-ApoE-/- Pro-atherosclerotic **
(CD73) CD73-/- Pro-thrombotic **
! Pro-inflammatory *> **
Aortic valve stenosis *
hCD73-/- Tg Vascular calcification *
eADA/ADA1 | scid/scid/ApoE-/- Anti-atherosclerotic *’
ADA-/- ! Anti-inflammatory **

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.’>”** Similarly, lack of e5’NT contributes to the
activation of inflammation, vascular calcification and pro-atherosclerotic and pro-
thrombotic phenotype.*******! In turn, silencing of ADA gene results in diminished
degradation of extracellular and intracellular adenosine and has a strong anti-
inflammatory effect.®””® 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).”” 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
7578 1t 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.”®

calcification, simultaneously inhibiting vascular infiltration of macrophages.
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¥ Neointimal hyperplasia in eNPP1 deficient mice is dependent on different mechanisms
and may result from increased expression of C/EBP homologous protein (CHOP).” 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.®’

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.””* 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.” 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 PO, 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.%® Although, calcification of the valve is also accompanied
by an increase in activity TNAP.®*" 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.”"”® 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.”

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 Compound Impact on Effect
target enzymatic activity
eNTPD1 Soluble eNTPD1 1 Inhibition of platelet reactivity *
eNTPD1-3 Inhibition of aorta/ aortic valve
eNPP1 ARLO7156 l calcification '
eNPP1 eNPP1-Fc i) Inhibition of vascular calcification "'
TNAP Levamisole Inhibition of vascular smooth muscle cells
Etidronate l calcification '
e5’NT Soluble e5°’NT Endothelial barrier improvement '”*
Sulfasalazine Anti-inflammatory "
Methotrexate 1 Anti-inflammatory '
Anti-atherosclerotic '
117 Anti-atherosclerotic '*°
Atorvastatin Inhibition of valvular interstitial cell
calcification '
eADA Atorvastatin | (Appendix — Anti-atheroscleotic '®
Paper A)
2’deoxycoformycin Anti-inflammatory, anti-atheroclerotic,
l Endothelial cells protection (Appendix —
Paper A)
EHNA l Anti-inflammatory "'’
Kempherol I (Appendix — Anti-atherosclerotic '
Paper A), '

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 (C57B1/6] 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 uM adenosine
and then 50 uM 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).
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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 uM adenosine of the aortoiliac bifurcation of 6 month-old male C57Bl1/6J 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 ¢-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,
eNTPDI1 is mainly responsible for the ATP hydrolysis (Paper A, Figure 1E, F,1,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.

S _ 2.5
w9
[ A } =
2 201 p=0.73
8= P <0.01
& S 1.5 %o
o g N e
T
22 1.0 o
E (@] P L)
3 2 0.5
O =
) =
g OC 1 |} 1 1
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Vascular adenosine deamination
[nmol/min/cm?]

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.
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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<(.001, statistical analysis was performed by unpaired Student #-test.

Representative images of OMSB staining and immunofluorescence for ADA (F) and von
Willebrand factor (vVWF) (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

71), 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 (37°C, 5% CO,) 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).
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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 uM 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 #-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 pM 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 SA-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.

56



OMSB staining

proximal BCA middle BCA distal BCA

ApoE-/-LDLR-/-

LL
O
©
(@)
x
=
(&)
€
N
o

e Control
—_ = 0.2 mg/kg dCF
] % *
2 100- - . . * : —
© °
@ 30 °
g > 60 . .
S ®
8 £ 40 "
- 201 =t
'06 ]
< 0
Proximal Middle Distal
BCA BCA BCA

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.

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.

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.

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.

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.

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 uktadu sercowo-naczyniowego sg jedng z gldéwnych przyczyn $miertelnosci w
krajach rozwinigtych. U podstaw ostrej i przewlektej dysfunkcji mig$nia sercowego leza
najczesciej takie patologie jak miazdzyca t¢tnic 1 stenoza zastawki aortalnej. Sygnalizacja
purynergiczna jest waznym mechanizmem utrzymujacym homeostaz¢ uktadu sercowo-
naczyniowego. Uwalniane z komoérek nukleotydy i produkty ich zewnatrzkomodrkowej
degradacji petnig funkcje czastek sygnalowych regulujacych skurcz naczyn, agregacje
ptytek krwi, stan zapalny, proliferacj¢ komorek i przebudowe kosci. Efekty te zwigzane
sa z aktywacja receptoréw purynergicznych, wystepujacych na powierzchni komorek
naczyn krwionos$nych, zastawek i krwi obwodowej. Przedmiotem pracy byla ocena zmian
1 znaczenie aktywno$ci ekto-enzymow przemian nukleotydéw adeninowych i adenozyny
w patologiach sercowo-naczyniowych, takich jak miazdzyca t¢tnic oraz choroba zastawki
aortalne;j.

Przeprowadzone eksperymenty wykorzystywaly hodowle komoérkowe, modyfikowane
genetycznie myszy podatne na miazdzyce, fragmenty ludzkich i $winskich naczyn
krwionosnych oraz zastawek serca. Zastosowane techniki badawcze obejmowaty
wysokosprawng chromatografie cieczowa, spektrometri¢ mas, techniki histologiczne, w
tym immunofluorescencyjne oraz standardowe procedury biochemiczne.

W pracy wykazano zmiany profilu aktywno$ci ekto-enzymdéw metabolizujacych
nukleotydy adeninowe i adenozyn¢ na powierzchni mysich i ludzkich naczyn objetych
procesem miazdzycowym. Szczegoélnie interesujacy byl wielokrotny wzrost aktywnos$ci
ekto-deaminazy adenozyny (eADA). Zmiana ta wyprzedzata pojawienie si¢ blaszki
miazdzycowej w mysim eksperymentalnym modelu miazdzycy. Zwigkszona aktywno$¢
eADA w S$cianie naczynia pochodzita z aktywowanych komorek srodbtonka i
infiltrujacych makrofagéw. Wykazano, ze czynniki promiazdzycowe (cytokiny
prozapalne 1 nasycone kwasy tluszczowe) zwigkszaja aktywno$s¢ eADA w mysich
komorkach $rodbtonka i makrofagach, podczas gdy czynniki przeciwmiazdzycowe
(wielonienasycone kwasy tluszczowe i flawonoidy) zmniejszaja te aktywnos¢. Ponadto,
badania z wykorzystaniem $winskich naczyn krwiono$nych i zastawek aortalnych
wykazaly, ze powierzchnia zastawki charakteryzuje si¢ wyzsza aktywnoscig ekto-
nukleotydaz przeksztalcajacych nukleotydy adeninowe w adenozyne 1 nizsza
aktywnosciag eADA niz w naczyniu, co podkresla znaczenie tych przemian dla funkcji
zastawki. Dalsze badania wykazaty, ze aktywnos$ci ekto-nukleotydaz produkujacych
adenozyn¢ na powierzchni bioprotez zastawkowych sg zalezne od procedury ich
przygotowania - fagodniejsza decelularyzacja pozwala na zachowanie tych aktywnosci,
co moze mie¢ wpltyw na wytrzymato$¢ i funkcjonalnos$¢ protez zastawkowych. Ponadto
wykazano, ze zahamowanie aktywno$ci eADA w eksperymentalnym modelu miazdzycy
u myszy prowadzi do znaczacego zmniejszenia patologicznych zmian naczyniowych.
Szlaki zewnatrzkomorkowego metabolizmu nukleotydéw adeninowych i1 adenozyny
ulegajg istotnym zaburzeniom w patologiach sercowo-naczyniowych, a zmiany te moga
by¢ markerem toczacego si¢ procesu patologicznego oraz dobrym celem terapeutycznym.

65



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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