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1. WYKAZ SKROTOW / ABBREVIATIONS

Ado
ADP
AMP
apoB
ATP
CAVD

CAVS

Cbfal

ESNT (CD73)

eADA

EHNA

eNPP1

ENTPDI (CD39)

GPI
hAVEC

hAVIC

HBSS
HPLC

Ino

LDL

adenozyna / adenosine

adenozyno-5’-difosforan / adenosine 5 -diphosphate
adenozyno-5’-monofosforan / adenosine 5’-monophosphate
alipoproteina B / alipoprotein B

adenozyno-5’-trifosforan / adenosine 5 -triphosphate

zwezenie zastawki aortalnej ze zwapnieniem/ calcific aortic valve
disease

stwardnienie zastawki aortalnej ze zwapnieniem / calcific

aortic valve sclerosis

podjednostka alfa 1 czynnika wigzacego / core-binding factor subunit
alpha-1

ekto-5’-nukleotydaza / ecto-5'-nucleotidase

ekto-deaminaza adenozyny / ecto-adenosine deamnase

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

pirofosfodiesteraza/pirofosfoataza ektonukleotydowa 1/ Ectonucleotide
phosphodiesterase/pyrophosphatase 1

ektodifosfohydrolaza trifosfonukleozydowa-1 / ectonucleoside
triphosphate diphosphohydrolase-1

glikozylofosfatydyloinozytol / glycosylphosphatidylinositol

ludzkie komorki §rodblonka zastawki aortalnej / human aortic valve
endothelial cells

ludzkie komorki srodmiagzszowe zastawki aortalnej / human aortic
valve interstitial cells

zbalansowany roztwor soli Hanka / hank’s balanced salt solution
wysokosprawna chromatografia cieczowa / high-performance liquid
chromatography

inozyna / inosine

lipoproteina o matej gestosci / low-density lipoprotein



mRNA
ox-LDL

pAVEC

pAVIC

Pl

P2
P2X
P2Y
RANK

SEM
VEC
VIC

matrycowy kwas rybonukleinowy / messenger ribonucleic acid
utleniona lipoproteina o matej gestosci / oxidized low-density
lipoprotein

swinskie komorki §rédblonka zastawki aortalnej / pig aortic valve
endothelial cells

swinskie komorki §rodmigzszowe zastawki aortalnej / pig aortic valve
interstitial cells

receptory purynowe typu 1 / purinergic receptors type 1

receptory purynowe typu 2 / purinergic receptors type 2

receptory purynowe 2X / purinergic receptors 2X

receptory purynowe 2Y / purinergic receptors 2Y

aktywator receptora jadrowego czynnika kB / receptor activator of
nuclear factor kB

standardowy btad Sredniej / standard error of the mean

komorki $§rodbtonka zastawki aortalnej / aortic valve endothelial cells
komorki $rédmigzszowe zastawki aortalnej / aortic valve

interstitial cells
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3. WSTEP

3.1.Zastawka aortalna serca 1 jej mineralizacja

Zastawka aortalna serca sklada si¢ z trzech ptatkoéw poétksiezycowatych: tylnego,
prawego 1 lewego, ktorym na $cianie aorty odpowiadaja uwypuklenia tworzac razem trzy
zatoki aorty. Histologicznie zastawka aortalna sktada si¢ z trzech warstw: skierowanej ku
komorze serca, $rodkowej i warstwie zwréconej ku $wiathu aorty' z wyraznie
zaznaczonymi warstwami zastawkowych komorek §rodbtonka (ang. valve endothelial
cells, VEC)
1 komorek $rédmiazszowych (ang. valve intrestital cells, VIC)>. Warstwa komorek
srédbtonka pokrywa powierzchni¢ aortalng i komorowa zastawki, natomiast warstwa
srodkowa zawiera komorki $rodmiazszowe i macierz pozakomoérkowa®. Wykazano, ze
roznicowanie komorek $rodmigzszowych do komoérek podobnych do miofibroblastow
nasila zmiany w macierzy zewnatrzkomorkowej. Z kolei ich réznicowanie w kierunku
osteoblastow jest jedng z przyczyn zwapnienia zastawki aortalnej” °. Roéznicowanie
komorek §rodmiazszowych zastawki aortalnej jest wynikiem ich patologicznej stymulacji
przez cytokiny. Uwaza si¢, ze wazng role w procesie zwapnienia zastawki odgrywaja
takze nukleotydy zewnatrzkomérkowe®.

Stenoza zastawki aortalnej serca (CAVD) jest jedna z najczgstszych patologii serca
w starzejacej sie populacji Europy Zachodniej i Ameryki Potocnej’. U okoto 30% os6b
powyzej 60 roku zycia wystepuje zwapnienie zastawki aortalnej serca (ang. calcific aortic
valve sclerosis, CAVS), ktoéra jest wczesng postacia CAVD. Wiele czynnikow ryzyka,
w tym ple¢, wiek, hipercholesterolemia, nadci$nienie czy palenie tytoniu, przyczynia si¢
do rozwoju choroby’. Choroba postepuje w kilku etapach: od poczatkowych zmian w
biologii komorek zastawki do stanu zwapnienia powodujacego niedroznos$¢ wyptywu krwi
z lewej komory serca. CAVS obserwowane jako zwapnienie lub zgrubienie listkow z
zachowang jeszcze prawidlowa funkcjg zastawki jest pierwsza wykrywalng zmiang
makroskopowsa, ale wiadomo, ze poczatki procesu chorobowego wystepuja znacznie
wczesniej. Pierwsze patologiczne procesy zaangazowane w rozwdj CAVD sa zwigzane z
uposledzong regulacyjng i metaboliczng funkcja komorek $rodbtonka i osteoprogenitorow
uczestniczacych w mineralizacji zastawki aortalnej**. Histopatologiczna analiza
eksplantowanych zastawek aortalnych wskazuje, ze w CAVD czesto obserwuje si¢ nie
tylko zwapnienie tkanki, ale réwniez infiltracje i akumulacj¢ lipidow oraz stan zapalny

tkanki. Procesy patologiczne mogg by¢ zainicjowane poprzez aktywacje komorek
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srodbtonka zastawki pod wplywem turbulentnego przeptywu krwi, przedluzonej
ekspozycji na czynniki prozapalne i prostenotyczne (np. cytokiny, zewnatrzkomoérkowe
nukleotydy, lipoproteiny niskiej gestoéci - LDL)’. Akumulacja i utlenianie LDL inicjuja
miejscowy proces zapalny w zastawce aortalnej poprzez infiltracje¢ monocytow i
limfocytow T. Komorki piankowate powstale z makrofagéw upakowanych utlenionym
LDL (ox-LDL) wywotuja zapalenie i inicjujg przegrupowanie macierzy pozakomoérkowej
za posrednictwem metaloproteinaz, co prowadzi do zwtoknienia zastawki. ox-LDL sg
czynnikiem prozapalnym, powstaja na skutek spontanicznego, pozakomorkowego,
chemicznego utleniania LDL'". Wykazano zwigzek miedzy obecnoscig ox-LDL, a wyzsza
ekspresja  czasteczek  adhezyjnych, czynnikow  wzrostu,  chemoatraktantow
i wazoaktywnych cytokin w komorkach srodblonka'’.

Nukleotydy zewnatrzkomorkowe sa zaangazowane w regulacje wyzej
wymienionych proceséw patologicznych w zastawce serca na wielu poziomach: od
regulacji procesow zapalnych na powierzchni zastawki, poprzez wptyw na metaboliczng
funkcje komorki az po wplyw na zmiany fenotypowe komorek s$rédmigzszowych.
W zwigzku z tym badania nad obecno$cig i1 aktywno$cig enzymoéw regulujacych
zewnatrzkomorkowe stezenie nukleotydow ma duze znaczenie dla zrozumienia roli tych

zwigzkoéw w mechanizmach prowadzacych do stenozy zastawki aortalne;.

3.2.Zewnatrzkomoérkowe przemiany nukleotydow w organizmie oraz ich rola
w mechanizmach patologicznych

Adenozyno-5’-trifosforan (ATP) oraz inne nukleotydy i nukleozydy wystepuja we
wszystkich tkankach, w ktorych petnig kluczowe funkcje nie tylko wewnatrzkomérkowo,
ale sg réwniez zaangazowane w mechanizmy pozakomoérkowe. Wewnatrzkomorkowy
ATP jest gltownie wykorzystywany w procesach wymagajacych energii, takich jak
aktywny transport, ruchliwo$¢ 1 syntezy. Zewnatrzkomérkowy ATP natomiast, jest
uwazany za wazng czasteczke sygnatowa. ATP jest neuroprzekaznikiem w osrodkowym
ukladzie nerwowym; ma wplyw na niezalezng od sygnalizacji adrenergicznej czy
cholinergicznej regulacje kurczliwo$¢ miegsni gladkichlz; wywoluje inotropowe,
chronotropowe
i arytmogenne efekty w mieéniu sercowym'’; reguluje odpowiedz komorek
nablonkowych'*; odpowiedz immunologiczng i kontrole transportu leukocytow miedzy
krwiag i tkankami' oraz aktywacje i agregacje plytek krwi w miejscach urazu

naczyniowego'®. Oprocz powyzszej roli, zewnatrzkomorkowe puryny i pirymidyny pelna
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wazng funkcje w regulacji proliferacji i wzrostu komorek'’, indukcji apoptozy'®,
tworzeniu blaszki miazdzycowej'’, gojeniu sie ran i tworzeniu kosci®’.

Nukleotydy zewnatrzkomorkowe sa uwalniane do przestrzeni pozakomorkowej
z roznych typow komorek, w tym z komorek srodblonka czy komorek krwi na drodze
egzocytozy i poprzez kanaly jonowe®'. Uwalnianie to nastepuje pod wplywem takich
czynnikow jak: sily fizyczne naprezenia $Scinajacego, hipoksja, hiperglikemia, obecnosé
aktywatorow plytek krwi i czynnikow prozapalnych?'. Uwolnione do przestrzeni
miedzykomorkowej nukleotydy aktywuja receptory purynergiczne P2, obecne na
powierzchni wszystkich rodzajow komoérek, nawet erytrocytow??. Uwolnione w stanach
zapalnych nukleotydy, takie jak ATP, uczestnicza w dalszym nasileniu odpowiedzi
immunologicznej glownie poprzez receptory P2X7, P2Y2, P2Y4, P2Y11 i P2Y14%.
Natomiast stymulacja receptorow P2X4, P2X7 lub P2Y6 obecnych na powierzchni
komorek $rodbtonka wptywa na aktywacje tych komodrek (RYCINATL). Stymulacja
receptorow nukleotydowych moze odgrywaé kluczowa role w rozwoju stenozy zastawki
aortalnej serca (ang. calcific aortic valve disease, CAVD)>. ATP poprzez receptory P2X
moze indukowac¢ réznicowanie komorek srédmigzszowych zastawki aortalnej w kierunku
komorek osteoblastopodobnych, podczas gdy adenozyna (Ado), produkt hydrolizy
nukleotydéw adeninowych, przeciwdziala temu procesowi’’. Adenozyna jest rowniez
czasteczka sygnatowa, ktéra przez receptory purynergiczne P1 obniza napigcie $ciany
naczyn, hamuje agregacje plytek krwi, reguluje stan zapalny®, stymuluje transport
zwrotny cholesterolu”® i hamuje tworzeni komorek piankowatych?’. Ado uwalniana jest z
komorek lub generowana z nukleotydéw dzigki aktywnos$ci ektoenzymow na powierzchni
komorki. Ado wiaze si¢ do czterech réznych receptoréw adenozynowych sprz¢zonych z
biatkiem G. W ptytkach krwi wigzanie do receptorow A2 (A2A lub A2B) prowadzi do
wyzsze] zawartosci wewnatrzkomérkowego cyklicznego monofosforanu adenozyny,
hamujac agregacje™®.

Delikatna rownowaga pomig¢dzy pozakomdrkowym stezeniem ATP i1 adenozyny
jest kluczowym elementem w regulacji procesOw pro- i antystenotycznych w obrgbie
zastawki aortalnej. Na powierzchni komoérek rownowaga ta jest regulowana poprzez
uwalnianianie nukleotydéw oraz ich hydrolize®’. W ukladzie sercowo-naczyniowym
przemiany zewnatrzkomoérkowych nukleotydéw odbywaja si¢ za posrednictwem kaskady
ektoenzymow znajdujacych si¢ na powierzchni komorki, w tym ektodifosfohydrolazy
trifosfonukleozydowej-1 (ENTPDI1, CD39), ekto-5’-nukleotydazy (ESNT, CD73) oraz
ekto-deaminazy adenozyny (eADA)’'. Dodatkowo, w ludzkich komoérkach obecne sa
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pirofosfodiesterazy/pirofosfatazy ektonukleotydowe 1 (eNPP1) odgrywajace takze role
w metabolizmie nukleotydow™ >’ Sugerowany mechanizm przemian

zewnatrzkomorkowych nukleotydow przedstawiono na RYCINIE 2°°,

ATP -~ ADP —— AMP -~ Ado

! ! !

P2X1-7 P2Y1,2,4,6,11,12,13,14 Pl! Al,ZA,ZB,3

RYCINA 1 Zewnatrzkomorkowe nukleotydy aktywuja receptory purynergiczne P2X oraz
P2Y znajdujace si¢ w btonie komorkowej, a powstata w wyniku dziatania szlaku katabolizmu
zewnatrzkomorkowych  nukleotydow adenozyna oddziatuje na selektywne wobec
nukleozydéw receptory purynergiczne P1%*.

RYCINA 2. Przemiany nukleotydow na powierzchni ludzkich, aortalnych komoérek
srodblonka (hAVEC) 1 §rédmigzszowych (hAVIC). Szlak hydrolizy nukleotydow obejmuje
cztery ektoenzymy: eNPP1, E-NTPDaze (CD39) i ekto-5'-nukleotydaze (CD73) oraz ekto-
deaminaze adenozyny (eADA). CD39 hydrolizuje ATP do ADP a nastepnie do AMP, CD73
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nastepnie hydrolizuje AMP do Ado, a eADA hydrolizuje Ado do inozyny (Ino). Dodatkowo
w ludzkim organizmie eNPP1 hydrolizuje ATP do AMP *-°,
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3.3.Rola ektodifosfohydrolazy trifosfonukleozydowej-1 w fizjologii i
patologii

Ektodifosfohydrolaza  trifosfonukleozydowa-1 (CD39)  jest  biatkiem
transbtonowym obecnym w roéznych typach komorek, miedzy innymi w komorkach
srodblonka, kardiomiocytach czy komorkach uktadu immunologicznego®'. CD39
sekwencyjnie hydrolizuje trifosforany nukleozydow przez difosforany nukleozydéw do
monofosforanow nukleozydow (na przyktad ATP do ADP a nastgpnie do AMP)
w obecnosci Mg® i Ca™ 2,

CD39 staje si¢ aktywna katalitycznie po zakotwiczeniu na powierzchni komorki,
a reakcje glikozylacji tego biatka wydaja sic kluczowe w procesie jego aktywacji >°.
Ponadto biatko znajdujac si¢ juz na powierzchni komorki ulega ograniczonej proteolizie,
ktéra zwigksza jego aktywnos¢ enzymatyczna™*

CD39 jest glowna ektonukleotydaza w ukladzie naczyniowym *°. CD39 poprzez
hydrolize ATP 1 ADP wplywa na ograniczenie aktywacji ptytek krwi, ktora jest zalezna
od parakrynnego uwalniania ADP i aktywacji omowionych wcze$niej, specyficznych
receptoréw purynergicznych’. Uwaza sie, ze utrata aktywnosci CD39 odgrywa kluczowa
role w uszkodzeniu naczyn krwiono$nych, zakrzepicy i odrzuceniu narzadoéw po
ksenotransplantacji®”’.

Na obnizong obecno$¢ 1 aktywnos$¢ tego biatka moze mie¢ wptyw m.in. hipoksja,
stres oksydacyjny i obecno$¢ prozapalnych cytokin. W warunkach stresu oksydacyjnego
aktywno$¢ CD39 na powierzchni komoérki maleje. Podobny wplyw na to biatko ma
akumulacja nienasyconych kwasow thuszczowych®. Udowodniono ponadto, ze
hamowanie ekspresji
1 aktywnosci CD39 w ludzkich komorkach $rodbtonka moze prowadzi¢ do ich

zwigkszonej odporno$ci na uszkodzenia DNA™.

3.4.Rola ekto-5’-nukleotydazy w fizjologii 1 patologii

Ekto-5’-nukleotydaza (CD73, ESNT) jest glikoproteing zakotwiczong za pomoca
glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI) w blonie komorkowej®’. Jest obecna na powierzchni
wielu komorek, w tym w catym uktadzie krwionosnym™. Jednak niektore typy komorek,
takie jak fibroblasty, charakteryzuja sic niska zawartoscia i aktywnoécia CD73*. CD73
hydrolizuje zewnatrzkomdrkowe monofosforany nukleozydéw do nukleozydéw (na
przyktad AMP do adenozyny) aktywujac przedstawione wczesniej receptory Pl
wywolujac efekt antyagregacyjny i przeciwzapalny™.
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Podstawowa funkcja przypisywang srodbtonkowemu CD73 jest katabolizm
zewnatrzkomorkowych monofosforowych nukleozyd(')w42. Niewiele wiadomo na temat
regulacji §rodbtonkowej ekspresji CD73 1 wudzialu tego biatka w regulacji
przepuszczalno$ci srodbtonka. Wykazano, ze aktywacja receptorow adenozyny (np. za
posrednictwem adenozyny uwolnionej na skutek dziatania CD73) zwigksza
wewnatrzkomorkowe stezenie cAMP, a jego podwyzszona zawarto$¢ w $rodblonku
sprzyja zachowaniu funkcji barierowej $rodblonka®. Istnieja takze doniesienia, ze
ekspresja CD73 jest regulowana przez niedotlenienie tkanek*. Ponadto aktywnosé¢ CD73
w komorkach $rodblonka moze by¢ regulowana poprzez obecnos¢ czynnikéw
prozapalnych. Wyzsza aktywnos$¢ CD73,
a w konsekwencji wyzsze stezenie zewnatrzkomorkowej adenozyny (dziatajacej jako
czynnik przeciwzapalny) maja wplyw na odpowiedz immunologiczng organizmu. Dobrze
opisana w pis$miennictwie jest rola CD73 w regulowaniu funkcji wielu typow komorek
odpornosciowych, w tym: limfocytow, neutrofili, monocytow/makrofagéw, komorek
dendrytycznych i komoérek érodblonka®.

Aktywnos¢ CD73 nie tylko rozni si¢ pomigdzy typami komorek, ale takze
pomiedzy ich pochodzeniem. Badania wykazaty wyzsza aktywno§¢ CD73 w ludzkich
komorkach srodblonka w poréwnaniu do $winskich komoérek $rodblonka, co moze mieé
istotny znaczenie w przypadku ksenotransplantacji®.

Mutacja genu ESNT zostata stwierdzono u o0so6b z trzech rodzin z objawami
zwapnienia naczyn krwiono$nych, a podobne mechanizmy 1 czynniki ryzyka sa
zaangazowane w rozwdj wielu patologii ukladu krwionosnego™. Na podstawie
przedstawionych danych z duzym prawdopodobienstwem mozna przypuszczaé, ze istnieje
wazny zwigzek migdzy obecnoscig 1 aktywnosciag CD39 1 CD73 w komorkach zastawki

aortalnej serca a mechanizmem rozwoju CAVD.
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4. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byta analiza lokalizacji 1 aktywno$ci CD39 oraz CD73 w zastawce

aortalnej serca, a takze zbadanie zmian zachodzacych w procesie kalcyfikacji.

Szczegotowe cele obejmowaly:

1.

Analize lokalizacji CD39 oraz CD73 w §winskiej zastawce aortalne;j

Analize aktywnos$ci enzymatycznej CD39 1 CD73 w komorkach $rodblonka oraz
komorkach pierwotnych $§rodmigzszowych wyizolowanych ze $winskiej zastawki

aortalne;j.

Analize lokalizacji CD39 oraz CD73 w ludzkiej, niezmienionej patologicznie

zastawce aortalnej oraz w zastawce skalcyfikowane;.

Analiza lokalizacji CD39 1 CD73 w komorkach pierwotnych $rodbtonka oraz
komorkach pierwotnych $rédmigzszowych wyizolowanych z ludzkiej, niezmienionej

patologicznie zastawki aortalne;.

Analize aktywnosci enzymatycznej CD39 1 CD73 w komorkach pierwotnych
srodbtonka oraz komorkach pierwotnych §rédmigzszowych wyizolowanych 2z

ludzkiej, niezmienionej patologicznie zastawki aortalne;.
Zbadanie wplywu utlenionego LDL na aktywno$¢ CD39 oraz CD73, w komorkach

pierwotnych Srodblonka wyizolowanych z ludzkiej, niezmienione patologicznie

zastawki aortalnej serca.
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5. WYNIKI

5.1. Lokalizacja 1 aktywno$¢ enzymow zewnatrzkomorkowych przemian
nukleotydow adeninowych w $winskiej zastawce aortalne;

Udzial CD39 oraz CD73 w przemianach zewnatrzkomorkowych nukleotydéw
w $Swinskiej zastawce aortalnej zostal oceniony na podstawie analizy
immunohistochemicznej.  Badania ~ immunohistochemiczne  przeprowadzono
z wykorzystaniem zastawek aortalnych $win domowych. Przygotowane skrawki
tkanek wyciete z blokéw parafinowych inkubowano z pierwszorzgdowym, a nastgpnie
drugorzedowym przeciwcialem przeciwko CD39 lub CD73. Obecnos¢ CD39 i CD73
zaobserwowano w dwoch typach komorek: $rodbtonkowych i1 $rédmigzszowych
zastawki. Obecnos¢ CD39 w komorkach §rédblonka byta obserwowana po stronie
zwroconej ku $wiathu aorty, podczas gdy rozktad CD73 w komorkach $rodblonka byt
podobny po obu stronach zastawki. Obecno$¢ CD39 i CD73 w komorkach
srédmigzszowych wygladata podobnie (RYCINA 3).

Analize aktywnosci CD39 1 CD73 przeprowadzono na wyizolowanych
z aortalnych zastawek s$winskich dwoch typéw komorek pierwotnych: $rédbtonka
1 srodmigzszowych (PRACA A). W celu sprawdzenia efektywnosci izolacji po drugim
pasazu komorki sprawdzono metoda cytometrii przeptywowej weryfikujac obecnosé¢
markerow komorek srodbtonkowych i1 §rédmigzszowych: CD31 oraz CD90.

Wyizolowane komorki inkubowano z AMP 1 ATP (niezaleznie) i dodatkiem
inhibitora deaminazy adenozyny (EHNA). W $rodowisku inkubacyjnym komorek
mierzono stezenie ATP, ADP, AMP i adenozyny z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Badania wykazaty, ze w komorkach $rodbtonka
1 $rédmigzszowych zastawki aortalnej oba enzymy maja wysoka aktywnosc¢.
Poréwnujac aktywnos¢ CD39 ([ADP]+2x([AMP]+[Ado])) pomigdzy tymi dwoma
typami komorek zaobserwowano wyzsza aktywno$¢ w komorkach $rodblonka
(pPAVEC) niz w komorkach $rédmigzszowych (pAVIC), (RYCINA 4A i 4B).
Poréwnujac aktywno$¢ CD73 na podstawie przyrostu [Ado] wykazano wigksza
aktywnos¢ CD73 komorkach pAVIC w stosunku do pAVEC (RYCINA 4C 1 4D).
Akumulacja AMP w trakcie katabolizmu ATP przez pAVEC (RYCINA 4A i 4B) jest
spowodowana roznicg w aktywnosci CD73.

Uzyskane wyniki pozwolily na wskazanie, iz badane enzymy s3 obecne we

wszystkich warstwach zastawki aortalnej, a ich aktywnos$¢ jest wysoka w stosunku to
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innych typéw komorek takich jak np. fibroblasty®'. Sugeruje to prawdopodobny,
negatywny wptyw braku réwnowagi (a w konsekwencji wyzsze st¢zenie prozapalnego
ATP, w stosunku do obnizonego stezenia przeciwzapalnej adenozyny) w ich pracy na
zastawke aortalng serca. Badania te wraz z wcze$niejszymi doniesieniami na temat roli
ATP i adenozyny w stanach zapalnych®® stanowily podstawe do kolejnego etapu
badan dotyczacych roli CD39 i CD73 w stanach patologicznych takich jak zwapnienie
zastawki aortalnej (PRACA B i C), ktore byly prowadzone na materiale pochodzenia
ludzkiego.

CD39

...........

RYCINA 3. Przyktadowe zdj¢cia z analizy immunohistochemicznej CD39 1 CD73 w
swinskiej zastawce aortalnej. (A) Obecno$¢ CD39 przy matym powigkszeniu w $winskiej
zastawce aortalnej. (B) Obecnos¢ CD39 po stronie komorowej §winskiej zastawki aortalne;.
(C) Obecnos¢ CD39 po stronie aortalnej §winskiej zastawki aortalnej. (D) Obecnos¢ CD73
przy matym powigkszeniu w $winskiej zastawce aortalnej. (E) Obecnos¢ CD73 po stronie
komorowej $winskiej zastawki aortalnej. (F) Obecnos¢ CD73 po stronie aortalnej swinskiej
zastawki aortalnej. Na podstawie Fig. 112 z PRACY A.
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RYCINA 4. Zewnatrzkomorkowe przemiany ATP i AMP w $winskich komorkach
srodbtonka (pAVEC) 1 $rédmigzszowych (pAVIC) z zastawki aortalnej w czasie 30
minutowych inkubacji. (A) Przemiany ATP w pAVEC. (B) Przemiany ATP w pAVIC. (C)
Przemiany AMP w pAVEC. (D) Przemiany AMP w pAVIC. Wynik przedstawiono jako
$rednig +SD (n=3). Na podstawie Fig. 3 i4 z PRACY A.

5.2.Immunohistochemiczna 1 biochemiczna analiza CD39 1 CD73 w ludzkie;j
zastawce aortalnej oraz ich zmiany w zastawce skalcyfikowanej

Stenoza zastawki aortalnej serca (CAVD) jest patologia obejmujaca stan
zapalny, zwtoknienie i zwapnienie ptatkow zastawki aortalnej. Na wszystkie te
procesy moga wpltywa¢ zmiany w szlaku zewnatrzkomorkowych przemian
nukleotydow,  ktore zaleza od  aktywnosci  ektonukleotydaz,  gléwnie
ektodifosfohydrolazy trifosfonukleozydowej-1 (CD39) i ekto-5'nukleotydazy (CD73).
Aby okresli¢ role CD39 i CD73 w procesie kalcyfikacji zastawki aortalnej za pomoca
immunohistochemii zbadano lokalizacje bialek CD39 i CD73 w niezmienionych
patologicznie
1 skalcyfikowanych ludzkich zastawkach aortalnych.

W niezmienionych zastawkach zaobserwowano obecno$¢ biatek CD39 1 CD73
zarowno w komorkach $rodbtonka, jak 1 $rédmigzszowych, a ich ilo§¢ byta
porownywalna w obu typach komorek. Obecnos$¢ bialek zaobserwowano po obu
stronach zastawki oraz w warstwie §rodkowej zastawki nie zmienionej patologicznie.
Natomiast w zastawkach patologicznych (skalcyfikowanych) ilos¢ CD39 i CD73 byta
znacznie obnizona w obu typach komorek (RYCINA 5,6). Wyjatek stanowity regiony
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zastawki aortalnej zmienione patologicznie (z widoczng kalcyfikacjg tkanki), w
ktorych obecnos¢ CD73 byla porownywalna z iloScia w zastawce niezmienionej
(RYCINA 7). Scharakteryzowano doktadng lokalizacje CD39 i CD73 w komorkach
pierwotnych srodblonka 1 §rodmigzszowych wyizolowanych z ludzkiej, niemienionej
patologicznie zastawki aortalnej. W trakcie analiz komoérek pierwotnych
zaobserwowano obecno$¢ CD39 1 CD73 glownie w blonie komorkowej hAVEC,
natomiast w hAVIC biatka te wystgpowaly réwniez wewnatrzkomorkowo (w
cytoplazmie) (RYCINA 8,9).

Przeprowadzona analiza aktywnosci NTPDaz i ESNT w homogenatach
zastawki aortalnej byla mozliwa za pomoca oznaczenia stezen powstajacych
produktow
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Zaobserwowane
zmiany w obecnosci badanych biatek w zastawce patologicznej byly skorelowane
z aktywnoscig ektoenzymdéw w homogenatach zastawek. Aktywnos¢ NTPDazowa
byla zmniejszona o 35%, a aktywnos¢ ESNT o 50% w zmienionej patologicznie
zastawce (PRACA B).

Mierzono réwniez szybko§¢ pozakomodrkowych przemian nukleotydéw
adeninowych na powierzchni izolowanych komoérek pierwotnych §rodbtonka zastawki
aortalnej (hAVEC) i komorek pierwotnych $rédmigzszowych (hAVIC) (inkubacje
przeprowadzono z inhibitorem EHNA oraz substratami ATP i AMP identycznie jak
opisano w podpunkcie 5.2). Przemiany zewnatrzkomérkowego ATP 1 AMP
w izolowanych hAVEC i hAVIC byty poréwnywalne (RYCINA 10), (PRACA B).

Obecnos¢ ektonukleotydaz w zastawkach, a zwlaszcza w komorkach
srodmigzszowych zastawki aortalnej, podkresla wazng lokalng rol¢ metabolizmu
nukleotydow zewnatrzkomorkowych w zastawkach aortalnych. Zmiany w lokalnym
rozktadzie biatek, a tym samym aktywnosci CD39 i CD73 wplywaja na wyzszy
poziom czynnika prozapalnego jakim jest ATP i ADP, a jednocze$nie obnizaja ilo$¢
przeciwzapalnej adenozyny w zastawkach skalcyfikowanych. W patologicznych
warunkach jakimi jest m. in. miazdzyca czy zwapnienie zastawki aortalnej obserwuje
si¢ wyzsza aktywnos$¢ ekto-deaminazy adenozyny (eADA), co dodatkowo wpltywa na
obnizenie poziomu adenozyny47. Wykazano, ze zewnatrzkomorkowy ATP jest zdolny
do indukowania ro6znicowania ludzkich komorek s$rodmigzszowych w kierunku
komoérek osteoblastopodobnych. W opisanych efektach posrednicza receptory

purynergiczne P2Y powigzane ze szlakiem fosfolipazy C. W konsekwencji, obserwuje
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si¢ wyzszy poziom wewnatrzkomorkowego wapnia co moze regulowac 1 aktywowac
czynniki transkrypcyjne, takie jak: Cbfal (ang. core binding factor 1) czy RANK
(ang. receptor activator of nuclear factor «xB). Ekspresj¢ obu czynnikow
transkrypcyjnych wskazano w CAVD™. Nasze wczeéniejsze badania, wskazaty ze
obecno$¢ adenozyny zmniejszata aktywno$¢ zasadowg fosfataza (marker réznicowania
osteoblastow)

w komorkach $rodmiazszowych podczas inkubacji z czynnikiem osteogennym®.
Powyzsze wyniki wraz z danymi opisanymi w literaturze sugeruja potencjalng rolg

CD39 i CD73 w mechanizmach patologicznych zaangazowanych w rozw6j CAVD.
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RYCINA 5. Analiza immunohistochemiczna CD39 w ludzkiej zastawce aortalne;j.
(A) Obecnos¢ CD39 przy malym powigkszeniu w niezmienionej patologicznie zastawce
aortalnej, (B) Obecno$¢ CD39 po stronie komorowej niezmienionej patologicznie zastawce
aortalnej, (C) Obecnos¢ CD39 po stronie aortalnej niezmienionej patologicznie zastawce
aortalnej, (D) Obecnos¢ CD39 przy matym powigkszeniu w skalcyfikowanej ludzkiej
zastawce aortalnej, (E) Obecnos¢ CD39 po stronie komorowej skalcyfikowanej ludzkiej
zastawki aortalnej. (F) Obecno$¢ CD39 po stronie aortalnej skalcyfikowanej ludzkiej zastawki
aortalnej. (G) Pordéwnanie oszacowanej densytometrycznie zawartosci CD39 w zastawce
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niezmienione] patologicznie (ZN) i1 zastawce skalcyfikowanej (ZS). Wynik przedstawiono
jako srednig £SEM (n=6). Na podstawie Fig. 2 z PRACY B.
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RYCINA 6. Analiza immunohistochemiczna CD73 w ludzkiej zastawce aortalne;j.
(A) Obecnos¢ CD73 przy matym powigkszeniu w niezmienionej patologicznie, ludzkiej
zastawce aortalnej. (B) Obecnos¢ CD73 po stronie komorowej w niezmienionej patologicznie
ludzkiej zastawce aortalnej. (C) Obecno$¢ CD73 po stronie aortalnej w niezmienionej
patologicznie, ludzkiej zastawce aortalnej. (D) Obecnos¢ CD73 przy matym powigkszeniu
w skalcyfikowanej ludzkiej zastawce aortalnej. (E) Obecnos$¢ biatka po stronie komorowej
skalcyfikowanej ludzkiej zastawki aortalnej. (F) Obecno$¢ biatka po stronie aortalnej
skalcyfikowanej ludzkiej zastawki aortalnej. (G) Porownanie oszacowanej densytometrycznie
zawarto$ci biatka w zastawce niezmienionej patologicznie (ZN) i zastawce skalcyfikowanej
(ZS). Wynik przedstawiono jako srednig +SEM (n=6). Na podstawie Fig. 3 z PRACY B.
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RYCINA 7. Analiza immunohistochemiczna regionu skalcyfikowanego dla CD73. Obecno$¢

CD73 jest zachowana w zmienionych patologicznie regionach zastawki aortalnej. Na podstawie
Fig. 4z PRACY B.

RYCINA 8. Przykladowe zdjecia immunofulorescencyjne obrazujace obecnos¢ CD39
w komorkach hAVEC (A) i hAVIC (B) oraz komoérkows lokalizacje CD39 w hAVEC (C-D)
i hAVIC (G-J). Barwienie fluorescencyjne: DAPI w jadrze (C, G), anty-CD39 (D, H),
filamentoéw aktyny (E, I) 1 potaczone (F, J). Na podstawie Fig. 6 z PRACY B.
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RYCINA 9. Przykladowe zdjecia immunofulorescencyjne obrazujace obecnos¢ CD73
w komoérkach hAVEC (A) 1 hAVIC (B) oraz komorkowa lokalizacje CD73 w hAVEC (C-D)
i hAVIC (G-J). Barwienie fluorescencyjne: DAPI w jadrze (C, G), anty-CD73 (D, H),
filamentéw aktyny (E, I) i polaczone (F, J). Na podstawie Fig. 7 PRACY B.
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RYCINA 10. Analiza hydrolizy zewnatrzkomorkowych nukleotydow adeninowych na
powierzchni komérek $rodbtonka (hAVEC) i §rodmigzszowych (hAVIC) zastawek w czasie
30 minutowej inkubacji. Zewnatrzkomorkowa hydroliza ATP (aktywnos¢ CD39), (A, B) oraz
obliczona szybko$¢ zewnatrzkomoérkowej hydrolizy ATP ([ADP]+2([AMP]+[ADOY)), (C).
Zewnatrzkomorkowa hydroliza AMP (aktywnos¢ CD73), (D, E) oraz obliczona szybkos¢

zewnatrzkomorkowej hydrolizy AMP (F). Warto$ci przedstawiono jako $rednie =SEM (n=6).
Na podstawie Fig. 819 z PRACY B.

5.3.Wplyw ox-LDL na ekspresje 1 aktywnos¢ CD39 1 CD73 w $rédbtonku
zastawki aortalnej ludzkiej

Jednym z czynnikow wptywajacych na rozwoj CAVD jest podwyzszony
poziom ox-LDL akumulowanego w zastawce aortalnej serca. Z tego powodu w
kolejnym etapie badan zbadano wplyw tego prozapalnego czynnika na poziom
ekspresji mRNA
1 aktywnosci CD39 1 CD73 w komorkach srodbtonka ludzkiej zastawki aortalne;.

Ludzkie komorki $rodbtonka zastawki aortalnej inkubowano z ox-LDL przez
24 1 48 godzin. Nastepnie sprawdzono poziom transkryptow mRNA oraz ilo$¢ i
aktywnos¢ CD39 1 CD73.

Aktywnos$¢ CD73 w ludzkich komorkach srodbtonka zastawki po 48 godzinne;j
inkubacji byta zwigkszona w obecnosci ox-LDL w poréwnaniu z kontrolag (RYCINA
11). Nie zaobserwowano znaczacego statystycznie wpltywu ox-LDL na aktywno$¢
CD39. Podobny efekt wykazano na poziomie ekspresji mRNA 1 ilosci biatka CD73,
ktére byty zwigkszone po 48 godzinnej inkubacji (RYCINA 12). Nie zaobserwowano
wplywu ox-LDL na poziom ekspresji mRNA, ilo§¢ biatka i aktywnos¢ CD39.
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Wczesniejsze wyniki wskazaty, ze w skalcyfikowanych zastawkach aortalnych jest
znacznie wigcej zgromadzonych lipidow niz w zastawkach zdrowych, a korelacja
pomiedzy akumulacja lipidow a immunoreaktywnoscia apoB w obszarze
srodblonkowym patologicznej zastawki zostata wezeéniej opisana™. Uzyskane wyniki
wykazaty stymulujacy wpltyw ox-LDL na ekspresj¢ i aktywno$¢ CD73. Wynik ten
pokazuje, ze aktywnos¢ CD73 dynamicznie zmienia si¢ w $rodowisku zapalnym.
Wzrost aktywnos$ci mozna interpretowac jako efekt kompensacyjny stuzacy ttumieniu
reakcji zapalnej. By¢ moze ox-LDL odpowiedzialne sa za utrzymanie aktywnosci
CD73 w okolicach zwapnien (RYCINA 7). Konieczne sg dalsze badania, szczegodlnie
przy dluzszym czasie ekspozycji na ox-LDL w celu ustalenia czy ten wzrost
aktywnosci si¢ utrzyma. Pozwoli to uzyska¢ pelny obraz roli ox-LDL 1 CD73 w
kalcyfikacji zastawki aortalnej. Konieczne sg rowniez dalsze poszukiwania czynnikoéw
powodujacych zaobserwowany w uprzednio przedstawionych badaniach spadek
aktywnosci CD73
w patologicznych zastawkach. (PRACA C).
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RYCINA 11. Aktywnos¢ CD39 1 CD73 w komorkach $rodbtonka zastawki aortalnej
ilustrujgca stymulacj¢ aktywnosci CD73 po 48h inkubacji. Aktywnos¢ CD39 (A) w
srodblonkowych komorkach zastawki aortalnej po inkubacji z 1 pg/ml 1 5 pg/ml ox-LDL
przez 24h i 48h. Aktywno$¢ CD73 (B) w $rdédblonkowych komorkach zastawki aortalnej po
inkubacji z 1 pg/ml 1 5 pg/ml ox-LDL przez 24h 1 48h. Dane wyrazono jako srednig = SEM
(n=3). Na podstawie Fig. 1 zPRACY C.
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RYCINA 12. Ekspresja mRNA i zawartos$¢ biatka dla CD39 1 CD73 w komorkach $rodbtonka
zastawki aortalnej ilustrujgca indukcje CD73 po 48h inkubacji. Ekspresja mRNA 1 biatka
CD39 (A,B,D) w $rodbtonkowych komorkach zastawki aortalnej po inkubacji z 1 pug/mli 5

pg/ml

ox-LDL przez 24h i 48h. Ekspresja mRNA 1 bialka dla CD73 (A,C,E) w $rodblonkowych
komorkach zastawki aortalnej po inkubacji z 1 pg/mli5 pg/ml ox-LDL przez 24h i1 48h. Dane
wyrazono jako §rednig #SEM (n=3). Na podstawie Fig. 2 i3 z PRACY C.
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6. WNIOSKI

Z przeprowadzonych eksperymentow wynika, ze CD39 i CD73 s3 obecne na powierzchni

zastawki aortalnej serca oraz charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscig enzymatyczng.

Szczegotowe wnioski sg nastgpujace:

1. CD39 oraz CD73 s3 obecne we wszystkich warstwach zastawki aortalnej swinskie;,
a ich aktywno$¢ enzymatyczna zwigzana z zewnatrzkomorkowa hydroliza ATP jest
nieco wyzsza w komorkach srodbtonka niz w komérkach srodmigzszowych zastawki,
natomiast zewnatrzkomorkowa hydroliza AMP jest bardziej aktywna w komorkach

srodmigzszowych niz w §rodblonku.

2. CD39 oraz CD73 s3 obecne we wszystkich warstwach ludzkiej zastawki aortalne;.

3. CD39 oraz CD73 sg zlokalizowane gltownie w btonie komorkowej w komorkach
srodblonka oraz w komorkach $rodmigzszowych ludzkiej zastawki aortalnej;
w komorkach $rédmigzszowych dodatkowo obserwuje sie¢ ich obecnos¢ w

cytoplazmie.

4. Aktywnos$ci enzymatyczne zwigzane z zewnatrzkomoérkowa hydroliza ATP 1 AMP
w ludzkich komorkach $rodbtonka oraz $rodmigzszowych sg na bardzo podobnym,

wysokim poziomie.

5. Ilosci biatkka CD39 1 CD73 w ludzkich zastawkach aortalnych zmienionych
patologicznie sg znacznie obnizone w stenozie aortalnej w pordwnaniu z zastawkami
niezmienionymi. Wyjatek stanowia regiony skalcyfikowane gdzie ilos¢ CD73 jest

zachowana.

6. Aktywnos¢, ekspresja mRNA oraz ilos¢ biatkka CD73 wzrastaja pod wpltywem

utlenionego LDL w ludzkich komorkach §rodbtonka zastawki aortalne;.
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7. INTRODUCTION

7.1. Aortic heart valve and its mineralization

The aortic heart valve consists of three crescent cusps: the posterior, right and
left, which on the aortic wall correspond to convexities forming together the three
aortic sinuses. Histologically, the aortic valve consists of three layers: fibrosa directed
at the aorta, spongiosa in the middle and ventricularis directed towards the ventricle'
with clearly marked layers of valve endothelial cells (VEC) and valve interstitial cells
(VIC)*. The endothelial cell layer covers aortic and valvular surfaces of the valve,
while the middle layer contains interstitial cells and extracellular matrix’. It has been
shown that the differentiation of interstitial cells into myofibroblast-like cells
intensifies changes in the extracellular matrix. In turn, their differentiation towards
osteoblasts is one of the causes of calcification of the aortic valve™*. Differentiation of
aortic valve interstitial cells results from their pathological stimulation by cytokines. It
is also assumed that extracellular nucleotides are a part of the valvular calcification
process” .

Calcific aortic valve disease (CAVD) is one of the most common cardiac
pathologies in the aging population of Western Europe and North America®. About
30% of people over 60 years have calcified aortic valve stenosis (CAVS), which is an
early form of CAVD. Many risk factors, including sex, age, hypercholesterolemia,
hypertension or smoking, contribute to the development of the disease’. The disease
progresses in several stages: from the initial changes in the biology of valve cells to
the calcified state causing obstruction of the outflow from the left ventricle. CAVS
observed as calcification or thickening of the cusps with the normal valvular function
still present is the first detectable macroscopic lesion, but it is known that the onset of
the disease occurs much earlier. First pathological processes involved in the
development of CAVD are associated with impaired regulatory and metabolic function
of endothelial cells and osteoprogenitors involved in aortic valve mineralization™®,
Histopathological analysis of explanted aortic valves indicates that in CAVD not only
tissue calcification is observed, but also lipid infiltration and accumulation and tissue
inflammation. Pathological processes can be initiated by activating endothelial cells of
the valve due to turbulent blood flow, prolonged exposure to proinflammatory and
pro-stenotic factors (e.g. cytokines, extracellular nucleotides, low density lipoproteins

- LDLY’. LDL accumulation and oxidation initiate local inflammation in the aortic
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valve by infiltration of monocytes and T lymphocytes. Foam cells formed from
macrophages packed with oxidized LDL (ox-LDL) cause inflammation and initiate
regrouping of extracellular matrix by metalloproteinases leading to valve fibrosis. ox-
LDL is a pro-inflammatory factor, resulting from spontaneous, extracellular chemical
oxidation of LDL'’. The relationship between the presence of ox-LDL and the higher
expression of adhesion molecules, growth factors, chemoattractants and vasoactive
cytokines in endothelial cells has been proven''.

Extracellular nucleotides are involved in the regulation of above-mentioned
pathological processes in the heart valve at many levels: from the regulation of
inflammatory processes on the valve surface, through the influence on the metabolic
function of the cell to phenotypic changes of interstitial cells. Therefore, research on
the expression and activity of enzymes regulating the extracellular level of nucleotides

is important for understanding the role of these compounds in the pathological

mechanisms of aortic valve calcification.

7.2. Extracellular nucleotides breakdown in the organism and their role in
pathological mechanisms

Adenosine-5'-triphosphate (ATP) and other nucleotides and nucleosides are
found in all tissues in which they perform key intracellular functions. What is more
they are also involved in extracellular mechanisms. Intracellular ATP is mainly used
in energy-requiring processes, such as active transport, motility and cell biosynthesis,
while extracellular ATP is considered to be an important signalling molecule. ATP is
a neurotransmitter in the central nervous system; affects the non-adrenal and non-
collagenous smooth muscle contractility'®; causes inotropic, chronotropic and
arrhythmogenic effects in the myocardium'’; regulates epithelial cells response'’;
affects immune response and a control of leukocyte transportation between blood and
tissues'’, causes activation and aggregation of platelets at sites of vascular injury'®. In
addition to the role of signalling in the above-mentioned examples, extracellular
purines and pyrimidines have an important role in the cell proliferation and growth'’,
induction of apoptosis '®, atherosclerotic plaque formation'”, wound healing and bone
formation®”.

Extracellular nucleotides are released into the extracellular space by exocytosis
and through ion channels from various cell types, including endothelial cells or blood

cells'. This release occurs under the influence of such factors as: shear stress forces,

30



hypoxia, hyperglycemia, presence of platelet activators and proinflammatory factors.
Released into the intercellular space, nucleotides activate purinergic P2 receptors that
are widely distributed on the surface of different cells types, even erytrocytes™.
Nucleotides released in inflammation, such as ATP, participate in the further
development of the immune response mainly through the P2X7, P2Y2, P2Y4, P2Y11
and P2Y 14 receptors™. In contrast, stimulation of the P2X4, P2X7 or P2Y6 receptors
that are present on the surface of endothelial cells promotes their pathological
activation (FIGURE 1). The stimulation of nucleotide receptors may play a key role in
the development of calcific aortic valve disease (CAVD)®. ATP can induce
differentiation of aortic valve cells towards osteoblast-like cells through P2X
receptors, while adenosine (Ado), an adenine nucleotide hydrolysis product,
counteracts this process**. Adenosine is also known as a signalling molecule that plays
a role in the regulation of inflammation, stimulation of the reverse cholesterol
transport*® and inhibition of foam cell formation through purinergic P1 receptors. In
addition, Ado is an important regulatory factor and an inhibitor of platelet aggregation.
Ado is released from cells or generated from nucleotides due to the activity of
ectoenzymes on the cell surface. Ado binds to four different adenosine G protein-
coupled receptors. In the platelets, binding to A2 receptors (A2A or A2B) leads to a
higher content of intracellular cyclic adenosine monophosphate, inhibiting platelet
aggregation®®.

The delicate balance between the extracellular concentration of ATP and
adenosine is a key element in the regulation of pro- and anti-stenotic processes within
the aortic valve. On the surface of cells, this balance is regulated by the release of
nucleotides and their hydrolysis™. In the cardiovascular system, the transformation of
extracellular nucleotides takes place via the cascade of ectoenzymes located on the cell
surface, including ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1 (ENTPDI,
CD39), ecto-5'-nucleotidase (ESNT, CD73) and ecto-adenosine deaminase (¢ADA)’".
In addition, ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 1 (eNPP1), that also
take part in in nucleotide metabolism, are present in human cells (eNPP1)>. A
suggested mechanism for the transformation of extracellular nucleotides is presented

in FIGURE 2°°.

31



P2X1-7 P2Y1,2,4,6,11,12,13,14 Pl! Al,ZA,ZB,3

FIGURE 1 Extracellular nucleotides activate the P2X and P2Y receptors located in the cell
membrane, while adenosine formed in the extracellular nucleotide breakdown pathway, acts
on the nucleoside selective receptors®.

FIGURE 2. Nucleotides breakdown on the surface of human aortic endothelial cells
(hAVEC) and interstitial cells (hAVIC). The nucleotide hydrolysis pathway includes four
ectoenzymes: eNPP1, E-NTPDase (CD39), ecto-5-nucleotidase (CD73) and ecto-
adenosine daeminase (€éADA). CD39 hydrolyzes ATP to ADP and then to AMP, CD73
then hydrolyses AMP to Ado, and ADA hydrolyses Ado to inosine (Ino)*.
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7.3. The role of ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1 in
physiology and pathology

Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1 (CD39) is a transmembrane
protein present in various cell types e.g. in endothelial cells, cardiomyocytes or cells of
the immune system®’. CD39 sequentially hydrolyses nucleoside triphosphates by
nucleoside diphosphates and then to nucleoside monophosphates (e.g. ATP through
ADP to AMP) in the presence of Mg®" and Ca®" *?.

CD39 becomes catalytically active after reaching the cell surface.
Glycosylation of the protein seems to be crucial in the process of its activation®. In
addition, the protein, already on the surface of the cell, undergoes a limited
proteolysis, which increases its enzymatic activity™*.

CD39 is the major ectonucleotidase in the vascular system® . CD39 affects the
limitation of platelet activation by hydrolysis of ATP to ADP. This process is
dependent on paracrine release of ADP and activation of the previously discussed
specific purinergic receptors®. It is suggested that the loss of CD39 activity plays a
crucial role in damaging blood vessels, thrombosis and organ rejection after
xenotransplantation®’.

Reduced expression and activity of this protein may be influenced by hypoxia,
oxidative stress and the presence of proinflammatory cytokines. Under conditions of
oxidative stress, CD39 activity on the cell surface decreases. The accumulation of
unsaturated fatty acids affects CD39 activity by the same way"°. In addition, it has
been proven that inhibition of CD39 expression and activity may lead to increased

resistance to DNA damage in human endothelial cells™®.

7.4. The role of ecto-5'-nucleotidase in physiology and pathology

Ecto-5'-nucleotidase =~ (CD73) is a  glycoprotein  anchored  with
glycosylphosphatidylinositol (GPI) in the cell membrane *°. CD73 is present on the
surface of many cells, including the entire circulatory system®’. However, some cell
types, such as fibroblasts, are characterized by low expression and activity of CD73*".
CD73 hydrolyses extracellular nucleoside monophosphates to nucleosides (e.g. AMP
to adenosine) by activating the previously presented P1 receptors causing platelets
anti-aggregation and anti-inflammatory effects**.

The primary function of the endothelial CD73 is the catabolism of extracellular

monophosphoric nucleosides®. Little is known about the regulation of endothelial
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CD73 expression and whether this molecule contributes to regulation of endothelial
permeability. Considering that activation of adenosine receptors (e.g. mediated by
adenosine released by CD73) increases the intracellular level of cAMP and its
increased endothelial content promotes barrier function of endothelium®’. Hence, it is
believed that CD73 regulates endothelial permeability. To support this hypothesis, it
has been shown that CD73 expression is regulated by tissue hypoxia*. In addition,
CD73 activity in endothelial cells can be regulated by the presence of proinflammatory
factors. Higher activity of CD73, and consequently a higher concentration of
extracellular adenosine (acting as an anti-inflammatory factor), both have an effect on
the immune response of the body. CD73, as a regulator of the function of many types
of immune cells, including: lymphocytes, neutrophils, monocytes/macrophages,
dendritic cells and endothelial cells is well described in the literature®.

The activity of CD73 not only differs between cell types, but also between their
origins. It has been shown that CD73 has higher activity in human endothelial cells
compared to porcine endothelial cells, which may be important in the case of
xenotransplantation™.

The mutation of the ESNT gene has been found in three families with
symptoms of blood vessel calcification. Similar mechanisms and risk factors are
involved in the development of both pathologies (CAVD and vessel calcification) of
the circulatory system™. Based on the presented data, it can be concluded that there is
an important relationship between the expression and activity of CD39 and CD73 in

the aortic valve cells and CAVD development.
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8. THE AIM OF THE THESIS

The aim of this study was to analyse the location and activity of CD39 and CD73 in the aortic

heart valve as well as changes occurring in the calcification process.

Specific aims were:

1.

Analysis of the CD39 and CD73 location in the porcine aortic valve.

Analysis of the enzymatic activity of CD39 and CD73 in endothelial and interstitial

cells isolated from the porcine aortic valve.

Analysis of the CD39 and CD73 location in the human, unchanged aortic valve and in

the human calcified valve.

Analysis of enzymatic activity of CD39 and CD73 in primary endothelial cells and

primary interstitial cells isolated from human, unchanged aortic valve.

Analysis of the effect of oxidized LDL on the activity of CD39 and CD73 in

endothelial cells of the aortic valve.
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9. RESULTS

9.1Localization and activity of extracellular enzymes of adenine nucleotide
transformations in the porcine aortic valve

The participation of CD39 and CD73 in the extracellular changes of
nucleotides in the porcine aortic valves has been assessed on the basis of
immunohistochemical analysis. Immunohistochemistry was performed using aortic
valves of domestic pigs. Prepared tissue sections excised from paraffin blocks were
incubated with primary and then secondary antibody against CD39 or CD73. The
presence of CD39 and CD73 was observed in two cell types: endothelial and
interstitial valvular cells. The presence of CD39 in endothelial cells was observed on
the aortic side of the valve, whereas the distribution of CD73 in endothelial cells was
similar on both sides of the valve. The presence of CD39 and CD73 in interstitial cells
were similar (FIGURE 3).

Biochemical analysis was performed using two types of primary cells isolated
from pig aortic valves: endothelial and interstitial cells (PAPER A). In order to check
the efficiency of isolation after the second passage, cells were tested by flow
cytometry and the presence of endothelial and interstitial cell markers (CD31 and
CD90) was verified.

The isolated cells were incubated with AMP and ATP (independently) with
addition of adenosine deaminase inhibitor (EHNA). In a cell incubation environment,
ATP, ADP, AMP and adenosine concentrations were measured using a high
performance liquid chromatography (HPLC). Studies have shown that in endothelial
and interstitial cells both enzymes have high activity. However, when comparing
activity of CD39 ([ADP] + 2x (JAMP] + [Ado])) between the two cell types, the
higher activity in endothelial cells (pAVEC) was observed than in the interstitial cells
(pAVIC) (FIGURE 4A and 4B). Comparing CD73 activity based on the increase of
Ado concentration, greater CD73 activity was demonstrated in pAVIC cells than in
pAVEC (FIGURE 4C and 4D). Accumulation of AMP during ATP catabolism by
pAVEC (FIGURE 4A and 4B) is due to the difference in CD73 activity.

The obtained results show that the tested enzymes are present in all aortic valve
layers and their activity is high in comparison to other types of cells e.g. fibroblasts*'.
This suggests a probable negative effect of the imbalance in ectoenzymes activity (and

consequently a higher concentration of proinflammatory ATP, relative to a reduced
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concentration of anti-inflammatory adenosine) in the aortic valve. These studies, along
with previous reports on the role of ATP and adenosine in inflammation®® were the
basis for the next stage of work and hypothesis of the role of CD39 and CD73 in
pathological conditions of the heart such as aortic valve calcification (PAPER B and

C), which were carried out on the human origin tissue.
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FIGURE 3. Example of pictures from the CD39 and CD73 immunohistochemistry analysis in
the porcine aortic valve. (A) The presence of CD39 at low magnification in the porcine aortic
valve. (B) The presence of CD39 on the ventral side of the porcine aortic valve. (C) The
presence of CD39 on the aortic side of the porcine aortic valve. (D) The presence of CD73 at
low magnification in the porcine aortic valve. (E) The presence of CD73 on the ventricular
side of the porcine aortic valve. (F) Presence of CD73 on the aortic side of the porcine aortic
valve. Based on Figures 1 and 2 from PAPER A.
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FIGURE 4. Extracellular breakdown of ATP and AMP in porcine endothelial cells (pAVEC)
and interstitial cells (pAVICs) from the aortic valve after 30 minutes incubation. (A) ATP
breakdown in pAVEC. (B) ATP breakdown in pAVIC. (C) AMP breakdown in pAVEC. (D)

AMP breakdown in pAVIC. Values represent the mean +=SD (n=3). Based on Figures 3 and 4 from
PAPER A.

9.2. Immunohistochemical and biochemical analysis of CD39 and CD73 in
the human aortic valve and their changes during valve mineralization

Calcific aortic valve disease (CAVD) is a pathology that involves
inflammation, fibrosis and calcification of the aortic valve leaflets. All of these
processes may be affected by changes in extracellular pathways of nucleotides that
depend on the activity of ectonucleotidases, mainly ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase-1 (CD39) and ecto-5'nucleotidase (CD73). To determine the role
of CD39 and CD73 in the aortic valve calcification process, the localisation of the
CD39 and CD73 proteins in unchanged and calcified human aortic valves was
investigated by immunohistochemistry.

In the unchanged valves, the expression of CD39 and CD73 was observed in
both endothelial and interstitial cells and their level was comparable. The presence of
proteins was observed on both sides of the valve and in the middle layer of the non-
calcified valve. While, in pathological (calcified) valves, the amount of CD39 and
CD73 was significantly reduced in both types of cells (FIGURE 5,6). The exception
were pathologically changed regions of the aortic valve, (visible tissue calcification) in
which the presence of CD73 was preserved (FIGURE 7). Exact location of CD39 and
CD73 in primary endothelial and interstitial cells isolated from human, non-calcified

valves was characterized. During the analysis of primary cells, the presence of CD39
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and CD73 was observed mainly in the hAVEC cell membrane, whereas in hAVIC
these proteins were also found intracellularly (in cytoplasm) (FIGURE 8,9).

The analysis of the activity of NTPDaz and ESNT in aortic valve homogenates
was possible using the determination of concentrations of the products using high
performance liquid chromatography. Observed changes in the presence of proteins in
the pathological valve were correlated with the activity of ectoenzymes in valve
homogenates. NTPDase activity was reduced by 35%, and e5SNT activity by 50% in
calcified valves (PAPER B)

Extracellular breakdowns of nucleotides on the surface of isolated aortic valve
endothelial cells (hAVEC) and interstitial vascular cells (hAVIC) were also measured
(incubation was performed with EHNA inhibitor and ATP and AMP substrates
identically as described in section 5.2). Level of the extracellular ATP and AMP
breakdown in isolated hAVEC and hAVIC was comparable (FIGURE 10) (PAPER
B).

Presence of ectonucleotidases in the aortic valve, and especially in the aortic
valve interstitial cells, underlines the important local role of extracellular nucleotide
metabolism and purinergic signalling in aortic valves. Changes in the local distribution
of proteins, and thus the activity of CD39 and CD73, affect the higher level of
proinflammatory factor which is ATP and ADP, and at the same time reduce the
amount of anti-inflammatory adenosine in the calcified valves. In pathological
conditions such as atherosclerosis or aortic valve calcification we observe a higher
activity of adenosine ecto-deaminase (€ADA), which additionally reduces the level of
adenosine’’. It has been demonstrated that extracellular ATP is able to induce
differentiation of human interstitial cells towards osteoblast-like cells. The described
effects are mediated by P2Y purinergic receptors associated with the phospholipase C
pathway. Consequently,
a higher level of intracellular calcium is observed, which can regulate and activate
transcription factors, such as Cbfal (core binding factor 1) or RANK (receptor
activator of nuclear factor kB). Expression of both transcription factors is indicated in
CAVD™. Our previous studies have indicated that the presence of adenosine reduced
the activity of alkaline phosphatase (a marker of osteoblast differentiation) in
interstitial cells during incubation with an osteogenic factor'®. Above-mentioned
results together with data described in the literature suggest a potential role of CD39
and CD73 in the pathological mechanisms involved in the development of CAVD.
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FIGURE 5. Immunohistochemical analysis of CD39 in the human aortic valve. (A) The
presence of CD39 at low magnification in the unchanged pathologically aortic valve (B) The
presence of CD39 on the ventricular side of unchanged pathologically aortic valve (C) The
presence of CD39 on the aortic side of unchanged pathologically aortic valve, (D) Expression
of CD39 in a calcified human aortic valve, (E) The presence of CD39 at low magnification in
a calcified human aortic valve, (F) The presence of CD39 on the aortic side of the calcified
human aortic valve. (G) Comparison of the densitometric estimated content of CD39 in the
pathologically unchanged valve (ZN) and the calefied valve (ZS). The result is expressed as
the mean =SEM (n=6). Based on Fig. 2 from PAPER B.
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FIGURE 6. Immunohistochemical analysis of CD73 in the human aortic valve. (A) The
presence of CD73 at low magnification in the unchanged pathologically aortic valve (B) The
presence of CD73 on the ventricular side of unchanged pathologically aortic valve (C) The
presence of CD73 on the aortic side of unchanged pathologically aortic valve, (D) Expression
of CD73 in a calcified human aortic valve, (E) The presence of CD73 at low magnification in
a calcified human aortic valve, (F) The presence of CD73 on the aortic side of the calcified
human aortic valve. (G) Comparison of the densitometric estimated content of CD73 in the
pathologically unchanged valve (ZN) and the calefied valve (ZS). The result is expressed as
the mean =SEM (n=6). Based on Fig. 3 from PAPER B.
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FIGURE 7. Immunohistochemical analysis of the calcified aortic valve region for CD73. The
presence of CD73 is preserved in the pathologically altered regions of the aortic valve. Based
on Fig. 4 from PAPER B.

FIGURE 8. Example of immunofluorescence image showing the presence of CD39 in
hAVEC (A) and hAVIC (B) cells and the cellular location of CD39 in hAVEC (C-D) and
hAVIC (G-J). Fluorescent staining: DAPI in the nucleus (C, G), anti-CD39 (D, H), actin
filaments (E, I) and combined (F, J). Based on Fig. 6 from PAPER B.
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FIGURE 9. Example of immunofluorescence image showing the presence of CD73 in
hAVEC (A) and hAVIC (B) cells and the cellular location of CD73 in hAVEC (C-D) and
hAVIC

(G-J). Fluorescent staining: DAPI in the nucleus (C, G), anti-CD73 (D, H), actin filaments (E,
I) and combined (F, J). Based on Fig. 7 from PAPER B.
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FIGURE 10. Analysis of hydrolysis of extracellular adenine nucleotides on the surface of
endothelial cells (hAVEC) and interstitial (hAVIC) valves during a 30-minute incubation.
Extracellular ATP hydrolysis (CD39 activity), (A, B) and calculated rate of extracellular ATP
hydrolysis ([ADP] +2 ([AMP] + [ADO])), (C). Extracellular hydrolysis of AMP (CD73
activity), (D, E) and calculated rate of extracellular AMP hydrolysis (F). The values are
shown as means £ SEM (n = 6). Based on Fig. 8 and 9 from PAPER B.

9.3. Effect of ox-LDL on the expression and activity of CD39 and CD73 in
the endothelium of the human aortic valve

One of the CAVD risk factors factors is the increased level of ox-LDL
accumulated in the aortic valve. For this reason, the next stage of the study examined
the effect of this pro-inflammatory factor on the level of mRNA expression and CD39
and CD73 activity in endothelial cells of the human aortic valve

Human aortic valve endothelial cells were incubated with ox-LDL for 24 and
48 hours. The level of mRNA transcripts, protein expression and activity of the CD39
and CD73 proteins were then tested.

CD73 activity in human endothelial cells of the valve after 48 hour incubation
was increased in the presence of ox-LDL as compared to the control (FIGURE 11).
There was no statistically significant effect of ox-LDL on CD39 activity. A similar
effect was demonstrated at the level of mRNA expression and the amount of protein.
Expression of mRNA and the amount of CD73 were increased after 48 hours of
incubation (FIGURE 12). No effect of ox-LDL on the level of mRNA expression,

amount of protein and CD39 activity was observed. Earlier results indicate that there
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are much more lipids accumulated in the calcified aortic valves than in healthy valves,
and the correlation between lipid accumulation and apoB immunoreactivity in the
endothelial region of the pathological valve has been previously described®. The
obtained results showed the stimulating effect of ox-LDL on the expression and
activity of CD73. This result shows that CD73 activity dynamically changes in the
inflammatory environment. The increase in activity can be interpreted as a
compensatory effect to suppress the inflammatory response. Perhaps ox-LDL are
responsible for maintaining CD73 activity in the area of calcifications (FIGURE 7).
Further studies are required, especially with longer exposure times to ox-LDL to
determine if this increase in activity will persist. This will give a full picture of the role
of ox-LDL and CD73 in the calcification of the aortic valve. Further studies to find
factors causing the decrease in CD73 activity observed in the previously presented

studies is necessary. (PAPER C).
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FIGURE 11. CD39 and CD73 activity in aortic valve endothelial cells illustrating stimulation
of CD73 activity after 48h incubation. CD39 activity (A) in endothelial aortic valve cells after
incubation with 1 pg/ml and 5 pg/ml ox-LDL for 24 hrs and 48 hrs. CD73 activity (B) in
endothelial aortic valve cells after incubation with 1 pg/ml and 5 pg/ml ox-LDL for 24 hrs
and 48 hrs Data are expressed as mean + SEM (n=3). Based on Fig. 1 from PAPER C.
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FIGURE 12. Expression of mRNA and protein content for CD39 and CD73 in aortic valve
endothelial cells illustrating CD73 induction after 48h incubation. Expression of CD39
mRNA and protein (A, B, D) in endothelial aortic valve cells after incubation with 1 pg/ml
and 5 pg/ml ox-LDL for 24 hrs and 48 hrs. Expression of mRNA and protein for CD73 (A, C,
E) in endothelial aortic valve cells after incubation with 1 pg/ml and 5 pug/ml ox-LDL for 24
hrs and 48 hrs. Data are expressed as mean + SEM (n=3). Based on Figures 2 and 3 from PAPER C.
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10 CONCLUSIONS

This study highlights that CD39 and CD73 are present on the surface of the aortic valve and

are characterized by high enzymatic activity.
The detailed conclusions are as follows:

1. CD39 and CD73 are present in all layers of porcine aortic valve and their enzymatic
activity associated with extracellular hydrolysis of ATP is slightly higher in
endothelial cells than in the cells of interstitial cells, while extracellular hydrolysis of

AMP is more active in interstitial cells than in endothelium.

2. CD39 and CD73 are present in all layers of the human aortic valve.

3. CD39 and CD73 are mainly located in the cell membrane in endothelial cells and in
the
interstitial cells of the human aortic valve; in interstitial cells, their presence in the

cytoplasm is additionally observed.

4. Enzymatic activities associated with extracellular hydrolysis of ATP and AMP in

human endothelial and interstitial cells are at a very similar, high level.
5. The amounts of CD39 and CD73 proteins in human aortic pathologically changed
valves are significantly reduced in aortic stenosis compared to valves unchanged. An

exception are the calcified regions where the number of CD73 is preserved.

6. Activity, mRNA expression and amount of CD73 protein are increased under the

influence of oxidized LDL in human aortic valve endothelial cells.
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11 STRESZCZENIE

Nukleotydy zewnatrzkomérkowe sa uwazane za wazne czasteczki sygnatowe,
ktore odgrywaja role w rozwoju procesow patologicznych. Uwolnione do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej nukleotydy aktywuja receptory purynergiczne, obecne na
powierzchni wszystkich rodzajow komorek. Zaburzona regulacja zwigzana z tymi
receptorami moze odgrywaé kluczowa role w rozwoju stenozy zastawki aortalnej serca.
Nukleotydy w przestrzenia zewnatrzkomoérkowej sa przeksztalcane za posrednictwem
kaskady ektoenzyméw znajdujacych sie¢ na powierzchni komorek, w tym
ektodifosfohydrolazy trifosfonukleozydowej-1 (CD39) oraz ekto-5’-nukleotydazy (CD73)
sekwencyjnie  hydrolizujgcych trifosforany nukleozydéw przez difosforany do
monofosforanow nukleozydéw (CD39) and nastepnie do nukleozydow (CD73).

Celem pracy byta analiza lokalizacji 1 aktywno$ci CD39 oraz CD73 w zastawce
aortalnej serca oraz zbadanie zmian zachodzacych w procesie kalcyfikacji zastawki. W
tym celu przeprowadzono badania z wykorzystaniem tkanek i komodrek pierwotnych
pochodzenia $winskiego i ludzkiego. Przeprowadzono immunohistochemiczna analize
lokalizacji obu bialek w $winskiej zastawce aortalnej, w niezmienionej patologicznie
ludzkiej zastawce aortalnej oraz w ludzkiej zwapniatej zastawce aortalnej. Nast¢pnie
przeprowadzono badania pozwalajace okresli¢ lokalizacje 1 aktywnosci ektoenzymow
w komorkach pierwotnych wyizolowanych z zastawki aortalnej $winskiej 1 ludzkiej.
Ponadto zbadano wplyw utlenionych LDL na przemiany nukleotydow w pierwotnych
komorkach $rédbtonka wyizolowanych z ludzkiej zastawki aortalne;.

Badania z wykorzystaniem $winskiej zastawki aortalnej wykazaty, ze CD39 oraz
CD73 sa obecne we wszystkich warstwach zastawki, a ich aktywno$¢ enzymatyczna
zwigzana z zewnatrzkomorkowa hydroliza ATP jest nieco wyzsza w komorkach
srodblonka niz w komorkach $rédmiagzszowych zastawki, natomiast zewnatrzkomoérkowa
hydroliza AMP jest bardziej aktywna w komodrkach sroédmigzszowych niz w §rodbtonku.

Badania ludzkiej zastawki aortalnej wykazaly, ze CD39 oraz CD73 s3 obecne we
wszystkich warstwach oraz, ze CD39 oraz CD73 sa zlokalizowane gtéwnie w blonie
komorkowej w komodrkach $rodblonka oraz w komorkach $rodmigzszowych ludzkiej
zastawki aortalnej. Ponadto w komorkach §rodmigzszowych zaobserwowano obecnosé
CD39 1 CD73 w cytoplazmie. Aktywnosci enzymatyczne zwigzane z zewnatrzkomorkowa
hydroliza ATP i AMP w ludzkich komédrkach $rodbtonka oraz §rédmiazszowych byly na
bardzo podobnym, wysokim poziomie.

[losci biatka CD39 i CD73 w ludzkich zastawkach aortalnych zmienionych
patologicznie byly znacznie obnizone w stenozie aortalnej w poréwnaniu z zastawkami
niezmienionymi. Wyjatek stanowily regiony skalcyfikowane gdzie ilos¢ CD73 byla
zachowana. Wykazano rowniez, ze aktywnos$¢, ekspresja mRNA oraz ilos¢ biatka CD73
wzrasta pod wptywem ultlenionego LDL w ludzkich komorkach $rédblonka zastawki
aortalnej.

Badania prowadzone w niniejszej rozprawie pozwolily na poznanie doktadnej
lokalizacji CD39 i CD73 w zastawce aortalnej serca oraz w wyizolowanych komoérkach
pierwotnych. Ponadto, badania te dostarczyly informacji o aktywnosciach
enzymatycznych wykazujac w szczeg6lnosci zdolnos¢ do hydrolizy AMP przez komorki
srédmigzszowe zastawki. Zmiany ilo$ci bialek ektoenzymow, heterogennos$¢ tych zmian
oraz modyfikacje aktywnosci przez czynniki patogenne podkreslaja znacznie CD39 i1
CD73 w rozwoju choroby zastawkowej. Przeprowadzone badania stanowig istotny wktad
w zrozumienie roli nukleotydéw zewnatrzkomérkowych w tej patologii.
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12 ABSTRACT

Extracellular nucleotides are considered as important signalling molecules that
play a role in the development of pathological processes. The nucleotides released into the
intercellular space activate the purinergic receptors, widely distributed on the cell surface.
The stimulation of nucleotide receptors may play a key role in the development of cardiac
aortic valve stenosis. In the cardiovascular system, the conversion of extracellular
nucleotides takes place via the cascade of ectoenzymes located on the cell surface,
including ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1 (CD39) and ecto-5'-
nucleotidase (CD73). CD39 sequentially hydrolyses nucleotide triphosphates by
diphosphates to nucleoside monophosphates (CD39) and then to nucleosides (CD73).

The aim of the study was to analyse the location, activity and changes taking place
in the calcification process for CD39 and CD73 in the valve. Research was carried out
using the cells and tissues of porcine and human origin. Immunohistochemical analysis of
the location of both proteins in the porcine aortic valve, in the pathologically unchanged
human aortic valve and in the human calcified aortic valve was performed. Then, tests
were carried out to determine the location and activity of the ectoenzymes in primary cells
isolated from porcine and human aortic valves. In addition, the effect of oxidized LDL on
the nucleotide hydrolysis in primary endothelial cells isolated from the human aortic valve
was investigated.

Studies using the porcine aortic valve showed that CD39 and CD73 are present in
all layers of the valve, and their enzymatic activity associated with extracellular ATP
hydrolysis is slightly higher in endothelial cells then in interstitial valvular cells, whereas
extracellular hydrolysis of AMP is more active in interstitial cells then in endothelium.

Studies of the human aortic valve revealed that CD39 and CD73 are present in all
layers and that CD39 and CD73 are located mainly in the cell membrane in endothelial
cells and in the interstitial cells of the human aortic valve. In addition, the presence of
CD39 and CD73 in the cytoplasm was observed in interstitial cells. The enzymatic
activities associated with the extracellular hydrolysis of ATP and AMP in human
endothelial and interstitial cells were at a very similar, high level.

The amounts of CD39 and CD73 proteins in pathologically changed human aortic
valves were significantly reduced in aortic stenosis compared to unchanged valves. The
exception was the calcified regions where the presence of CD73 was preserved. It was
also shown that the activity, expression of mRNA and the amount of CD73 protein
increases under the influence of the oxidized LDL in human aortic valve endothelial cells.

The research conducted within this thesis allowed to establish the exact location of
CD39 and CD73 in the aortic heart valve and in isolated primary cells. In particular, these
studies provided information on substantial capacity for AMP hydrolysis in the valvular
interstitial cells. Changes in the amount of ectoenzymes, heterogeneity of these changes,
and modifications of activity by pathogenic factors underline significance of CD39 and
CD73 in the development of valve disease. The research conducted is an important
contribution to understanding the role of extracellular nucleotides in this pathology.
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