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3. STRESZCZENIE

Nukleotydy oraz nukleozydy odgrywaja istotna role w przemianach energetycznych
i wielu innych procesach biochemicznych zar6wno wewnatrzkomérkowych, jak
1 funkcjonujacych na zewnatrz komorki. Jednym z wazniejszych enzymoéow katabolizmu
nukleotydéw jest 5’-nukleotydaza. Jedna z jej izoform - ekto-5’-nukleotydaza, znana takze
jako CD73 - zakotwiczona jest na zewnetrznej stronie bltony komorkowej. Enzym ten
katalizuje reakcje hydrolizy adenozyno-5’-monofosforanu (AMP) do adenozyny, ktora
uznawana jest za czasteczke o istotnej roli sygnalizacyjnej - bierze udziat
w hamowaniu reakcji zapalnej oraz agregacji ptytek krwi. Obnizenie zewnatrzkomérkowego
stezenia adenozyny moze prowadzi¢ do zaostrzenia stanu zapalnego, co powoduje rozwdj
wielu patologii uktadu krazenia. Uszkodzenie srodbtonka naczyniowego jest elementem
patogenezy wszystkich chorob sercowo-naczyniowych - zaré6wno naczyniowych, jak
1 zastawkowych, z ktorych jedng z najczestszych jest zwezenie zastawki aortalne;.

Celem pracy byla ocena roli 5'-nukleotydazy w patologii zastawki aortalnej oraz $ciany
naczynia. Do badan wykorzystany zostal model myszy z delecjag CD73 (CD73 -/-). Do
poréwnania uzyto myszy szczepu dzikiego (WT) karmionych dieta wysokotluszczowa, co jest
uznanym eksperymentalnym modelem patologii naczyniowych 1 zastawkowych. Zastosowane
techniki badawcze obejmowaty wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa, spektrometri¢ mas,
testy immunoenzymatyczne, barwienia histologiczne, badania echokardiograficzne oraz
metody kolorymetryczne i standardowe procedury biochemiczne.

Badania wykazatly, ze CD73 ma kluczowe znaczenie w degradacji AMP do adenozyny
na powierzchni naczynia, a aktywnosci innych enzymoéw, takich jak fosfataza alkaliczna
(ALP) odgrywaja jedynie niewielka rolg. Delecja CD73 prowadzita do niemal catkowitego
zahamowania hydrolizy AMP na powierzchni naczynia. Brak aktywnosci CD73 powodowat
zmiany aktywnosci innych enzymdéw zaangazowanych w zewnatrzkomorkowy katabolizm
metabolitow nukleotydow - obnizenie aktywnos$ci ekto-deaminazy adenozyny oraz wzrost
aktywnosci ekto-difosfohydrolazy trifosfonukleozydowej. Wykazano takze, ze delecja CD73
spowodowata wzrost st¢zenia markerow kalcyfikacji w zastawkach aortalnych (zwigkszenie
stezenia wapnia 1 fosforanéw, wyzsza aktywno$¢ ALP), pogrubienie ptatkéw zastawki oraz
uposledzenie jej funkcjonowania. Odnotowane zmiany byty zblizone do tych, rozwijajacych
si¢ pod wptywem diety wysokotluszczowej u myszy WT. Zaobserwowano rowniez, ze brak
aktywnosci CD73 prowadzil do wzrostu poziomu molekut adhezyjnych, zwigzanych
z aktywacja srodbtonka (ICAM-1, VCAM-1) oraz stezenia cytokin prozapalnych w surowicy.
Dysfunkcja $rdédbtonka u myszy CD73-/- zwigzana byla z zaburzeniem metabolizmu L-
argininy, na co wskazywato obnizone stezenie L-argininy, nizsza aktywno$¢ syntazy tlenku
azotu w komorkach $rédblonka oraz obnizony stosunek azotandow do azotynow w surowicy
1 aorcie tych zwierzat. Zmiany parametrow zwigzanych z uszkodzeniem naczyh postgpowatly
wraz z wiekiem zwierzat.

Powyzsze Dbadania wykazaly, ze 5'-nukleotydaza, a w szczegdlnosci jej
zewnatrzkomorkowa izoforma CD73, odgrywa kluczowa role w homeostazie zastawki
aortalnej 1 naczyn. Zwigkszenie aktywnosci CD73 moze mie¢ znaczacy potencjat
terapeutyczny w patologiach naczyniowych i zastawkowych.
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4. ABSTRACT

Nucleotides and nucleosides play an important role in cell energy transformations and
many other biochemical processes that operate both intracellularly and outside the cell. One
of the most important enzymes of the nucleotides catabolism is 5'-nucleotidase. One of its
isoforms - ecto-5'-nucleotidase, also known as CD73 - is anchored on the outside of the
cellular membrane. It catalyzes the hydrolysis of adenosine-5'-monophosphate (AMP) to
adenosine, which is considered a molecule with an important signaling role - it is involved in
the inhibition of inflammation and platelet aggregation. The decrease in extracellular
adenosine concentration may lead to an exacerbation of the inflammatory state, which causes
the development of many cardiovascular pathologies. Endothelium damage is present in the
pathogenesis of cardiovascular diseases — both, vascular and valvular pathologies, of which
the most common is aortic valve stenosis.

The aim of the study was to evaluate the role of 5'-nucleotidase in the pathology of the
aortic valve and vessel wall. The mouse model with the CD73 deletion (CD73-/-) was used
for the study. As a reference model, mice fed a high-fat diet were used. High-fat diet
treatment is one of the established experimental models of vascular and valvular pathologies.
The applied techniques included high-performance liquid chromatography, mass
spectrometry, immuno-enzymatic tests, histological stainings, echocardiographic
examinations as well as colorimetric methods and standard biochemical procedures.

The results showed that CD73 is crucial in the conversion of AMP to adenosine on the
vessel surface, and the activities of other enzymes, such as alkaline phosphatase (ALP) play
only a minor role. The deletion of CD73 led to almost complete inhibition of AMP hydrolysis
on the vessel surface. The lack of CD73 activity caused changes in the activities of other
enzymes involved in extracellular catabolism of nucleotide metabolites - a decrease in the
ecto-adenosine  deaminase and an increase in  ecto-nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase. It was also shown that CD73 deletion caused an increase in the
calcification markers level in aortic valves (increased calcium and phosphate concentrations,
higher ALP activity), thickening of valve leaflets, and impairment of its functioning. The
observed changes were similar to those developing under the influence of a high-fat diet. It
was also noted that the lack of CD73 activity led to an increase in the concentration of
adhesion molecules associated with endothelial activation (ICAM-1, VCAM-1) and pro-
inflammatory cytokines. Endothelial dysfunction in CD73 - / - mice was associated with L-
arginine metabolism disorders, as indicated by decreased L-arginine concentration, lower
nitric oxide synthase activity in endothelial cells, and a decreased nitrates/nitrites ratio in
serum and aorta. Changes in parameters associated with vascular damage progressed with the
age of the tested animals.

This research demonstrated that 5'-nucleotidase, and in particular its extracellular CD73
isoform, plays a key role in aortic valve and vascular homeostasis. Increase of the activity
of CD73 may have significant therapeutic potential in vascular and valvular pathologies.
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5. WSTEP

Nukleotydy w organizmie wystgpuja jako skladniki kwasow nukleinowych, a takze
w znacznych ilo$ciach w komorkach 1 ptynach ustrojowych w formie niezwigzanej (wolnej),
gdzie ich rolg jest zapewnienie wlasciwego funkcjonowania wielu proceséw biologicznych,
miedzy innymi przenosza energi¢ niezbedng w procesach metabolicznych (ATP, GTP),
uczestnicza w reakcjach enzymatycznych jako koenzymy, kofaktory (NAD", NADP', FMN,
FAD), substraty reakcji oraz dzialaja jako efektory allosteryczne, a ich cykliczne pochodne
odpowiadaja za przekazywanie sygnatow w komorce . Nukleotydy i nukleozydy sa obecne
takze w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, gdzie pelnig role waznych czasteczek
sygnatowych, dzialajacych poprzez swoiste dla nich receptory na powierzchni komoérek * °.
Nukleotydy zewnatrzkomodrkowe stymulujg zapalenie (przez receptory P2), natomiast ich
nukleozydy (np. adenozyna) odgrywaja przeciwstawng rol¢ - biorg udziat w kontrolowaniu
odpowiedzi immunologicznej (przez receptory P1). Na powierzchni komoérek dochodzi do
katabolizmu nukleotydow i nukleozyddéw przez ekto-enzymy.

Jednym z enzymow zaangazowanych w metabolizm nukleotydéw jest 5'-nukleotydaza
(5'NT - EC 3.1.3.5). Enzym ten wystepuje zarowno w organizmach bakteryjnych, roslinnych,
jak réwniez u zwierzat 1 ludzi. Hydrolizuje reszte fosforanowag na koncu niecyklicznych 5'-
monorybonukleotydéw uwalniajac nukleozyd 1 fosforan nieorganiczny. Enzym ten
charakteryzuje si¢ duzym zrdéznicowaniem pod wzgledem hydrolizowanych substratow, do
ktorych naleza przede wszystkim adenozyno-5'-monofosforan (AMP), inozyno-5'-
monofosforan (IMP), ale takZze guanozyno-5'-monofosforan (GMP), cytydyno-5'-
monofosforan (CMP) oraz urydyno-5'-monofosforan (UMP), jak roéwniez deoksynukleotydy,
tj. deoksycytydyno-5'-monofosforan (dCMP), deoksyurydyno-5'-monofosforan (dUMP), czy
tez deoksytymidyno-5'-monofosforan (dTMP) 6,

Jednym z preferowanych przez 5'NT substratow jest AMP. Glownym zrédlem tego
nukleotydu w komorce jest fosforylacja adenozyny przez kinaze adenozyny (AK). Ponadto
AMP moze powstawa¢ na drodze syntezy de novo z IMP poprzez dziatanie syntetazy
adenylobursztynianowej a nastgpnie liazy adenylobursztynianowej, na drodze reutylizacji
adeniny w reakcji katalizowanej przez fosforybozylotransferaz¢ adeninowa (APRT), jak
rowniez poprzez przemiany wewnatrzkomoérkowych trifosforanéw i difosforanéw . AMP
w komorce moze ulega¢ fosforylacji do adenozyno-5'-difosforanu (ADP), deaminacji do IMP
przy udziale deaminazy AMP, badz tez zosta¢ przeksztatcony na drodze hydrolizy przez 5S'NT
do adenozyny.

Adenozyna jest waznym produktem aktywnos$ci 5'NT. Hydroliza AMP stanowi gtéwne
zrédlo adenozyny w komorkach. Ponadto, w warunkach optymalnego zaopatrzenia komodrek
w tlen 1 substraty ok. 30 % puli adenozyny pochodzi z hydrolizy S-adenozylohomocysteiny
(SAH) katalizowanej przez hydrolaze S-adenozylohomocysteiny (SAHH) * °. Niewielka
cze$¢ puli adenozyny moze powstawa¢ w wyniku aktywnosci niespecyficznych fosfodiesteraz
i fosfataz, wykazujacych powinowactwo do wszystkich zwigzkow fosforanowych '°.
W warunkach fizjologicznych stgzenie wewnatrzkomorkowej adenozyny jest niskie (ponizej
1 uM) dzigki aktywnosci AK, enzymu ktéry wykazuje wysoki stopien powinowactwa oraz
niska warto§¢ Km dla adenozyny (25 nM - 1 uM, w zaleznosci od rodzaju tkanki) . Drugim
enzymem biorgcym udziat w regulacji wewnatrzkomdrkowego stezenia adenozyny jest

12



deaminaza adenozyny (ADA), katalizujaca reakcje deaminacji adenozyny do inozyny '* .

Charakteryzuje si¢ ona jednak nizszym powinowactwem do tej czasteczki (Km
ok. 25 - 150 pM) '*. Wewnatrzkomorkowa adenozyna, poprzez wysoka aktywnosé AK,
odgrywa przede wszystkim role prekursora nukleotydow adeninowych. W przestrzeni
zewnatrzkomérkowej czasteczka ta pelni natomiast istotng role¢ sygnalizacyjng.
Zewnatrzkomoérkowa adenozyna m.in. wykazuje dzialanie kardioprotekcyjne podczas
niedokrwienia i niedotlenienia serca. Dodatkowo, bierze udzial w regulacji procesow takich
jak: neurotransmisja, napiecie komorek migsni gladkich, agregacja ptytek krwi, filtracja
nerkowa oraz przebieg odpowiedzi zapalnej °'*. Transport adenozyny, jak réwniez innych
nukleozydow, przez bton¢ komoérkowag moze odbywac si¢ zgodnie z gradientem st¢zen - na
drodze dysfuzji ulatwionej, poprzez system transporteréw ENT (ang. FEquilibrative
Nucleoside Transport system) lub do wnetrza komorki w symporcie z jonem NA+, poprzez
transportery CNT (ang. Concentrative Nucleoside Transport system) *°.

5.1. Izoformy 5’-nukleotydazy

5'NT wystgpuje w postaci izoform, roznigcych si¢ lokalizacja subkomorkowa oraz
wlasciwosciami fizykochemicznymi. Obecnie znanych jest 7 odmian molekularnych 5'NT,
z czego piec¢ zlokalizowanych jest w cytozolu (cN-IA, cN-IB, cN-II, cN-III oraz cdN), jedna
w macierzy mitochondrialnej (mdN) oraz jedna zakotwiczona jest na zewngtrznej
powierzchni btony cytoplazmatycznej (e5S'NT, CD73) (Tab.1).

Izoformy 5’-nukleotydazy | Nazwa zwyczajowa; symbol | Inne nazwy zwyczajowe
genu kodujacego izoforme

cN-1A 5’-nukleotydaza cytozolowa IA; | cN-I; ,high Km” AMP-
NT5CIA4 specyficzna 5°-NT

cN-IB 5’-nukleotydaza cytozolowa IB; | Homolog cN-IA
NT5CIB

cN-II 5’-nukleotydaza cytozolowa II; | ,high Km” IMP
NT5C2 specyficzna 5’-NT

cN-I1I 5’-nukleotydaza cytozolowa III; | PN-I; P5’N-1
NT5C3

cdN Cytozolowa PN-II; NT-1
5°(3’)-deoksynukleotydaza;
NT5C

mdN Mitochondrialna dNT-2
5°(3”)-deoksynukleotydaza;
NTSM
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e5’NT, CD73 Ekto-5’-nukleotydaza; NT5E e5’nt, ekto-5’-NT, ,low
Km” AMP specyficzna
5’-NT

Tabela 1. Izoformy 5’-nukleotydazy. Na podstawie["’], ze zmianami.

Cytozolowa S5'-nukleotydaza IA (cN-IA, ang. cyfosolic 5"-nucleotidase 1) jest
tetramerem 1 nazywana jest takze izoformg "preferujaca" AMP lub "high Km" AMP
specyficzng. Wystepuje gtownie w miesniach szkieletowych oraz sercu, gdzie odgrywa wazng
role w produkcji adenozyny podczas ischemii. Jej odmiana homologiczna - IB (cN-IB) -
wystepuje w jadrze. Izoformy te wykazuja wysokie powinowactwo do AMP, jak réwniez do
deoksypirymidynowych monofosforanow (dCMP, dUMP, dTMP). Dla optymalnej
aktywnosci cN-I niezbedna jest obecno$é dwuwartosciowych kationéw (Mg>", Mn*" oraz
Co*"). Warto$¢ Km dla AMP wynosi 1,46 - 1,9 mM. ADP jest silnym aktywatorem tego
enzymu - przy mikromolowym stezeniu ADP (10 - 89 uM) Km cN-I dla AMP ulega
znacznemu obnizeniu. W mniejszym stopniu enzym ten aktywowany jest takze przez GTP.
Specyficznym inhibitorem c¢N-1I jest 5'-etynylo-2'-deoksyurydyna (5-Edu) 2**'.

Cytozolowa 5'-nukleotydaza II (cN-II, ang. cytosolic 5'-nucleotidase II) rowniez
wystepuje w postaci tetrameru 1 jest obecna we wszystkich tkankach zwierzecych.
Charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do 6-hydroksypuryn, zwtaszcza do IMP oraz
GMP. Jest odpowiedzialna za hydrolize tych zwiazkéw, ale takze dzigki aktywnosci
fosfotransferazy, przenosi grupe fosforanowa z mono-5'-rybonukleotydéw na odpowiednie 5'-
rybonukleozydy, regulujac w ten sposoéb wewnatrzkomoérkowe stezenia IMP oraz GMP, jak
rowniez wplywajac posrednio na produkcje kwasu moczowego *%. ¢N-II hydrolizuje IMP
kilkanascie razy szybciej niz AMP. Wartosci Km wynosza odpowiednio 0,1 — 0,6 mM dla
IMP oraz 1 - 15 mM dla AMP. Obecno$¢ milimolowych stezenh ATP oraz ADP modyfikuje
wlasciwosci kinetyczne enzymu, znaczaco zwigkszajac szybkos¢ maksymalng reakcji (Vmax)
oraz jego powinowactwo do IMP oraz AMP. Natomiast fosforan nieorganiczny hamuje
aktywnoéé cN-IL Optimum aktywnosci cN-1I wykazuje przy pH 6,5-9,5 *°.

Cytozolowa 5'-nukleotydaza III (cN-IIl, ang. cytosolic 5-nucleotidase III) jest
monomerem. Katalizuje hydroliz¢ rybonukleotydéw pirymidynowych (CMP, UMP) do
odpowiednich nukleozydow. Wykazuje znacznie mniejsza aktywno$¢ w stosunku do
nukleotydow purynowych. Podobnie jak cN-II, cN-III takze posiada wlasciwosci
fosfotransferazy. Wystepuje gtownie w erytrocytach ®. W dziedzicznej anemii hemolitycznej
obserwuje sie niedobor tego biatka ** .

Cytozolowa 5'(3") - deoksynukleotydaza (cdN) wystepuje w postaci dimeru,
charakteryzuje si¢ szeroka dystrybucja tkankowa 1 uczestniczy w wigkszosci reakcji hydrolizy
deoksyrybonukleotydow. Wykazuje wysoka aktywno$¢ zarowno w stosunku do dIMP, jak
réwniez do dGMP, natomiast slabsza w stosunku do dAMP. Enzym ten pozostaje nieaktywny
w stosunku do dCMP. ¢dN hydrolizuje réwniez 2' i 3'-monofosforany nukleozydow *.

Kolejng z poznanych izoform 5'-nukleotydazy jest mdN (ang. mitochondrial 5'(3")-
deoxynucleotidase). Jest dimerem, zlokalizowanym w macierzy mitochondrialnej. Wykazuje
duze podobienstwo do opisanej wyzej cdN, posiada jednak znacznie wyzszg specyficznos¢
substratowa w stosunku do dUMP oraz dTMP. Tak jak cdN, mdN ma takze zdolnos¢
reagowania z 2' oraz 3'-monofosforanami nukleozydow .
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Niezwykle interesujacag izoforma jest ekto-5'-nukleotydaza (e5'NT, CD73, ang. ecto-5'-
nucleotidase). Wystepuje ona w postaci dimeru 1 zlokalizowana jest na powierzchni komorki,
gdzie potaczona jest z blong cytoplazmatyczng za pomoca glikozylofosfatydyloinozytolu
(GPI). Preferowanym substratem dla CD73 jest AMP *°. Jej wlasciwosci opisano ponize;.

5.2. CD73 —zewnatrzkomorkowa izoforma 5’NT

5.2.1. CD73 — funkcja i struktura komorkowa

Dojrzata ekto-5'-nukleotydaza (EC. 3.1.3.5) sktada si¢ z 548 aminokwaso6w o masie
czasteczkowej 70 kDa. Podczas dojrzewania, fragment okoto 25 reszt aminokwasowych,
zawierajacy sekwencje sygnatowg oraz hydrofobowa cze$¢ konca C-terminalnego, zostaje
odciety 1 zastgpiony przez glikozylofosfatydyloinozytol (GPI), za pomocg ktérego biatko
enzymatyczne zakotwiczone jest na zewngetrznej powierzchni blony komoérkowej. Domena C-
koncowa biatka odpowiedzialna jest za wigzanie AMP, podczas gdy domena N-koncowa za
wigzanie jondw metali dwuwarto$ciowych (Rycina 1) 2728 CD73 nie wykazuje zadnej
aktywnos$ci wobec 2'- 1 3'- monofosforanéw nukleozydow, katalizuje reakcje hydrolizy 5'-
monofosforanéw zarowno rybo-, jak i deoksyrybonukleozydéw - AMP, CMP, UMP, IMP
oraz GMP, przy czym to AMP jest preferowanym nukleotydem. Warto§¢ Km dla AMP
wynosi ok. 15 uM %°. Optimum aktywnosci enzymu znajduje sie w granicach pH 7.4 - 9,0.
ATP oraz ADP s3 inhibitorami kompetycyjnymi CD73, za§ fosforan nieorganiczny
niekompetycyjnym. State inhibicji ATP 1 ADP zawieraja si¢ w zakresach stezen
mikromolowych. Zwiazki te wigza si¢ z miejscem aktywnym enzymu, nie ulegajac
hydrolizie*’. W homogenatach tkankowych, praktycznie potowa aktywnosci ekto-5’-
nukleotydazy oddysocjowuje od btony cytoplazmatycznej do srodowiska inkubacyjnego,
pozorujac istnienie izoformy cytoplazmatycznej. Do niedawna jeszcze t¢ "cytoplazmatyczng”,
rozpuszczalng frakcje CD73 klasyfikowano jako niezalezng izoforme enzymu blonowego *°.

Poziom biatka CD73 jest $cisle regulowany. Cytokiny prozapalne (IL-1B, TNF a)
prowadza do wzrostu ilo$ci CD73 podczas rozwoju stanu zapalnego, natomiast fosfolipazy
moga odcina¢ to biatko z powierzchni blony komorkowej w miejscu zakotwiczenia GPI.
Ponadto, poziom CD73 zwicksza si¢ w przebiegu dojrzewania komodrek, w szczegodlnosci
limfocytow T 1 B, a takze ich wzrostu i1 migracji. Dodatkowo, czynnikami znaczaco
zwiekszajacymi poziom CD73 sa hipoksja oraz ischemia **'.

CD73 charakteryzuje si¢ szeroka dystrybucja tkankowa. Wykazano obecno$¢ tego
enzymu w roznych rodzajach tkanek, w tym w nerkach, watrobie, plucach, mézgu i sercu.
Potwierdzono jego wystgpowanie na powierzchni leukocytow krwi obwodowej, a takze
w grasicy, $ledzionie 1 wezlach chtonnych. Tak powszechne wystgpowanie enzymu zwigzane
jest z jego obecno$cia na powierzchni komérek $rodblonka *2. CD73 wystepuje rowniez na
powierzchni komorek nowotworowych *°.

Dane dostgpne w piSmiennictwie wskazuja na funkcjonalny udziat ekto-5'-nukleotydazy
w utrzymaniu bariery $rédblonka, w adaptacji do warunkéw niedotlenienia, utrzymaniu
prawidlowej funkcji phluc, watroby i nerek, a takze ukladu sercowo-naczyniowego '°.
Wykazany zostat takze znamienny wptyw aktywnosci CD73 na regulacje odpornosci
1 stanu zapalnego. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze oprocz produkeji zewnatrzkomoérkowe;j
adenozyny, CD73 moze katalizowa¢ reakcje hydrolizy mononukleotydu nikotynamidu do
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rybozydu nikotynamidu i fosforanu nieorganicznego, jak réwniez hydrolizy NAD™ **. CD73
moze petni¢ takze funkcje nieenzymatyczng - jest czasteczka adhezyjna wiazaca fibronektyne
oraz lamining w przestrzeni migdzykomodrkowej. Sugeruje si¢ takze, ze moze peti¢ funkcje
receptorowa w szlakach sygnalizacji limfocytow T .

AMP obecne w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j jest nie tylko substratem dla ekto-5’-
nukleotydazy, ale moze by¢ rowniez przeksztalcane przez inne enzymy defosforylujace
nukleotydy, w tym przede wszystkim przez fosfataze alkaliczng, ktéra charakteryzuje si¢
szeroka dystrybucja tkankowa, ale wykazuje nizsze powinowactwo do AMP .

Miejsce wigzace
jony Zn** Miejsce wigzace

jony Co*
ADENOZYNA \} S
S
??
CF-
o3
S

Rycina 1. Struktura ekto-5'-nukleotydazy (CD73) w blonie komérkowej. Na podstawie [*'] ze
zmianami.

5.2.2. CD73 jako element sygnalizacji purynergicznej

Podstawowg funkcja CD73 jest defosforylacia AMP do adenozyny. Enzym ten jest
czescig  szlaku  zewnatrzkomorkowego  katabolizmu  nukleotydéw  adeninowych,
przedstawionego na Rycinie 2, w ktorym uczestniczy réwniez blonowy enzym CD39 (ekto-
difosfohydrolaza trifosfonukleozydowa 1, eNTPD 1), bedacy glownym zrodtem AMP w
przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, a hydrolizujacy ATP 1 ADP do AMP. Zewnatrzkomérkowa
degradacja dinukleotydu nikotynoadeninowego (NAD') jest takze zrodtem AMP 7 *°.
Zaréwno CD39, jak 1 CD73 aktywowane sg przez wystepujace w Srodowisku jony
dwuwarto$ciowe. Szybsza hydrolize ATP stymuluje obecno$¢ jonéw Ca’>* oraz Mg”’,
natomiast w reakcji katabolizmu AMP najsilniejsze dziatanie aktywujace wykazuja jony
Mg”" ¥, Reakcje przemiany adenozyny do inozyny katalizuje ekto-deaminaza adenozyny 1
(eADA 1). Bierze ona udzial w kontrolowaniu stezenia adenozyny, a jej aktywnos$¢ ulega
zmianom w wielu stanach patologicznych. Badania przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie
Biochemii GUMed wykazaty znamiennie wyzszg aktywno$¢ naczyniowej eADAI
w przebiegu miazdzycy, pochodzacej z aktywowanych komorek $rodblonka i1 komorek

16



zapalnych infiltrujacych §ciang naczynia. Zahamowanie tej aktywnosci poprzez zastosowanie

2’-deoksykoformycyny powodowato spowolnienie rozwoju choroby ***.

Na zewnatrz b
komdrki

BLONA
KOMORKOWA [

KOMORKI SRODBLONKA, MAKROFAGI, LIMI

PLYTKI KRWI, FIBROBLASTY, KOMORKI M| SWKI
GLADKIE)
nukleotydazy ADA
Wawngtrz ATP Ado
komérki Ino
l AK
AMP

Rycina 2. Zewnatrzkomérkowy katabolizm nukleotydéw adeninowych oraz adenozyny

5.2.2.1. Zewnatrzkomoérkowa adenozyna jako wazna czasteczka sygnalowa

Adenozyna obecna w przestrzeni zewnatrzkomorkowej peini role czasteczki o istotnej
roli sygnalizacyjnej. Swoje dzialanie w przestrzeni migdzykomorkowej wywiera faczac sig ze
specyficznymi receptorami adenozynowymi P1 sprzezonymi z biatkiem G (Al, A2a, A2b
1 A3), znajdujacymi si¢ na powierzchni komorek, w tym réwniez komoérek uktadu sercowo-
naczyniowego oraz ukladu immunologicznego '®. Adenozyna jest fizjologicznie obecna
w przestrzeni pozakomoérkowej organizmu w bardzo niskim stezeniu (30 - 200 nM),
stymulujac receptory o niskim powinowactwie (Al, A2a, A3) o Jej stezenie wzrasta
w warunkach stresu metabolicznego (nawet do 100 uM), spowodowanego migdzy innymi
hipoksja, ischemig czy tez rozwojem stanu zapalnego **. Aktywowany jest wowczas receptor
A2b, charakteryzujacy sie znacznie wyzszym powinowactwem do adenozyny *'. Do wzrostu
stezenia zewnatrzkomoérkowej adenozyny dochodzi na skutek transportu adenozyny
z komorki, powstajacej w wyniku wzmozonej degradacji wewnatrzkomorkowego ATP, ale
przede wszystkim poprzez aktywnie dziatajacy szlak zewnatrzkomorkowego katabolizmu
nukleotydéw adeninowych uwalnianych z komérek w odpowiedzi na patologiczne bodzce *.
Zewnatrzkomoérkowa adenozyna bierze udzial w hamowaniu reakcji zapalnej, agregacji
ptytek krwi, zmniejszeniu utleniania LDL oraz — poprzez regulacje procesu roéznicowania
osteoklastow — w obnizeniu poziomu resorpcji kosci. Zmniejsza tez aktywnos$¢ neutrofili
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mi¢dzy innymi poprzez hamowanie wytwarzania wolnych rodnikow. Reguluje tez migracje
limfocytow przez bariere Srodblonka. Ogranicza infiltracje neutrofili do tkanek, zapobiegajac
ich uszkodzeniu. Ponadto, zewnatrzkomoérkowa adenozyna posredniczy w hamowaniu
produkcji prozapalnych cytokin (TNF-a)), a wzmacnia synteze cytokin przeciwzapalnych (IL-
10)°".

5.2.3. Rola CD73 w utrzymaniu homeostazy Srédblonka naczyniowego

Funkcja srodblonka polega na utrzymaniu naczyniowej homeostazy przez zbalansowane
uwalnianie auto- i parakrynnych substancji w odpowiedzi na bodzce fizyczne, biologiczne
czy chemiczne. Srodblonek odgrywa wazng role w regulacji napiecia §cian naczyn oraz
regulacji nabytej lub wrodzonej odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Komorki $rodblonka,
ktore tworza najbardziej wewnetrzng powierzchnie S$ciany tetnic, w  warunkach
fizjologicznych sg odporne na adhezj¢ leukocytow. Proces zapalny inicjuje wzrost ekspres;ji
czasteczek adhezyjnych w komorkach $rodbtonka, co umozliwia wigzanie leukocytow ze
$ciang naczynia. Na migracje leukocytow wpltyw maja przede wszystkim oddziatywania
pomiedzy ligandami na ich powierzchni a $rodbtonkowymi P- oraz E-selektynami, jak
réwniez oddziatywania migdzy powierzchniowymi integrynami leukocytow a czasteczkami
adhezyjnymi ICAM-1 (ang. Intracellular Adhesion Molecule) 1 VCAM-1 (ang. Vascular Cell
Adhesion Molecule) **.

Ekto-enzymy, takie jak CD73, moga dziala¢ jako czasteczki adhezyjne, ale przede
wszystkim biorg udziat w regulacji adhezji komoérek ukladu odpornosciowego poprzez
metaboliczng kontrole funkcji leukocytow *°. CD73 wystepuje zaréwno na powierzchni
komorek $rédbtonka, jak réwniez limfocytow. Dane dostepne w pismiennictwie wskazuja, ze
wigzanie leukocytow do komorek srodblonka zwigzane jest z zahamowaniem aktywnosci
CD73. Mechanizm tej inaktywacji wymaga jednak dalszych badan *°. Zewnatrzkomérkowa
adenozyna poprzez dzialanie receptorowe moze posrednio zwigksza¢ szczelnos¢ komorek
srodbtonka poprzez - indukowang wzrostem cAMP - aktywacje kinazy biatkowej A,
prowadzacej do fosforylacji bialek typowych dla potaczen $cistych (barierowych), miedzy
innymi fosfoproteiny stymulujacej wazodylatacj¢ (VASP, ang. vasodilator-stimulated
phosphoprotein) *. Uwaza sie, ze zmniejszone, na skutek obnizonej aktywnosci CD73,
stezenie adenozyny prowadzi do zwigkszenia przepuszczalno$ci komodrek $rodbtonka, co
z kolei przyczynia si¢ do zwigkszonej migracji leukocytow. Wiadomo réowniez, ze adhezja
limfocytow do $rodblonka ,,maskuje” srodblonkowa aktywnos¢ CD73. Proces ten powoduje
zaktocenie zewnatrzkomorkowego katabolizmu nukleotydéw adeninowych, co skutkuje
wzrostem stezenia ATP **. Ponadto, CD73 odgrywa istotng role w regulacji krazenia
wiencowego poprzez wytwarzanie adenozyny, ktora z kolei pelni funkcje
hiperpolaryzujacego czynnika pochodzenia srdédblonkowego. Wowczas posredniczy ona
w rozkurczu tetnic wiencowych prowadzac do indukcji hiperpolaryzacji i relaksacji komoérek
migs$niowki gladkiej naczyn poprzez stymulacje receptoréw adenozynowych i regulacje
kanatow potasowych *°.

5.2.4. Rola CD73 w patologiach naczynia i zastawki aortalnej
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Dysfunkcja $rddblonka naczyniowego jest obecna w patogenezie wszystkich chordb
sercowo-naczyniowych. Definicja tego =zaburzenia, oprécz uposledzonej zdolnosci
rozkurczowej naczynia, obejmuje takze wspoOlistniejacy proces zapalny, ktory moze
prowadzi¢ do rozwoju, mi¢dzy innymi miazdzycy poprzez zwigkszenie przepuszczalno$ci
komorek srodblonka, zwigkszona ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych, czy tez intensywne
wydzielanie cytokin i chemokin. Jednym z kluczowych mechanizmoéw dysfunkcji srédbtonka
jest obnizenie syntezy tlenku azotu, najprawdopodobniej na skutek stresu oksydacyjnego >

Doniesienia z pi§miennictwa dotyczace roli CD73 w miazdzycy sa niejasne. Adhezja
monocytéw do aktywowanego $rodbtonka, a nastgpnie ich migracja przez $rodbtonek jest
kluczowym etapem w poczatkowej fazie rozwoju miazdzycy. Dane dostepne
w pismiennictwie wykazuja, ze proces adhezji monocytéw w perfundowanych ex vivo
tetnicach szyjnych myszy z delecja genu kodujacego CD73 jest znacznie nasilony, a temu
prozapalnemu dziataniu towarzyszy znamienny wzrost stezenia VCAM-1, ktora uwazana jest
za marker zmian zachodzacych w obrebie $rodblonka >°. Delecja CD73 prowadzi takze do
wzrostu aktywacji Toll-podobnego receptora 2 (TLR2), ktéry moze bezposrednio wptywaé na
indukcje procesu zapalnego **. Z drugiej strony, sugerowano, ze aktywnos¢ CD73 przyczynia
si¢ do rozwoju miazdzycy, poprzez stymulacje migracji i proliferacji komoérek miesniowki
gladkiej naczyn, a takze wzrostu stezenia lipidow w surowicy >°.

Dane dostepne w pismiennictwie podkreslajg role biatka CD73 w kontroli agregacji
ptytek krwi. Role CD73 w patofizjologii zakrzepicy badano na modelu tetnic szyjnych
uszkodzonych  przez  wolne  rodniki, poprzez  zastosowanie FeCl;  myszy
z delecja CD73. Czas okluzji (czas od poczatku pomiaru do zamknigcia $wiatla naczynia
przez powstajacy w wyniku adhezji 1 agregacji plytek krwi czop ptytkowy) byt znacznie
krotszy u myszy pozbawionych aktywnosci CD73 w porownaniu do grupy kontrolne;j.
Ponadto, czas krwawienia (czas uptywajacy od zranienia skory do ustania krwawienia, po
nacigciu koncoéwki ogona) rowniez byt o okoto 35 % krotszy u myszy charakteryzujacych sie
brakiem aktywnosci CD73. Wyniki te sugeruja, ze prawidlowa aktywno$¢ tego enzymu
hamuje agregacje plytek krwi, a jej utrzymanie moze stanowi¢ nowa strategie terapeutyczng
w przeciwdzialaniu zakrzepicy >°.

Zwapnienie naczyn, tworzace si¢ w blonie wewnetrznej (intima) lub srodkowej (media)
naczynia, jest waznym aspektem patologii uktadu sercowo-naczyniowego. Do niedawna
jeszcze uwazano, ze jest to zmiana degeneracyjna. Jednak coraz wigcej dowodow sugeruje,
ze jest to wynik aktywnego procesu, przypominajacego przebudowe kosci °’. Uwaza sig, ze
zewnatrzkomorkowa  kalcyfikacja  wynika z  aktywacji  specyficznych  szlakéw
biochemicznych, a ich stata inhibicja moze zapobiec wystgpieniu tego procesu. U 0sob
z mutacjag w genie NT5E kodujacym CD73 zaobserwowano zwigkszong kalcyfikacj¢ naczyn
krwionosnych przy braku aktywno$ci enzymatycznej tego biatka w fibroblastach
pochodzacych od czlonkéw rodzin dotknietych ta mutacjg °*. Proces kalcyfikacji zalezy
w duzej mierze od stezenia pirofosforanu, ktory jest silnym inhibitorem ektotopowego
wapnienia, oraz od aktywnosci tkankowo niespecyficznej fosfatazy alkalicznej (TNAP, ang.
tissue nonspecific alkaline phosphatase), rozktadajacej pirofosforan do fosforanu
nieorganicznego - aktywatora wapnienia. Wykazano takze, ze dlugotrwate obnizenie stezenia
zewnatrzkomoérkowej adenozyny zwigksza poziom aktywno$ci TNAP. Natomiast dodanie
adenozyny do srodowiska hodowli komorek pozbawionych biatka CD73 odwracato efekt
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stymulacji aktywnosci TNAP °°. Ponadto, dane dostepne w pismiennictwie wskazuja, ze
inhibicja CD73 prowadzi do kalcyfikacji miocytow, a efekt ten moze zosta¢ zniesiony
poprzez zahamowanie aktywnos$ci TNAP % Doniesienia te dowodza, ze aktywnos$¢ CD73,
a co za tym idzie - produkt aktywno$ci enzymatycznej tego biatka, adenozyna - moga dziataé
jako negatywny regulator kalcyfikacji tkankowej - prawdopodobnie poprzez inhibicj¢ TNAP.

Jedna z najczestszych wad zastawek serca jest zwezenie zastawki aortalnej. Obecnie,
pomimo powaznych konsekwencji klinicznych wynikajacych z rozwoju choroby, jedynym
skutecznym sposobem jej leczenia jest wymiana zastawki. Dane w pismiennictwie sugeruja
jednak, ze proces zapalny sprzyja rozwojowi zwezenia zastawki aortalnej (podobnie jak
w przypadku kalcyfikacji naczyn), niezaleznie od wystepowania nieprawidlowosci
anatomicznych. Wczesne zmiany wynikajagce z rozwoju zwezenia zastawki aortalnej
zwigzane sg wlasnie z aktywnym procesem zapalnym obejmujacym naciekanie limfocytow T
oraz makrofagdbw, a takze odkladaniem ztogow lipidowych, zlogéw wapnia oraz
uszkodzeniem blony podstawnej ®'. W zmienionych patologicznie zastawkach obserwuje sic
obecno$¢ komorek tucznych oraz zwigkszone stezenie cytokin prozapalnych: IL-18 oraz
czynnika martwicy nowotworow (TNF-o). Zaburzenia zachodzace w platkach
poiksiezycowatych  zastawki  aortalnej  charakteryzuja si¢ nasilong obecnoscia
metaloproteinaz, rozktadajacych sktadniki macierzy zewnatrzkomoérkowej .

Mimo przytoczonych wczesniej badan, rola CD73 w utrzymaniu prawidlowej funkcji
zastawki aortalnej nadal nie jest wyjasniona. W pismiennictwie znalez¢é mozna wyniki
wskazujace na wysoka ekspresje ekto-nukleotydaz w chorobie zastawkowej. Zauwazono
nadekspresje ekto-5'nukleotydazy w zmineralizowanych zwezonych zastawkach aortalnych®.
Eksperymenty in vitro dotyczace réznicowania osteoblastow sugeruja, ze adenozyna moze
indukowaé proces mineralizacji . Wyniki te budza jednak watpliwosci, poniewaz w pracy tej
porownywano jedynie przypadkowe obszary zwapniatych zastawek. Analiza histochemiczna
wykonana przez zespot Katedry 1 Zaktadu Biochemii GUMed wykazata, ze w patologicznie
zmienionych zastawkach ilo$¢ biatka CD73 byla znacznie zmniejszona, z wyjatkiem
zwapnionych obszarow, ktére charakteryzowaly si¢ zwickszong iloscig CD73 *. Moze za tym
sta¢ mechanizm kompensacyjny, majacy na celu przywrdcenie prawidtowej aktywnosci tego
biatka. Ponadto, inne wyniki uzyskane w Katedrze i Zaktadzie Biochemii GUMed wykazaty
znacznie zmniejszong aktywnos¢ CD73 w ludzkich skalcyfikowanych zastawkach aortalnych
w poréwnaniu do nieskalcyfikowanych ®.

Zaobserwowano rowniez, ze dodanie ATP badzZ tez syntetycznego agonisty receptora
P2Y do s$rodowiska pierwotnych komorek §rédmigzszowych zastawki (VIC, ang. valvular
interstitial cells) powodowal podobny przebieg transformacji osteoblastycznej do tego,
powodowanego przez medium osteogenne. Z kolei dodanie adenozyny do VIC hodowanych
w medium osteogennym prowadzito do znaczacego zmniejszenia zarowno aktywnosci, jak
i ekspresji fosfatazy alkalicznej, ktéra jest jednym z markeréow kalcyfikacji °°. Role zmian
aktywnosci CD73 w patologiach naczyniowych doktadniej opisano w pracy przegladowe;j
bedacej czgscia niniejszej rozprawy (Zatacznik - Praca A).

5.2.5. Aktywacja CD73 jako strategia terapeutyczna w chorobach ukladu krazenia

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny postgp w opracowywaniu nowych lekoéw

stosowanych w chorobach uktadu krazenia. Wcigz jednak zaburzenia ukladu sercowo-
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naczyniowego sa przyczyng okoto 50% przypadkow przedwczesnej $mierci ludzi na §wiecie.
Gléwnym wyzwaniem prowadzonych badan jest wprowadzenie nowych celow
molekularnych do obecnie stosowanych terapii. Jak wynika z przytoczonych wczesdniej
danych, zalezna od CD73 produkcja zewnatrzkomodrkowej adenozyny pelni istotng role
w regulacji bariery naczyniowej. Dane dostgpne w piSmiennictwie wskazuja na
kardioprotekcyjna role zewnatrzkomoérkowej adenozyny oraz receptora A2B. Jako strategi¢
terapeutyczng zaproponowano manipulacje aktywno$cig enzymatyczng CD73 w celu
zwickszenia zewnatrzkomoérkowego stezenia adenozyny, a takze aktywacje receptora A2B 7.
Farmakologiczne hamowanie aktywnos$ci lub delecja genu CD73 znosity kardioprotekcyjne
dziatanie hartowania niedokrwiennego. Z kolei podanie rozpuszczalnej
5'-nukleotydazy wywierato podobny efekt ochronny do hartowania niedokrwiennego.
Obserwowano znaczne zmniejszenie obszaru objetego zawatem migsnia sercowego.
Stwierdzono takze, ze podawanie rozpuszczalnej 5'-nukleotydazy wspomaga prawidiowsg
funkcje bariery naczyniowej i zmniejsza naptyw neutrofili. Ponadto, zaobserwowano, ze w
przeciwzapalnych efektach niskich dawek metotreksatu 1 sulfasalazyny posredniczy
zewnatrzkomoérkowa adenozyna. Oba te zwiazki prowadza do zwigkszenia jej stezenia
w przestrzeni pozakomoérkowej, a dzieje si¢ to na skutek aktywacji CD73 . Tematyka ta
zostala szerzej rozwinigta w pracy przegladowej bedacej czescia rozprawy doktorskiej
(Zalacznik - Praca A).

Jak wynika z powyzszych rozwazan, rola CD73 w rozwoju chordb sercowo —
naczyniowych wcigz jest tematem budzacym wiele kontrowersji. Wyjasnienie doktadnej roli
tego biatka w rozwoju patologii zastawki aortalnej oraz $ciany naczynia, a takze proba
znalezienia mechanizmow tego dzialania sg kluczowe i1 stanowily glowny cel niniejszej
rozprawy doktorskiej. Hipoteza w niej przedstawiona zaklada, ze zmniejszenie aktywnosci
CD73 oraz zaré6wno lokalne, jak i ogdlnoustrojowe zmiany powodowane przez to obnizenie
mogg prowadzi¢ do rozwoju dysfunkcji zastawki aortalnej i Sciany naczynia.
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6. CELE

Celem niniejszej pracy byta ocena roli 5'-nukleotydazy w patologii zastawki aortalnej oraz
$ciany naczynia.

Szczegotowe cele obejmowaty oceng wptywu delecji genu kodujacego ekto-5’-nukleotydaze
na:

1. Zewnatrzkomorkowy metabolizm nukleotydéw adeninowych na powierzchni mysiej aorty.
2. Funkcje¢ oraz strukture mysiej zastawki aortalne;.

3. Mineralizacj¢ mysiej zastawki aortalne;.

4. Rozwoj dysfunkcji srodbtonka naczyniowego w roznych grupach wiekowych myszy.

5. Ogo6lnoustrojowe zmiany metabolizmu u myszy.
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7. MODELE I TECHNIKI BADAWCZE

Modelem badawczym byly myszy C57BL/6 z delecja CD73 (CD73-/-), ktore
utworzono poprzez usuni¢cie ze struktury genu dla CD73 egzonu II zawierajacego
»~Phosphoesterase Signature Motive”, czyli motyw niezbedny dla prawidtowej funkcji miejsca
aktywnego tego enzymu. Myszy CD73-/- nie roznig si¢ pod wzgledem anatomii oraz
ptodnosci od myszy typu dzikiego. Do badan uzyto 9 - tygodniowe myszy CD73-/- oraz
myszy szczepu C57BL/6 typu dzikiego, oznaczane dalej jako WT (ang. Wild Type) lub myszy
kontrolne. Zwierzeta losowo przydzielono do grup: CD73-/- oraz WT karmione dietg
standardowg 1 CD73-/- oraz WT karmione dietg wysokotluszczowa przez okres 15 tygodni.
Dieta wysokottuszczowa zawierata 60 % kcal ttuszczu, podczas gdy dieta standardowa 10 %
kcal tluszczu. Dieta o podwyzszonej zawartosci tluszczu jest jednym z ustalonych
eksperymentalnych modeli patologii naczyniowych, jak 1 zastawkowych 1 zostata
zastosowana w celu poréwnania jej efektow ze zmianami obserwowanymi pod wplywem
delecji CD73 % ™. Myszy CD73-/- na diecie wysokotluszczowej postuzyly do
zweryfikowania hipotezy, czy delecja CD73 prowadzi do zaostrzenia juz istniejgcych
nieprawidlowosci.

Do oceny wptywu delecji CD73 na mineralizacj¢ zastawek aortalnych oraz rozwoj
dysfunkcji srodbtonka w zaleznos$ci od wieku zwierzat, uzyto 1 -, 3 -, 6 - oraz 12 - miesigczne
myszy CD73-/- oraz WT, karmione dietg standardowa.

Aktywnosci ekto-enzyméw przemian nukleotydow adeninowych oraz adenozyny
oznaczono na powierzchni aorty, poprzez inkubacje fragmentéw aorty piersiowej
z substratami odpowiednimi dla kazdego z enzymow: adenozyny dla eADA, ATP dla CD39
oraz AMP dla CD73. Podczas badania hydrolizy ATP oraz AMP dodano inhibitor deaminazy
adenozyny — EHNA (erytro-9-(2-hydroxy-3-nonylo) adenina). Przy ocenie udzialu fosfatazy
alkalicznej (ALP) i CD73 w naczyniowej hydrolizie AMP, aorty inkubowano z dodatkiem
AMP jako substratu, oraz odpowiednich inhibitorow: EHNA, lewamizolu (inhibitor ALP)
oraz o, P-metyleno-ADP (AOPCP) - (inhibitor CD73). W $rodowisku inkubacyjnym
mierzono stezenie ATP, ADP, AMP i adenozyny z wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowe; (HPLC). Aktywno$ci enzymatyczne znormalizowano do
powierzchni aorty oszacowanej za pomocg programu Image] 1.48v i przedstawiono jako
nmol/min/cm?®,

W celu oceny wpltywu braku aktywnosci CD73 na funkcj¢ zastawki aortalnej,
przeprowadzono pomiary echokardiograficzne u myszy za pomoca USG dopplerowskiego
1 oceniono: pole powierzchni uj$cia aortalnego (AVA) oraz frakcj¢ wyrzutowa lewej komory
(LVEF), a takze zbadana zostala maksymalna predkos$¢ przeplywu krwi w czasie skurczu
przez zastawke aortalng (Vmax).

Do oceny histologicznej mysich zastawek aortalnych zastosowano barwienia na
obecno$¢ ztogdw wapnia (czerwien alizarynowa) oraz zakrzepoéw (kombinacja barwien -
orceina + MSB (ang. Martius, Scarlet and Blue). Wyniki pomiaréw morfometrycznych
przedstawiono jako stosunek $redniej grubosci ptatkow zastawki do powierzchni platka.
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W celu oceny efektow dzialania ATP oraz adenozyny na aktywnos¢ ALP w badanych
zastawkach wykorzystano model kalcyfikacji zastawki aortalnej ex vivo. Zastawki aortalne
pozyskane od 6-miesigcznych myszy CD73 -/-, inkubowano przez 72 h w medium
osteogennym z dodatkiem ATP (100 pM) lub adenozyny (50 uM), a nastgpnie aktywnos$¢
ALP mierzono kolorymetrycznie w homogenatach tkankowych.

Aktywnos¢ enzymatyczng NOS zmierzono fluorymetrycznie w komorkach $rédbtonka
wyizolowanych z ptuc 2-miesi¢cznych myszy CD73-/- oraz WT.

Ponadto, w badaniach wykorzystano techniki: wysokosprawng chromatografie cieczowa
ze spektrometria mas (do oceny st¢zenia adenozyny oraz aminokwasow), testy immuno-
enzymatyczne (do oceny markerow stanu zapalnego i aktywacji $rédbtonka oraz poziomu
srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS)), metody kolorymetryczne (do oceny aktywnosci
enzymatycznej arginazy, stezenia metabolitow tlenku azotu, catkowitego statusu
antyoksydacyjnego (TAOS)) oraz standardowe testy biochemiczne (do ocena st¢zenia
glukozy i profilu lipidowego).

8. NAJWAZNIEJSZE WYNIKI BADAN

8.1. Wplhyw delecji genu kodujacego ekto-5'-nukleotydaze na
zewnatrzkomorkowy metabolizm nukleotydow adeninowych
na powierzchni aorty

Aktywnosci ekto-enzyméw katabolizmu nukleotydéow adeninowych oraz adenozyny:
ekto-difosfohydrolazy trifosfonukleozydowej 1 (CD39), ekto-5’-nukleotydazy (CD73) oraz
ekto-deaminazy adenozyny (eADA) zostaly zbadane na powierzchni aorty myszy CD73-/-
oraz WT, karmionych dietg standardowa badz wysokottuszczowa.

Delecja CD73 spowodowala prawie calkowite zahamowanie przemiany AMP do
adenozyny na powierzchni aorty (Rycina 3B, Praca B - rycina 1B). Nie zaobserwowano
statystycznie istotnych zmian w hydrolizie AMP pod wplywem diety wysokotluszczowe;.
Brak aktywnosci CD73 miat takze wplyw na aktywnos$ci innych enzyméw zaangazowanych
w zewnatrzkomorkowy katabolizm nukleotydow adeninowych. Aktywnos¢ CD39 byta
podwyzszona na powierzchni aorty myszy CD73-/- w porownaniu z WT. Sama dieta
wysokottuszczowa powodowata obnizenie stopnia hydrolizy ATP w obu badanych grupach
(Rycina 3A, Praca B - rycina 1A). Ponadto, zaobserwowano znamiennie obnizong
deaminacj¢ adenozyny na powierzchni aorty myszy CD73-/- w poréwnaniu do kontroli,
niezaleznie od diety (Rycina 3C, Praca B - rycina 1C).

Zmiany obserwowane w przebiegu hydrolizy ATP oraz deaminacji adenozyny na
powierzchni aorty spowodowane byly znaczacym obnizeniem aktywnosci CD73. Na tym
etapie badan rola wzrostu aktywno$ci CD39 na powierzchni aorty myszy CD73-/- 1 zwigzana
z tym degradacja prozapalnego ATP oraz proagregacyjnego ADP, uwalnianych z komorek

srodblonka, jak réwniez rola gromadzenia si¢ AMP w $rodowisku zewnatrzkomorkowym nie
sa w pelni wyjasnione. Z kolei, obnizona aktywno$¢ eADA wynika najprawdopodobniej
z niskiego st¢zenia substratu - zewnatrzkomorkowej adenozyny, na skutek braku jej produkcji
przez CD73.
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Rycina 3. Delecja CD73 zahamowala przemiang AMP do adenozyny na powierzchni aorty.
Wzrost aktywno$ci CD39 oraz obnizenie aktywnoSci eADA s3 wtérnymi zmianami
spowodowanymi prawie calkowitym zahamowaniem aktywnosci CD73.
Hydroliza ATP (A); hydroliza AMP (B); deaminacja adenozyny (C) na powierzchni aorty myszy
CD73-/- oraz WT w zaleznosci od zastosowanej diety: standardowej lub o podwyzszonej zawartos$ci
thuszczu. Wszystkie warto$ci przedstawiono jako $rednia £ SEM (n=21; analiz¢ statystyczng
przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA z podtestem Tukey’a;
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001) ; Zatacznik — Praca B

Oceniono réwniez udziat aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP) w hydrolizie AMP na
powierzchni aorty myszy CD73 -/- oraz WT. Na podstawie przeprowadzonych badan
z wykorzystaniem lewamizolu mozna stwierdzi¢, ze ALP odpowiada jedynie za ok. 30%
hydrolizy AMP. Za pozostalg przemiang AMP do adenozyny odpowiada CD73 (Rycina 4A,
Praca B - rycina 2A). Stopien hydrolizy AMP wynosit mniej niz 4 % kontroli, kiedy obie
aktywnosci byty zahamowane (Rycina 4B, Praca B - rycina 2B).

Warto§¢ Km CD73 dla AMP znajduje si¢ w zakresie mikromolowym 1 jest znacznie
nizsza (kilka rzgdow wielkos$ci) niz warto§¢ Km ALP dla AMP, a zewnatrzkomodrkowe
stezenie AMP nie przekracza mikromolowych wartosci, nawet przy silnym stresie *'.
Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaty, ze udziat ALP w hydrolizie AMP na powierzchni
aorty jest niewielki i to CD73 jest gltbwnym enzymem odpowiedzialnym za t¢ przemiang.
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Rycina 4. CD73, a nie fosfataza alkaliczna (ALP) jest gléwnym enzymem odpowiedzialnym za
naczyniowq przemiane AMP do adenozyny. A) Hydroliza AMP na powierzchni aorty myszy CD73-
/- oraz WT w obecnosci 1 nieobecnosci lewamizolu; B) Udziat CD73 i ALP w hydrolizie AMP na
powierzchni aorty myszy WT w obecno$ci i nieobecno$ci lewamizolu oraz AOPCP. Wszystkie
wartosci przedstawiono jako s$rednia + SEM (n=10; analizg statystyczna przeprowadzono
z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA z podtestem Tukey'a (A) Iub
jednokierunkowej ANOVA z podtestem Sidak'a (B); *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001); Zatacznik —
Praca B

8.2. Wplyw delecji genu kodujacego ekto-5'-nukleotydaz¢ na funkcje¢ oraz
strukture mysiej zastawki aortalnej

Stenoza aortalna jest patologia obejmujaca m.in. zapalenie, zwtoknienie i zwapnienie
ptatkow zastawki aortalnej. Na wszystkie te procesy moga wplywaé zaburzenia szlaku
zewnatrzkomorkowych przemian nukleotydow. W kolejnym etapie pracy doktorskiej
oceniono role braku aktywnosci CD73 w rozwoju dysfunkcji zastawki aortalne;.

Badania z wykorzystaniem USG dopplerowskiego wykazaly, ze myszy CD73-/-
charakteryzowaly si¢ znacznym wzrostem maksymalnej predkosci przeptywu krwi przez
zastawke aortalng (Rycina 5A, Praca B - rycina 3A) oraz znamiennie mniejszym polem
powierzchni ujscia aortalnego (Rycina 5B, Praca B - rycina 3B). Zaobserwowano takze, ze
LVEF jest prawidlowa u myszy z delecja CD73 i nie rézni si¢ od kontroli (Rycina 5C,
Praca B - rycina 3C), co sugeruje, ze odnotowane zaburzenia predkos$ci przeptywu krwi przez
zastawke aortalng wynikajg jedynie z dysfunkcji zastawki aortalnej. Obserwacje te sa zgodne
z danymi klinicznymi wskazujacymi prawidtowa wartos¢ LVEF u wiekszosci pacjentow ze
stenoza aortalng’'. Zmiany wywotane delecja CD73 byly zblizone do tych, obserwowanych
u myszy WT na diecie wysokottuszczowej 1 wykazuja podobienstwo do tych, stwierdzonych
we wczesnych stadiach rozwoju zwezenia zastawki aortalnej u ludzi.

Uzyskane wyniki wskazuja na znaczny udzial obnizonej aktywnosci CD73 w rozwoju
stenozy aortalne;.
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Rycina 5. Znacznie podwyzszona maksymalna predkos¢ przeplywu w skurczu przez zastawke
aortalna (Vmax) oraz zmniejszone pole powierzchni zastawki aortalnej (AVA), z zachowang
frakcja wyrzutowa lewej komory (LVEF) u myszy CD73 -/-. Parametry echokardiograficzne: A)
Vmax; B) AVA; C) LVEF. Wszystkie wartosci przedstawiono jako $rednia + SEM (n=21; analizg
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA
z podtestem Tukey’a;*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001); Zalacznik — Praca B

Ponadto, zmiany obserwowane w morfologii badanych zastawek aortalnych
potwierdzajg rozwo6j ich dysfunkcji. Analiza histologiczna wykazata pogrubienie ptatkow
zastawki u myszy CD73-/- (Rycina 6A, Praca B - rycina 4A). Zaobserwowano takze, ze
zastawki aortalne myszy CD73-/- charakteryzowaly si¢ obecnoscig ztogéw o ciemnym
zabarwieniu, a w poblizu miejsc wystapienia depozytéw, $ciany zastawek byly pogrubione.
Prawie dwukrotnie zwigkszona akumulacj¢ zlogéw zaobserwowano w grupach zwierzat
karmionych dieta o wysokiej zawartosci tluszczu, zarowno CD73-/-, jak 1 WT (Rycina 6B,
Praca B - rycina 4C). Bardziej szczegdlowa analiza zlogow dowiodta, ze jest to melanina.
Dane z pismiennictwa wskazuja, ze melanocyty biorg udziat w rekonstrukcji 1 przebudowie
zastawki aortalnej a ich akumulacja wplywa na jej sztywno$¢ '>. Pomiary morfometryczne
grubosci ptatkow zastawki oraz powierzchni zajgtej przez ztogi melaniny podkreslaja
nieprawidlowosci strukturalne, ale takze funkcjonalne wystepujace u myszy z delecjag CD73,
szczegblnie tych, karmionych dieta wysokottuszczowa (Rycina 6C, Praca B — rycina 4C).
Metoda z uzyciem czerwieni alizarynowej nie wykazala obecno$ci ztogow wapnia
w badanych zastawkach. Brak obserwacji zlogdw wapnia w zastawkach moze wynikac
z réznic w ich anatomicznej strukturze w poréwnaniu do zastawek ludzkich, jak réwniez
z nizszej czuto$ci analizy histologicznej w porownaniu z metodami chemicznymi.
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Uzyskane wyniki jednoznacznie dowiodly, ze brak aktywnosci CD73 prowadzi do
rozwoju dysfunkcji zastawki aortalnej u myszy, potwierdzonej przez zaburzenia jej struktury
1 prawidlowego funkcjonowania.
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Rycina 6. Delecja CD73 prowadzi do wystapienia zmian morfologicznych i strukturalnych
w zastawkach aortalnych. A) Obrazy histologiczne zastawek aortalnych myszy WT oraz myszy
CD73 -/- na diecie standardowej i wysokottuszczowej. Zastosowano: czerwien alizarynowg oraz
orceing i barwienie Martius Scarlet Blue. Strzatki wskazujg zmiany w zastawkach: pogrubienia oraz
obszary gromadzenia si¢ ztogéw melaniny; B) Pole powierzchni zajetej przez depozyty melaniny; C)
Stosunek $redniej grubosci ptatkéw zastawki do powierzchni platka, jako wystandaryzowany pomiar
grubosci platkow zastawek. Wszystkie warto$ci przedstawiono jako $rednig £ SEM (n = 21; analizg
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA
z podtestem Tukey’a;*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001); Zalgcznik — Praca B

83. Wplyw delecji genu kodujacego ekto-5S'-nukleotydaz¢ na mineralizacje
mysiej zastawki aortalnej
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Wplyw braku aktywnosci CD73 na mineralizacj¢ zastawek okreslono za pomoca metod
spektrofotometrycznych. Zmierzono stezenie jonow Ca”’, Mg2+ oraz PO, w zastawkach
aortalnych 1-, 3-, 6- 1 12-miesigcznych myszy CD73-/- oraz WT. Analiza chemiczna
wykazala znacznie zwigkszone st¢zenie wyzej wymienionych jonéw w zastawkach myszy
CD73-/-. Ponadto, zawarto$¢ wapnia oraz fosforanow wzrastata wraz z wiekiem zwierzat
(Rycina 7, Praca B - rycina 4B).

Mineralizacja tkanek jest konsekwencja nie tylko lokalnych, ale takze
ogoblnoustrojowych czynnikéw, w tym rowniez zapalenia. Biorgc pod uwage powyzsze
wyniki, utrata przeciwzapalnych wtasciwos$ci adenozyny, na skutek braku aktywnosci CD73,
moze prowadzi¢ do aktywacji mineralizacji. Ponadto, ostatnie badania wykazaly rozwoj
zwapnienia naczyn u transgenicznych myszy z obnizong odpornoscia po iniekgji,
pochodzacych od pacjentow z niedoborem CD73, indukowanych pluripotencjanych komorek
macierzystych (iPSC) " 7*. Wyniki te potwierdzaja bezposredni zwiazek CD73 z ektopowym
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Rycina 7. Wyisze stezenia Ca’*, Mg”" oraz PO,” w zastawkach aortalnych myszy CD73 -/-
potwierdzaja ich prokalcyfikacyjny fenotyp. Stezenie A) Ca’"; B) Mg oraz C) PO,” w zastawkach
aortalnych myszy CD73 -/- oraz WT w wieku 1, 3, 6 oraz 12 miesigcy. Wszystkie wartosci
przedstawiono jako $rednig £ SEM (n = 5; analize¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem
jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA =z podtestem Holm-Sidak.;*p<0.05; **p<0.01;
**%p<(0.001); Zatacznik — Praca B

Zbadano takze efekty dzialania zewnatrzkomérkowego ATP i1 adenozyny na aktywnos¢
ALP w modelu kalcyfikacji zastawki aortalnej ex vivo. Wyniki wykazaty, ze inkubacja
zastawek myszy CD73-/- w medium osteogennym z dodatkiem ATP spowodowala znaczny
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wzrost aktywnosci ALP w tych zastawkach w poréwnaniu do inkubacji tylko
w medium osteogennym. Z kolei, inkubacja zastawek myszy CD73-/- w medium
osteogennym z dodatkiem adenozyny prowadzita do znacznego zmniejszenia aktywnosci
ALP (Rycina 8, Praca B - rycina 5).
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Rycina 8. Wyzsza aktywno$¢ ALP w obecnosci ATP, a nizsza w obecno$ci adenozyny
w zastawkach aortanych myszy CD73-/- inkubowanych w medium osteogennym. Wszystkie
warto$ci przedstawiono jako $redniag £+ SEM (n = 4; analize¢ statystyczng przeprowadzono
z wykorzystaniem jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA z podtestem Holm-Sidak.;*p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001); Zalgcznik — Praca B

Wiele badan wykazalo bezposredni zwigzek pomigedzy ALP a wapnieniem. Wiadomo,
ze zahamowanie aktywnos$ci ALP zapobiega wzrostowi ekspresji osteonektyny oraz
depozytow wapnia w VIC inkubowanych w pozywce osteogennej . Eksperymenty
przeprowadzone w tej cze¢sci badan sugerujg, ze zewnatrzkomorkowe ATP oraz adenozyna
odgrywaja wazng rolg¢ w kontroli kalcyfikacji, a CD73 jest bezposrednio zwigzane z procesem
ektopowej kalcyfikacji.

8.4. Wplyw delecji genu kodujacego ekto-5'-nukleotydaze na rozwoj, zaleznej od
wieku, dysfunkcji Srodblonka naczyniowego

Dysfunkcja $rédbtonka lezy u podstaw wszystkich chordb uktadu krazenia, a do jej
rozwoju dochodzi najczesciej na skutek mechanizméw zwigzanych z aktywnym procesem
zapalnym, ale takze zmniejszong syntezg tlenku azotu. Tlenek azotu powstaje glownie
w komorkach $robtonka jako produkt przeksztatcenia L-argininy przez srodbtonkowa syntaze
tlenku azotu (eNOS) °. Przytoczone juz wczesniej doniesienia dostepne w pismiennictwie
wykazaly wptyw obnizonej aktywnos$ci CD73 na zaburzenie przepuszczalnosci komorek
sroédbtonka. W niniejszej rozprawie przedstawiono badania poglebiajace wiedzg o roli CD73
w rozwoju dysfunkcji komorek srodbtonka.

W celu oceny rozwoju stanu zapalnego oraz potwierdzenia prozapalnego fenotypu
zwierzat z delecja CD73, przeprowadzono pomiary stezen molekut adhezyjnych zwigzanych
z aktywacja $rodbtonka - ICAM-1 oraz VCAM-1, a takze interleukiny 6 (IL-6) w surowicy
1-, 3-, 6- oraz 12-miesigcznych myszy CD73-/- oraz WT. Delecja genu CD73 spowodowata
znaczny wzrost st¢zenia zarowno ICAM-1, jak i VCAM-1, a takze znamienne podwyzszenie
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stezenia IL-6. Ten prozapalny fenotyp myszy CD73-/- nasilat si¢ wraz z wiekiem zwierzat
(Rycina 9, Praca C - rycina 1).
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Rycina 9. Wzrost stezenia prozapalnej IL-6 oraz molekul adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1
sugeruje aktywacje sSrodblonka, a takze prozapalny fenotyp myszy CD73 -/-. Stgzenia A) IL-6; B)
ICAM-1 oraz C) VCAM-1 w surowicy myszy CD73-/- oraz WT w wieku 1, 3, 6 oraz 12 miesigcy.
Wszystkie wartosci przedstawiono jako $redniag £ SEM (n = 5; analize statystyczng przeprowadzono
z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA z podtestem Tukey’a; *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001); Zatacznik — Praca C

Aktywny proces zapalny moze stymulowac ekspresje czasteczek ICAM-1 oraz VCAM-
1 w komorkach $rédbtonka, co powoduje adhezje leukocytow do $ciany naczynia oraz ich
transmigracj¢ do tkanek obwodowych. Dane dostgpne w piSmiennictwie wskazuja na
zwigkszenie ,,przecieku naczyniowego” wywotanego niedotlenieniem w ptucach, sercu czy
tez nerkach, w odpowiedzi na zahamowanie aktywnosci CD73 *'. Ponadto, eksperymenty in
vitro hodowli komorek §rodbtonka oraz limfocytow T w kokulturze wykazaty, Zze genetyczna
delecja CD73 nasila transendotelialng migracje limfocytow T i zwigksza ekspresje TNF-a,
VCAM-1 oraz IFN-y’’. Przytoczone doniesienia oraz wyniki przedstawione w tej czesci
badan jednoznacznie sugeruja, ze CD73 odgrywa wazng rol¢ w utrzymaniu bariery
srodblonkowe;.

Jednym z mozliwych mechanizméw rozwoju dysfunkcji $rédblonka jest zaburzenie
metabolizmu L-argininy, a tym samym produkcji tlenku azotu w naczyniach. W komodrkach
srodbtonka tlenek azotu wytwarzany jest z L-argininy przez eNOS. Czasteczka ta jest
kluczowym regulatorem wazodylatacji i homeostazy $rodbtonka. Ponadto, odgrywa wazna
role w regulacji cytotoksycznos$ci makrofagdw i agregacji ptytek. Poniewaz L-arginina jest
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jedynym substratem dla reakcji katalizowanej przez eNOS, jej dostgpnos¢ jest krytyczna
w kontroli syntezy tlenku azotu 879 7badano wiec stezenie L-argininy, poziom biatka eNOS
w surowicy, a takze aktywno$¢ NOS w komorkach $rédbtonka izolowanych z ptuc myszy
CD73-/- oraz WT. Ponadto, bioragc pod uwage, ze asymeryczna dimetyloarginina (ADMA)
jest najbardziej istotnym endogennym inhibitorem eNOS, ktéry konkuruje z L-argining
0 wigzanie w miejscu aktywnym enzymu hamujac synteze tlenku azotu, zmierzono stosunek
stezef L-arginina/ADMA®. Dane z pi$miennictwa wskazuja na wysokie stezenie ADMA
obserwowane w surowicy pacjentow z patologiami naczyniowymi®'.

Myszy z delecja CD73 charakteryzowaly si¢ znaczaco nizszym st¢zeniem L-argininy
oraz ilo$cig eNOS w surowicy, niezaleznie od wieku. Ponadto, zaobserwowano, zalezne od
wieku myszy, obnizenie stosunku L-arginina/ADMA - parametru silnie zwigzanego
z dysfunkcjg srédbtonka (Rycina 10A i 10B, Praca C - rycina 2A i 2B). Co wigcej, wykazano
znamiennie nizsza aktywnos¢ NOS w komorkach srodbtonka myszy CD73-/- w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (Rycina 10C i 10D, Praca C - rycina 2C i 2D).
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Rycina 10. ObniZone stezenie L-argininy w surowicy oraz nizsza aktywno$¢ NOS w komorkach
Srodblonka wskazuja na rozwdj dysfunkcji S$rodblonka u myszy z delecja CD73.
A) stezenie L-argininy; B) stosunek stezen L-arginina/ADMA oraz C) ilos¢ biatka eNOS w surowicy
myszy CD73 -/- oraz WT w wieku 1, 3, 6 oraz 12 miesigcy. Wszystkie warto$ci przedstawiono jako
$redniag + SEM (n = 5; analizg statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej
analizy wariancji ANOVA z podtestem Tukey’a; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). D) aktywnos¢
NOS w EC wyizolowanych z pluc 2-miesigcznych myszy CD73 -/- oraz WT. Wartosci przedstawiono
jako $rednia = SEM (n=3 - przy kazdym pomiarze aktywnos$ci analizowano 5 powtorzen technicznych
dla kazdej z badanych grup; analizg statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-Studenta;
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001); Zatacznik — Praca C
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Zaobserwowana obnizona aktywno$¢ NOS w komorkach srédblonka wskazuje na zaburzenie
produkcji tlenku azotu. W zwiagzku z brakiem mozliwosci wiarygodnego, bezposredniego
oznaczenia  stg¢zenia  tlenku  azotu, zmierzone  zostaly  st¢zenia  azotandw
1 azotynbw w surowicy oraz aorcie 6-miesigcznych myszy CD73-/- oraz WT.
Przeprowadzone badania wykazaty, Ze stosunek st¢zen azotandéw do azotynow byt
znamiennie obnizony zar6wno w surowicy, jak i aorcie myszy CD73-/- w porownaniu do WT
(Rycina 11A i 11B, Praca C - rycina 4A i 4B).

Ponadto, jedna z przyczyn obnizonego st¢zenia L-argininy, moze by¢ wzrost
aktywnosci arginazy, odpowiedzialnej za przemiang¢ L-argininy do L-ornityny i mocznika.
Zmierzono wigc jej aktywno$¢ w aortach badanych grup zwierzat. Zaobserwowano
znamiennie wyzszg aktywno$¢ arginazy w aorcie myszy CD73-/- w porOwnaniu z grupg
kontrolng (Rycina 11 C, Praca C - rycina 4C).
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Rycina 11. Zaburzona synteza tlenku azotu u myszy z delecja CD73, na co wskazuje obnizony
stosunek stezen azotanow do azotyn6w w surowicy oraz aorcie. Wyzsza aktywno$¢ arginazy jako
prawdopodobna przyczyna obnizonego stezenia L-argininy. Stosunek azotandw do azotynow w A)
surowicy; B) aorcie, a takze C) aktywnos$¢ arginazy w aorcie 6-miesi¢cznych myszy CD73 -/- oraz
WT. Wszystkie wartosci przedstawiono jako $rednia + SEM (n = 5; analizg statystyczng
przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-Studenta; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001); Zalacznik —
Praca C

Powyzsze wyniki potwierdzaja rozwdj dysfunkcji $rédbtonka u myszy z delecja CD73.
Zaburzenie to nasila si¢ wraz z wiekiem zwierzat.
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Zbadano takze, czy wzrost aktywno$ci arginazy spowodowal zmiany pozostalych
metabolitow L-argininy, biorgcych wraz z L-argining udzial w cyklu mocznikowym.
Wszystkie grupy wiekowe myszy CD73-/- charakteryzowaty si¢ podwyzszonym stezeniem
L-ornityny w surowicy w pordwnaniu z grupg kontrolng. Nie stwierdzono istotnej rdznicy
w stezeniu L-cytruliny pomiedzy badanymi grupami. Odnotowano jednak znamiennie
podwyzszone  stosunki  stgzen  L-ornityna/L-arginina oraz  L-ornityna/L-cytrulina
w porodwnaniu z kontrolg (Rycina 12, Praca C - rycina 5). Podobne obserwacje odnotowano
wczesniej u pacjentdéw ze zmianami w $rednich i duzych naczyniach (m.in. miazdzycy tetnic
konczyn dolnych), bedacymi powiktaniami cukrzycy typu 2, jednej z chorob
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Rycina 12. Wyzszy stosunek stezen L-ornityna/ L-arginina oraz L-ornityna/ L-cytrulina
w surowicy myszy CD73 -/-. Stezenia A)L-ornityny; B) L-cytruliny oraz stosunki stgzen
C) L-ornityna/L-arginina; D) L-ornityna/L-cytrulina w surowicy myszy CD73-/- oraz WT
w wieku 1, 3, 6 1 12 miesigcy. Wszystkie wartosci przedstawiono jako $rednig + SEM (n = 5; analiz¢
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy wariancji ANOVA
z podtestem Tukey’a; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001); Zatacznik — Praca C

Biorac pod uwage powyzsze dane, wyniki przedstawione w tej czegsci badan
jednoznacznie wskazuja, ze zalezna od wieku dysfunkcja $rodbtonka u myszy CD73-/-
zwigzana jest z zaburzeniami metabolizmu L-argininy oraz syntezy tlenku azotu. Wiadomo,
ze zaburzona produkcja tlenku azotu prowadzi do zwezenia naczyn, adhezji leukocytow
i stresu oksydacyjnego. Sam stres oksydacyjny moze rownie¢ zakltoci¢ produkceje
1 reaktywnos$¢ tlenku azotu poprzez jego inaktywacj¢ przez wolne rodniki i zmniejszenie
dostepnosci tetrahydrobiopteryny, ktora jest kofaktorem wymaganym do syntezy tlenku azotu

83 Myszy CD73-/- charakteryzowaly si¢ zaleznym od wieku wzrostem IL-6 w surowicy.
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Dane w pismiennictwie wykazaly, ze podwyzszone stezenie IL-6 moze wplywac na obnizenie
aktywno$ci eNOS, poprzez zwigkszanie stopnia wigzania pomigedzy eNOS a kaweoling-1,
biatkiem szkieletowym kaweoli, ktére jest inhibitorem eNOS .

8.5. Wplyw delecji genu kodujacego ekto-5'-nukletydaze na ogélnoustrojowe
zmiany metabolizmu u myszy

Kolejnym aspektem pracy doktorskiej byta analiza wptywu braku aktywnosci CD73 na
ogoblnoustrojowy metabolizm. Uzyskane wczes$niej wyniki wskazuja, Zze zmniejszenie
dostepnosci adenozyny przyczynito si¢ do rozwoju stanu zapalnego w zastawkach aortalnych
1 naczyniach myszy CD73-/-, a co za tym idzie - do ogodlnoustrojowych zaburzen. Procesy,
ktore przyczyniajg si¢ do rozwoju wigkszosci patologii naczyniowych, takie jak stan zapalny
czy tez uszkodzenie $rodbtonka, sg $cisle zwigzane ze stresem oksydacyjnym. Jednym
z parametrow okreslajacych ogélny stan antyoksydacyjny jest catkowity status
antyoksydacyjny w osoczu (TAOS).

Zaobserwowano o okoto 25% nizszy poziom TAOS u myszy CD73-/- w poréwnaniu do
kontroli (Rycina 13B, Praca B - rycina 6B). Zbadano rowniez st¢zenie adenozyny we krwi
myszy CD73 -/-. Stezenie adenozyny u myszy CD73-/- bylo znamiennie nizsze
w poréwnaniu do WT (Rycina 13A, Praca B - rycina 6A).
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Rycina 13. Obnizony poziom calkowitego statusu antyoksydacyjnego (TAOS) w osoczu oraz
stezenie adenozyny we krwi myszy z delecja CD73. A) Stezenie adenozyny we krwi; B) Poziom
TAOS w osoczu 6-miesigcznych myszy CD73 -/- oraz WT. Wszystkie wartosci przedstawiono jako
srednig £ SEM (n = 21; analiz¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-Studenta;
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001); Zatacznik — Praca B

Obnizony poziom TAOS sugeruje wzrost ilosci wolnych rodnikdéw, a tym samym stresu
oksydacyjnego. Zwigkszenie ilo$ci reaktywnych form tlenu moze by¢ spowodowany zaréwno
przez ich zwigkszong produkcje, ale takze uposledzeniem ich degradacji. Mechanizm tego
wzrostu wymaga dalszych badan. Natomiast dane dostgpne w piSmiennictwie réwniez
potwierdzaja przedstawione powyzej wyniki i tacza aktywno$¢ CD73 oraz produkcje
adenozyny z dziataniem antyoksydacyjnym™.
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Sygnatowanie purynergiczne odgrywa istotng role w procesach lezacych u podstaw
stenozy aortalnej, dysfunkcji §rodbtonka, ale rowniez w homeostazie tkanki thuszczowej oraz
metabolizmie weglowodandéw. Zaburzenia metabolizmu lipidow 1 weglowodanéw moga
prowadzi¢ do inicjacji prozapalnej kaskady sygnatowej powodujacej aktywacj¢ leukocytow,
stymulujgc rozwoj stanu zapalnego. Zmierzono wobec tego wagg, stezenie glukozy oraz profil
lipidowy myszy CD73-/- oraz WT na diecie standardowej oraz diecie o podwyzszonej
zawartosci thuszczu. Wykazano, ze genetycznie modyfikowane myszy charakteryzuja si¢
nizsza waga niz myszy WT. Nawet pod wplywem diety wysokottuszczowej przyrost masy
ciala u myszy CD73 -/- byt o okoto 30% nizszy niz w grupie kontrolnej. Dodatkowo, myszy
CD73-/- mialy podwyzszone stezenie glukozy we krwi 1 zaburzony profil lipidowy
w porownaniu z kontrolg (Rycina 14, Praca B - rycina S2).
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Rycina 14. Nizszy przyrost masy ciala oraz wyzsze stezenie glukozy we krwi myszy CD73 -/-.
Zmiany profilu lipidowego u myszy z delecja CD73. A) Mase ciata B) stezenie glukozy we krwi
oraz C) profil lipidowy myszy CD73 -/- oraz WT. Wszystkie wartosci przedstawiono jako $rednig +
SEM (n = 21; analiz¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem dwukierunkowej analizy
wariancji ANOVA z podtestem Tukey'a; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001); Zatacznik — Praca B

Adenozyna odgrywa istotng role w hamowaniu lipolizy. Obnizenie jej st¢zenia moze
prowadzi¢ do wzrostu hydrolizy triacylogliceroli do glicerolu i wolnych kwasow
thuszczowych. Dane dostepne w pismiennictwie rowniez wskazuja, ze myszy z delecjag CD73
charakteryzuja si¢ nizszg zawartoscig tkanki tluszczowej oraz zwigkszonym stezeniem
wolnych kwasow tluszczowych w  surowicy™. Wysoki poziom wolnych kwasow
thuszczowych moze prowadzi¢ do generowania reaktywnych form tlenu, jak réwniez do
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aktywacji TNF-a 1 IL-6 poprzez szlak sygnalizacji zapalnej IKK/NF-kB, a tym samym
przyczyniaé si¢ do uszkodzenia komoérek §rodbtonka®’.

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania wykazaty, ze brak aktywnosci
CD73 powoduje w mysim modelu eksperymentalnym: pogrubienie ptatkow zastawki
aortalnej, aktywacje mineralizacji zastawki oraz jej zaburzenie funkcjonalne, zblizone do
stenozy aortalnej. Dane te jednoznacznie sugeruja, ze aktywnos¢ CD73 jest istotna dla
zachowania prawidlowej czynnos$ci zastawki aortalnej. Przeprowadzone badania wskazuja, ze
myszy z delecja genu kodujgcego CD73 moga by¢ dobrym modelem dysfunkcji zastawki
aortalnej 1 Sciany naczynia. Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie potwierdzaja takze
koncepcj¢ kluczowej roli aktywnosci CD73 w homeostazie srodbtonka. Po raz pierwszy tacza
dysfunkcje komorek srodblonka rozwijajaca si¢ u myszy CD73-/- z zaburzeniami
metabolizmu L-argininy i produkcji tlenku azotu. Realizacja badan przyczynita si¢ do
poszerzenia  wiedzy z  zakresu  patologii  naczyniowych i1  zastawkowych,
a ich wyniki moga stanowi¢ w przysztosci podloze nowej strategii terapeutyczne;.
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9. WNIOSKI

Najwazniejsze wnioski, wynikajace z badan wchodzacych w sktad publikacji stanowigcych
podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej, sg nastepujace:

1.  Ekto-5’-nukleotydaza (CD73) ma kluczowe znaczenie w  przeksztatceniu
zewnatrzkomorkowego AMP do adenozyny na powierzchni naczynia, a aktywnos$ci innych
enzymoOw, takich jak fosfataza alkaliczna odgrywaja jedynie niewielka role. Delecja CD73
prowadzi do zmian aktywno$ci enzymow zaangazowanych w zewnatrzkomorkowy
katabolizm nukleotyddow na powierzchni aorty — zwigkszenia aktywnosci CD39 oraz
obnizenia aktywnosci ekto-deaminazy adenozyny.

2. Delecja genu kodujacego CD73 prowadzi do rozwoju dysfunkcji zastawki aortalnej
u myszy. CD73 odgrywa zasadnicza rol¢ w utrzymaniu struktury i prawidtowej funkcji
zastawki aortalne;.

3. Brak aktywnosci CD73 prowadzi do wzrostu poziomu markeréw kalcyfikacji
w zastawkach aortalnych (takich jak stezenie joné6w wapnia, magnezu i fosforanow), jak
rowniez wzrostu aktywnosci fosfatazy alkaliczne;.

4. Delecja genu kodujacego CD73 prowadzi do rozwoju zaleznej od wieku dysfunkcji
srodblonka u myszy, zwigzanej z zaburzonym metabolizmem L-argininy.

5. Brak aktywnosci CD73 oraz nizsze st¢zenie adenozyny w przestrzeni pozakomorkowej

prowadzi do nasilenia stresu oksydacyjnego oraz wzrostu stezenia cytokin prozapalnych, co
wskazuje na rozw6j ogolnoustrojowego stanu zapalnego.
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10. INTRODUCTION

In the organism, nucleotides are found as components of nucleic acids, as well as in
significant quantities in cells and body fluids in the unbound (free) form where their role is to
ensure the proper functioning of many biological processes. They can act as the carriers of the
energy necessary in metabolic processes (ATP, GTP), participate in enzymatic reactions as
coenzymes, cofactors (NAD, NADP, FMN, FAD) and substrates, act as allosteric effectors,
and their cyclic derivatives are responsible for cell signaling '~. Nucleotides and nucleosides
are also present in the extracellular space, where they play the role of important signal
molecules that act through specific receptors on the cell surface * °. The extracellular
nucleotides stimulate inflammation (via P2 rec.), while their nucleosides (eg. adenosine) play
an opposite role - they participate in the control of the immune response (via P1 rec.). On the
surface of the cells, nucleotides and nucleosides may be degraded by the ecto-enzymes.

One of the enzymes involved in nucleotide metabolism is 5'-nucleotidase (5'NT - EC
3.1.3.5). This enzyme is found in bacteria, plants as well as in animal and human organisms.
It hydrolyzes the phosphate residue at the end of the non-cyclic 5'-monoribonucleotides with
the release of the nucleoside and inorganic phosphate. This enzyme is characterized by a wide
variation in the hydrolyzed substrates, which primarily include adenosine-5'-monophosphate
(AMP), inosine-5"-monophosphate (IMP), but also guanosine-5'-monophosphate (GMP),
cytidine 5'-monophosphate (CMP) and uridine-5'-monophosphate (UMP) as well as
deoxynucleotides, 1i.e.  deoxycytidine-5'-monophosphate  (dCMP), deoxyuridine-5'-
monophosphate (AUMP), or deoxythymidine-5 ' -monophosphate (dATMP) °.

One of the substrates preferred by 5'NT is AMP. The main source of this nucleotide in
the cell is the adenosine phosphorylation by adenosine kinase (AK). In addition, AMP may be
formed by de novo synthesis from IMP by the action of adenylosuccinate synthetase and than
adenylosuccinate lyase, by adenine reutilization in the reaction catalyzed by adenine
phosphoribosyltransferase (APRT), as well as by degradation of intracellular triphosphates
and diphosphates . AMP in the cell may be phosphorylated to Adenosine-5'-diphosphate
(ADP), deaminated to IMP with the participation of AMP deaminase, or be hydrolyzed by
5'NT to adenosine.

Adenosine is an important product of 5'NT activity. AMP hydrolysis is the main source
of adenosine in cells. In addition, in conditions of optimal cellular supply of oxygen and
substrates about 30% of the adenosine pool is derived from S-adenosylhomocysteine (SAH)
hydrolysis catalyzed by S-adenosylhomocysteine hydrolase (SAHH) * °. A small part of the
adenosine pool may be the result of the activity of non-specific phosphodiesterases and
phosphatases that have an affinity for all phosphorus compounds '°. Under physiological
conditions, the concentration of intracellular adenosine is maintained at the low level (below 1
uM) primarily due to the AK activity, mentioned above. AK has a high affinity and a low Km
value for adenosine (25 nM - 1 pM, depending on the type of tissue) ''. The second enzyme
involved in the regulation of intracellular adenosine concentration is adenosine deaminase
(ADA), which catalyzes the deamination of adenosine to inosine ' '*. However, it has a lower
affinity for this molecule (Km about 25 - 150 uM) '*. Intracellular adenosine, through AK
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activity, plays primarily the role of a nucleotide precursor. This molecule may also play an
important signaling role in the extracellular space. An extracellular adenosine, among others
shows cardioprotective activity during ischemia and hypoxia of the heart. In addition, it is
involved in the regulation of processes such as: neurotransmission, smooth muscle cell tone,
platelet aggregation, renal filtration and the course of inflammatory response '®. The
transport of adenosine, as well as other nucleosides, across the cellular membrane may take
place with a concentration gradient - by facilitated diffusion, through the ENT transport
system (Equilibrative Nucleoside Transport system) or inside the cell in the NA + ion
symport, through CNT transporters ( Concentrative Nucleoside Transport system) '

10.1. 5’-nucleotidase isoforms

5'NT occurs in the form of isoforms that differ in subcellular location and
physicochemical properties. Currently, 7 molecular varieties of S'NT are known, of which
five are located in the cytosol (cN-IA, cN-IB, cN-II, cN-III and cdN), one in the
mitochondrial matrix (mdN) and one is anchored on the external surface of the cytoplasmic
membrane (e5'NT, CD73) (Tab.1).

5’-nucleotidase isoforms Common name; symbol of | Other common names
the gene encoding the isoform

cN-IA cytosolic 5'-nucleotidase IA; | cN-I; ,,high Km” AMP-
NT5CIA specific 5’-NT

cN-IB cytosolic 5'-nucleotidase IB; | cN-IA homolog
NT5CIB

cN-II cytosolic  5'-nucleotidase II; | ,,high Km” IMP-specific
NT5C2 5°-NT

c¢N-II1 cytosolic  5-nucleotidase III; | PN-I; P5’N-1
NT5C3

cdN cytosolic 5'(3") PN-II; dNT-1
deoxynucleotidase;
NT5C

mdN mitochondrial dNT-2
5'(3")-deoxynucleotidase;
NTSM

e5’NT, CD73 ecto-5’-nucleotidase; e5’nt, ecto-5’-NT, ,low
NT5E Km” AMP-specific 5’-NT

Table 1. 5'-nucleotidase isoforms. Based on [*°], with changes
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Cytosolic 5'-nucleotidase IA (cN-IA) is a tetramer and is also called the AMP
"preferential" isoform or "high Km" AMP-specific. It occurs mainly in skeletal muscles and
the heart, where it plays an important role in the production of adenosine during ischemia. Its
homolog - IB (¢cN-IB) - occurs in the testes. These isoforms have a high affinity for AMP as
well as for deoxypyrimidine monophosphates (dACMP, dUMP, dTMP). For the optimal ¢N-I
activity, the presence of divalent cations (Mg”", Mn*" and Co”") is necessary. The Km value
for AMP is 1.46 - 1.9 mM. ADP is a strong activator of the enzyme - at the micromolar
concentration of ADP (10 - 89 uM) the cN-I Km for AMP is significantly reduced. To a lesser
extent, this enzyme is also activated by GTP. A specific inhibitor of cN-I is 5'-ethynyl-2'-
deoxyuridine (5-Edu) 20,21

Cytosolic 5'-nucleotidase II (cN-II) is also present in the form of a tetramer and is
present in all animal tissues. It is characterized by high affinity to 6-hydroxypurins, especially
to IMP and GMP. 1t is responsible for the hydrolysis of these compounds, but also due to the
phosphotransferase activity, it transfers the phosphate group from mono-5'-ribonucleotides to
the appropriate 5'-ribonucleosides, thereby regulating the intracellular concentrations of IMP
and GMP, as well as indirectly affecting the uric acid production **. ¢N-II hydrolyzes IMP
several times faster than AMP. Km values are 0.1 - 0.6 mM for IMP and 1-15 mM for AMP,
respectively. The presence of millimolar ATP and ADP concentrations modifies the kinetic
properties of the enzyme, significantly increasing the maximum reaction rate (Vmax) and its
affinity to IMP and AMP. In contrast, inorganic phosphate inhibits ¢N-II activity. The cN-II
activity optimum is at pH 6.5-9.5 %*.

Cytosolic 5'-nucleotidase III (cN-III) is a monomer. It catalyzes the hydrolysis of
pyrimidine ribonucleotides (CMP, UMP) to the appropriate nucleosides. It shows much less
activity in relation to purine nucleotides. Like cN-II, cN-III also has phosphotransferase
properties. It occurs mainly in erythrocytes °. In hereditary hemolytic anemia, deficiency of
this protein is observed **.

Cytosolic 5 '(3") - deoxynucleotidase (cdN) exists in the form of a dimer, is
characterized by a wide tissue distribution and participates in the majority of
deoxyribonucleotide hydrolysis reactions. It shows high activity in relation to both dIMP and
dGMP, while weaker in relation to dAMP. This enzyme remains inactive in relation to dCMP.
cdN also hydrolyzes nucleoside 2 'and 3'-monophosphates **.

Another of the known 5'-nucleotidase isoforms is mdN (mitochondrial 5 '(3") -
deoxynucleotidase). It is a dimer, located in the mitochondrial matrix. It shows a large
similarity to the above-described cdN, however it has a much higher substrate specificity in
relation to dUMP and dTMP. Like cdN, mdN also has the ability to react with 2 'and 3'-
monophosphates of nucleosides *°.

A very interesting isoform is an ecto-5'-nucleotidase (e5'NT) or CD73. It occurs in the
form of a dimer and is located on the surface of the cell, where it is connected to the
cytoplasmic membrane by a glycosylphosphatidylinositol (GPI). The preferred substrate for
CD73 is AMP °. Its properties are described below.
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10.2. CD73 - extracellular 5'NT isoform

10.2.1. CD73 - function and cell structure

Mature ecto-5"-nucleotidase (EC 3.1.3.5) consists of 548 amino acids with a molecular
weight of 70 kDa. During maturation, a fragment of approximately 25 amino acid residues,
comprising a signal sequence and a hydrophobic portion of the C-terminal end, is cleaved and
replaced by a glycosylphosphatidylinositol (GPI) through which the enzymatic protein
is anchored on the outer surface of the cell membrane. The C-terminal domain of the protein
is responsible for the binding of AMP, while the N-terminal domain for the binding of
divalent metal ions (Figure 1) 27,18

CD73 has no activity on nucleoside 2'- and 3'-monophosphates, it catalyzes the
hydrolysis reactions of both ribo- and deoxyribonucleoside 5'-monophosphates - AMP, CMP,
UMP, IMP and GMP, among which AMP is the preferred nucleotide. The Km value for AMP
is approx. 15 uM *°. Optimal enzyme activity is within the pH range of 7.4 - 9.0. ATP and
ADP are competitive inhibitors of CD73, while inorganic phosphate is non-competitive. The
ATP and ADP inhibition constants are in the micromolar concentration ranges. These
compounds bind to the active site of the enzyme, avoiding hydrolysis *°. In tissue
homogenates, practically half of the ecto-5'-nucleotidase activity dissociates from the
cytoplasmic membrane into the incubation environment, simulating the existence of the
cytoplasmic isoform. Until recently, this "cytoplasmic", soluble fraction of CD73 was
classified as an independent isoform of the membrane enzyme *°.

The CD73 protein level is tightly regulated. Pro-inflammatory cytokines (IL-1p,
TNF a) lead to an increase in the amount of CD73 during the development of inflammation,
whereas phospholipases can cleave this protein from the cell membrane surface at the GPI
anchor site. In addition, CD73 levels are usually increased in the course of cell maturation, in
particular of T and B lymphocytes, as well as their growth and migration. In addition, hypoxia
and ischemia are factors that significantly increase CD73 levels **->'.

CD73 is characterized by a wide tissue distribution. The presence of this enzyme has
been demonstrated in various types of tissues, including kidneys, liver, lungs, brain, and heart.
Its occurrence was confirmed on the surface of peripheral blood leukocytes, as well as in the
thymus, spleen and lymph nodes. Such widespread presence of the enzyme is associated with
its presence on the surface of endothelial cells **. CD73 also occurs on the surface ofcancer
cells **.

The data available in the literature indicate a functional contribution of ecto-5'-
nucleotidase in endothelial barrier function, adaptation to hypoxia conditions, maintaining of
the proper function of the lungs, liver, and kidneys, as well as the cardiovascular system '°.
A significant effect of CD73 activity on the regulation of immunity and inflammation was
also demonstrated. Recent reports indicate that in addition to extracellular adenosine
production, CD73 can catalyze nicotinamide mononucleotide hydrolysis to nicotinamide
riboside and inorganic phosphate as well as NAD" hydrolysis **. CD73 can also perform
a non-enzymatic function - it is an adhesive molecule that binds fibronectin and laminin in the
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intercellular space. It is also suggested that it can act as a receptor in the T cell signaling
pathways *°.

AMP present in the extracellular space is not only a substrate for ecto-5'-nucleotidase,
but it can also be converted by other enzymes dephosphorylating nucleotides, primarily
alkaline phosphatase, which is characterized by wide tissue distribution but shows a lower
affinity for AMP *°.

Binding sites for

Zn*"ions Binding sites for
Co*ions
ADENOSINE \ @)
S}}tp
CE:
x>
O

Figure 1. The structure of ecto-5"-nucleotidase (CD73) in the cell membrane. Based on [*'] with
changes.

10.2.2. CD73 as part of the purinergic signaling

The primary function of CD73 is the dephosphorylation of AMP to adenosine. This
enzyme is a part of an extracellular adenine nucleotide catabolism pathway, presented in
Figure 2, in which also the membrane enzyme CD39 participates (ecto-nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase, eNTPD 1). CD39 hydrolyzed ATP and ADP to AMP and is
the main source of AMP in the extracellular space. Extracellular degradation of nicotinamide
dinucleotide (NAD") is also a source of AMP *” *°. Both CD39 and CD73 are activated by
divalent ions present in the environment. The presence of Ca®” and Mg®" ions stimulates the
faster hydrolysis of ATP, whereas in the AMP catabolism reaction the strongest activating
effect is exhibited by Mg®" ions *’. The conversion of adenosine to inosine is catalyzed by
ecto-adenosine deaminase 1 (eADA 1). It takes part in the regulation of adenosine
concentration, and its activity is disturbed in many pathological conditions. Research
conducted at the Department of Biochemistry Medical University of Gdansk (MUG) showed
the significantly higher activity of eADA1 in atherosclerosis, derived from activated
endothelial cells and inflammatory cells infiltrating the vessel wall. Inhibition of this activity

through the use of 2'-deoxycoformycin caused a slowdown in the development of the disease
38-40
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Figure 2. Extracellular catabolism of adenine nucleotides and adenosine

10.2.2.1. Extracellular adenosine as an important signal molecule

Extracellular adenosine is considered a molecule with an important signaling role. In the
extracellular space, its action is exerted by combining with specific adenosine receptors P1
coupled to the G protein (Al, A2a, A2b, and A3), located on the cell surface, including the
cardiovascular system and the immune system cells '*. Physiologically, in the extracellular
environment adenosine is present at very low concentration (30 - 200 nM), stimulating low-
affinity receptors (A1, A2a, A3) *'. Its concentration increases under conditions of metabolic
stress (even up to 100 uM) caused, among others, by hypoxia, ischemia or the inflammation
*2_The A2b receptor, characterized by a much higher affinity for adenosine, is then activated
*!. The reason of the increase in extracellular adenosine concentration is the transport of
adenosine from the cell, resulting from the increased degradation of intracellular ATP, but
mainly from the activation of the extracellular catabolism of adenine nucleotides, which are
released from the cells in response to pathological stimuli *. Extracellular adenosine is
involved in the inhibition of inflammatory response, platelet aggregation, and LDL oxidation
and - by regulating the process of osteoclast differentiation - in the reduction of bone
resorption. It also reduces neutrophil pathological activity i.e. by inhibiting the production of
free radicals. Adenosine also regulates lymphocyte migration across the endothelial barrier. It
limits the infiltration of neutrophils into tissues, preventing their damage. In addition,

44



extracellular adenosine mediates the inhibition of the production of pro-inflammatory
cytokines (TNF-a) and enhances the production of anti-inflammatory cytokines (IL-10) 31

10.2.3. The role of CD73 in vascular endothelial homeostasis

Endothelial function is to maintain vascular homeostasis by balanced release of auto-
and paracrine substance in response to physical chemical or biological stimuli. Endothelium
plays an important role in regulating the vascular wall tension and regulating the acquired or
innate immune response. Under the physiological conditions, endothelial cells - that form the
innermost surface of the arterial wall - are resistant to the adhesion of leukocytes. The
inflammatory process contributes to an increased expression of adhesion molecules by
endothelial cells, what allows for binding of the leukocytes to the vessel wall. Leukocyte
migration is primarily regulated by interactions between ligands on their surface and
endothelial P- and E-selectins, as well as interactions between leukocytes surface integrins
and adhesion molecules ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule 1) and VCAM-I
(Vascular Cell Adhesion Molecule 1) **.

Ecto-enzymes, such as CD73, can act as adhesion molecules, but primarily they are
involved in the regulation of immune cell adhesion by controling leukocyte infiltration *.
CD73 occurs on the surface of both, endothelial cells as well as lymphocytes. Data in the
literature indicate that binding of leukocytes to endothelial cells is associated with inhibition
of CD73 activity. However, the mechanism of this inactivation requires further studies *.

The extracellular adenosine, through affecting its receptors, may indirectly increase the
endothelial cells barrier via - induced by the increase in cAMP - activation of protein kinase
A, which may lead to the phosphorylation of proteins typical for the tight junction such as
vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) *’. It has been suggested that decreased
adenosine concentration due to reduced CD73 activity leads to increased endothelial cell
permeability, which in turn contributes to increased leukocyte migration. It is also known that
lymphocyte adhesion to the endothelium "masks" endothelial CD73 activity. This process
disrupts the extracellular catabolism of adenine nucleotides, which results in an increase in
ATP concentration **. In addition, CD73 plays an important role in the regulation of coronary
circulation by the production of adenosine, which in turn acts as a hyperpolarising factor of
endothelial origin. Then, it mediates the relaxation of coronary arteries leading to the
induction of vascular smooth muscle cells hyperpolarisation and relaxation via stimulation of
adenosine receptors and potassium channels *.

10.2.4. The role of CD73 in the vessel and aortic valve pathologies

Vascular endothelial dysfunction is present in the pathogenesis of all cardiovascular
diseases. The definition of this disorder, in addition to the impaired vasodilatatory capacity,
also includes a co-existing inflammatory process, which may lead to the development of,
among others, atherosclerosis by increasing endothelial cell permeability, increased
expression of adhesion molecules, or intensive secretion of cytokines and chemokines. One of
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the key mechanisms of endothelial dysfunction is a reduction in the bioavailability of nitric
oxide, most likely due to oxidative stress **2,

Literature reports concerning the role of CD73 in atherosclerosis are unclear.
Monocytes adhesion to activated endothelium followed by endothelial migration is a key step
in the early stages of atherosclerosis. Data available in the literature show that the monocyte
adhesion in CD73-/- mice carotid arteries perfused ex vivo is significantly enhanced, and this
pro-inflammatory effect is accompanied by a significant increase in VCAM-1 concentration,
which is considered a marker of endothelial changes . The deletion of CD73 also leads to an
increase in the activation of Toll-like receptor 2 (TLR2), which can directly affect the
induction of the inflammatory proces ~*. On the other hand, it has been suggested that CD73
activity contributes to the development of atherosclerosis, stimulating the migration and
proliferation of vascular smooth muscle cells, as well as contributing to an increase in serum
lipids *°.

Literature data also indicate the importance of CD73 in the control of platelet
aggregation. The role of CD73 in the pathophysiology of thrombosis has been studied on the
carotid arteries of CD73 deletion mice that have been damaged by free radicals using FeCl3.
Closure time (time taken by platelets to occlude the vessel lumen) was much shorter in CD73-
/- mice compared to the control group. In addition, the bleeding time (time from skin wound
to stopping of bleeding, after tail tip incision) was also about 35% shorter in CD73 deficient
mice. These results suggest that the proper activity of ecto-5'-nucleotidase inhibits platelet
aggregation and that its maintenance may constitute a new therapeutic strategy in the
prevention of thrombosis *°.

Vascular calcification, forming in the internal (intima) or middle (media) membrane of
the vessel, is an important aspect of cardiovascular pathologies. Until recently, it was thought
to be a degenerative change. However, the increasing number of evidence suggests that
ectopic tissue calcification is the result of an active process reminiscent of bone remodeling >’
It has been suggested that extracellular calcification is caused by the activation of specific
biochemical pathways, and constant inhibition of these pathways can prevent this process. In
patients with a mutation in the NTSE gene encoding CD73, researchers observed increased
calcification of blood vessels. The enzymatic activity of this protein in fibroblasts of family
members affected by this mutation was not observed *®. Calcification depends largely on the
concentration of pyrophosphate, which is a potent inhibitor of this process, and on the activity
of tissue-nonspecific alkaline phosphatase (TNAP), which breaks down pyrophosphate to
inorganic phosphate — a calcification inductor. It has also been demonstrated that prolonged
reduction of the extracellular adenosine concentration increases the TNAP activity. In
contrast, the addition of adenosine to the culture environment of CD73 deficient cells reversed
the effect of TNAP activity stimulation *°. In addition, data available in the literature indicate
that CD73 inhibition leads to the calcification of myocytes, and this effect can be suppressed
by inhibiting TNAP activity . These reports prove that the activity of CD73, and thus the
product of its enzymatic activity, adenosine - can act as a negative regulator of tissue
calcification - probably through the inhibition of TNAP.

One of the most common heart valve defects is aortic stenosis. Currently, despite the
serious clinical consequences resulting from the development of this disease, the only
effective way of treatment is valve replacement. The data in the literature suggest that the
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inflammatory process promotes the development of aortic valve stenosis (as in the case of
vascular calcification), regardless of the occurrence of anatomical abnormalities. Early
changes that result in aortic stenosis are associated with an active inflammatory process
involving the infiltration of T lymphocytes and macrophages, as well as lipid calcium
deposition and basement membrane damage °'. Damaged valves demonstrate the presence of
mast cells and increased levels of pro-inflammatory cytokines: IlI-1B, tumor necrosis factor
(TNF-a). The disturbances occurring in aortic valve leaflets are characterized by excessive
expression of matrix metalloproteinases, which affect the extracellular matrix remodeling .

Despite the studies cited earlier, the role of CD73 in aortic valve homeostasis is still
unclear. There are results in the literature indicating the high level of ecto-nucleotidases in
valvular disease. Ecto-5'nucleotidase was overexpressed in mineralized stenotic aortic valves
% In vitro experiments on osteoblast differentiation suggest that adenosine may induce
mineralization . The discrepancy with our conclusions could be a consequence of using only
selected areas of the pathologically altered valves in this study. Histochemical analysis
performed in the Biochemistry Department MUG showed demonstrated that in the
pathologically altered valves the amount of CD73 protein was significantly reduced, with the
exception of the calcified areas, which were characterized by an increased amount of CD73 *,
A compensatory mechanism for restoring the proper activity of this protein may be behind
this. In addition, other results obtained at the Department of Biochemistry MUG showed
a significantly reduced activity of CD73 in human calcified aortic valves compared to non-
calcified ©°.

It was also observed that the addition of ATP or a synthetic P2Y receptor agonist to the
environment of primary valvular interstitial cells (VIC) caused a similar course of osteoblast
transformation to that caused by the osteogenic medium. In turn, the addition of adenosine to
VIC culturedin an osteogenic medium led to a significant reduction in both activity and
expression of alkaline phosphatase, which is one of the markers of calcification ®. The role of
changes in CD73 activity in vascular pathologies is described in more detail in the review
which is part of the thesis (Appendix - Paper A).

10.2.5. Activation of CD73 as a therapeutic strategy in cardiovascular diseases

In recent years, significant progress in the development of new therapeutics used in
cardiovascular diseases has been observed. However, cardiovascular disorders still cause
about 50% of cases of premature death in the world. The main challenge is the introduction of
new molecular targets for currently used therapies. As it results from the above-mentioned
data, the CD73-dependent production of extracellular adenosine plays an important role in the
regulation of the vascular barier. Data available in the literature indicate the cardioprotective
role of extracellular adenosine and the A2B receptor ’. As a therapeutic strategy, the
manipulation of CD73 enzymatic activity to increase the extracellular concentration of
adenosine as well as activation of the A2B receptor was suggested. Pharmacological
inhibition of CD73 activity or its genetic deletion reversed the cardioprotective effect of
ischemic preconditioning. In turn, the administration of soluble 5'-nucleotidase had a similar
protective effect for ischemic preconditioning. A significant reduction in the area affected by
myocardial infarction was observed. It has also been found that the administration of soluble
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5'-nucleotidase promotes normal vascular barrier function and reduces the neutrophil influx.
In addition, it has been observed that the anti-inflammatory effects of low doses of
methotrexate and sulfasalazine are mediated by extracellular adenosine. Both of these
compounds lead to an increase in its concentration in the extracellular space, most likely
through the activation of CD73 . This topic was further developed in the review paper which
is part of the thesis (Appendix - Paper A).

As follows from the above considerations, the role of CD73 in cardiovascular diseases
is still controversial. The explanation of the exact role of this protein in the development of
aortic valve and vascular pathologies, as well as an attempt to clarify the mechanisms of its
action are crucial and constitute the main goal of this thesis. The hypothesis assumes that the
reduction of CD73 activity as well as local and systemic changes caused by this reduction
may lead to the development of aortic valve and vessel wall The explanation of the exact role
of this protein in the development of aortic valve and vessel wall pathologies, as well as an
attempt to find the mechanisms of this action are crucial and is the main goal of this doctoral
dissertation.
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11. AIMS

The aim of this work was to investigate the role of 5'-nucleotidase (CD73) in aortic valve and
vessel wall pathology.

The specific aims included the evaluation of the effect of deletion of the CD73 encoding gene
on:

1. Extracellular adenine nucleotide metabolism on the surface of the mouse aorta;
2. The function and structure of the mouse aortic valve;

3. Mineralization of the mouse aortic valve;

4. Development of vascular endothelial dysfunction in various age groups of mice;

5. Systemic changes of the mice metabolism.
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12. RESEARCH MODELS AND TECHNIQUES

C57BL/6 mice with the CD73 deletion (CD73-/-) were used as an experimental model.
Mice were created by removing from the CD73 gene structure "Phosphoesterase Signature
Motive", i.e. a motif necessary for the normal function of the active site of this enzyme.
CD73-/- mice do not differ in the anatomy and fertility from wild-type mice. 9-week-old
CD73-/- and wild-type mice, hereinafter referred to as WT or control mice were used in the
experiments. The animals were randomly assigned to the groups: CD73 -/ - and WT fed
a standard diet and CD73 -/ - and WT fed a high-fat diet for 15 weeks. The high-fat diet
contained 60% fat, while the standard diet was 10% fat. The high-fat diet is one of the
established experimental models of vascular and valvular pathologies and has been used to
compare its effects with those observed by the CD73 deletion *7°. CD73 - / - mice on a high-
fat diet were used to verify the hypothesis that CD73 deletion leads to exacerbation of already
existing abnormalities.

To evaluate the effect of CD73 deletion on aortic valve mineralization and the
development of age-dependent endothelial dysfunction, 1 -, 3 -, 6 - and 12 - month CD73 -/-
and WT mice fed with a standard diet were used.

The activities of ecto-enzymes of adenine nucleotide and adenosine catabolism were
determined on the aortic surface, by incubation with substrates suitable for each of the
enzymes: adenosine for eADA, ATP for CD39 and AMP for CD73. An adenosine deaminase
inhibitor EHNA (erythro-9- (2-hydroxy-3-nonyl) adenine) was added during the hydrolysis of
ATP and AMP analysis. During the evaluation of the contribution of alkaline phosphatase
(ALP) and CD73 in vascular hydrolysis of AMP, the aortic fragments were incubated with the
addition of AMP as a substrate, and appropriate inhibitors: EHNA, levamisole (ALP
inhibitor) and a, B-methylene-ADP (AOPCP) - (CD73 inhibitor). In the incubation
environment, ATP, ADP, AMP and adenosine concentrations were measured using high-
performance liquid chromatography (HPLC). Enzymatic activities were normalized to the
aortic surface estimated using the ImageJ 1.48v program and are shown as nmol/min/ cm?.

In order to determine the effect of the CD73 activity deficiency on the aortic valve
function, echocardiographic measurements were made using the Doppler ultrasound. Aortic
valve area (AVA) and left ventricular ejection fraction (LVEF), as well as the maximum
velocity of blood flow through the aortic valve (Vmax), was analyzed.

For the histological evaluation of mouse aortic valves, stainings for the presence of
calcium deposits (alizarin red) and fibrin clots (combination of stainings - orcein + MSB
(Martius, Scarlet and Blue) were used. Results of the morphometric analysis were performed
as the average leaflet thickness and leaflet area ratio.

In order to evaluate the effects of ATP and adenosine on ALP activity in the
investigated valves, the ex vivo calcification model of the aortic valve was used. Aortic valves
obtained from 6-month-old CD73 - / - mice were incubated for 72 h in an osteogenic medium
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supplemented with ATP (100 uM) or adenosine (50 uM), and then ALP activity was
measured colorimetrically in tissue homogenates.

The NOS enzymatic activity was measured fluorimetrically in endothelial cells isolated
from the lungs of 2-month-old CD73 -/ - mice and WT.

In addition, research techniques included: high performance liquid chromatography with
mass spectrometry (determination of adenosine and amino acids concentration), immuno-
enzymatic tests (evaluation of markers related to inflammation and endothelium activation, as
well as endothelial nitric oxide synthase (eNOS) protein level), colorimetric methods
(arginase activity, nitric oxide metabolites, total antioxidant status (TAOS)) and standard
biochemical tests (blood glucose concentration, lipid profile).

13. THE MOST IMPORTANT RESULTS

13.1. The effect of the ecto-5'-nucleotidase gene deletion on extracellular adenine
nucleotide metabolism on the aortic surface

Activities of adenine nucleotide and adenosine catabolism ecto-enzymes: ecto-
nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (CD39), ecto-5'-nucleotidase (CD73) and ecto-
adenosine deaminase (eADA) were evaluated on the aortic surface of CD73-/- and WT mice
fed standard or high-fat diet.

The deletion of CD73 caused almost complete inhibition of AMP conversion to
adenosine on the aortic surface (Figure 3B, Paper B - Figure 1B). There were no statistically

significant changes in the AMP hydrolysis under the influence of a high-fat diet. The lack of
CD73 activity affected also the activities of other enzymes involved in the extracellular
catabolism of adenine nucleotides. CD39 activity was increased on the surface of the CD73 -/-
mice aorta as compared to WT. The high-fat diet reduced ATP hydrolysis in both study
groups (Figure 3A, Paper B - Figure 1A). In addition, a significantly decreased adenosine
deamination rate on the surface of the CD73 -/ - mouse aorta was observed in comparison to
controls, regardless of the diet (Figure 3C, Paper B - Figure 1C).

The changes observed in the ATP hydrolysis and adenosine deamination on the aortic
surface were caused by a significant decrease in CD73 activity. At this stage of the studies,
the role of increased CD39 activity on the aortic surface of the CD73 - / - mice and the
associated degradation of pro-inflammatory ATP and pro-aggregative ADP, released from
endothelial cells, as well as the role of AMP accumulation in the extracellular environment

are not fully clarified . In turn, the decreased activity of eADA is most likely caused by the
low concentration of its substrate - extracellular adenosine, due to the lack of its production
by CD73.
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Figure 3. Deletion of CD73 inhibited the conversion of AMP to adenosine on the aortic surface.
An increased CD39 activity and a decreased eADA activity are secondary changes due to the
almost complete inhibition of CD73 activity. ATP hydrolysis (A); AMP hydrolysis (B); adenosine
deamination (C) on the surface of the CD73 -/ - and WT mice on standard or high-fat diet. All values
are shown as mean = SEM (n = 21, statistical analysis was performed using a two-way ANOVA with
post-hoc Tukey test, * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001); Appendix - Paper B

The participation of alkaline phosphatase (ALP) in the AMP hydrolysis on the surface
of the CD73 -/ - and WT mice aorta was also determined. Based on the conducted studies
with the use of levamisole, it can be concluded that ALP is responsible for only about 30% of
AMP hydrolysis. The remaining conversion of AMP to adenosine is due to CD73 activity
(Figure 4A, Paper B - Figure 2A). The level of AMP hydrolysis was less than 4% of control
when both activities were inhibited (Figure 4B, Paper B - Figure 2B).

The Km values of CD73 for AMP are in the low micromolar range and is significantly
lower (several orders of magnitude) than the Km value of ALP for AMP, and the extracellular
concentration of AMP does not exceed micromolar values, even under severe stress >’ The
obtained results clearly showed that the participation of ALP in AMP hydrolysis on the
surface of the aorta is small and CD73 is the main enzyme responsible for this conversion.
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Figure 4. CD73, not alkaline phosphatase (ALP) is the major enzyme responsible for the
vascular conversion of AMP to adenosine. A) Hydrolysis of AMP on the surface of the CD73 -/ -
and WT mice aorta in the presence and absence of levamisole; B) The participation of CD73 and ALP
in the hydrolysis of AMP on the WT mice aortic surface in the presence and absence of levamisole
and AOPCP. All values are expressed as mean = SEM (n = 10; statistical analysis was performed
using a two-way ANOVA with post-hoc Tukey test (A) or one-way ANOVA with post-hoc Sidak test
(B); * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001); Appendix - Paper B

13.2. The effect of the ecto-5'-nucleotidase gene deletion on the function and
structure of the mouse aortic valve

Aortic stenosis includes inflammation, fibrosis and calcification of the aortic valve
leaflets. All of these processes may be affected by disturbances of the extracellular
nucleotides metabolism pathway. In the next stage of the thesis, the role of CD73 in the
development of aortic valve dysfunction was evaluated.

Doppler ultrasound examinations showed that CD73 -/- mice were characterized by
a significant increase in the maximal aortic valve flow velocity (Figure SA, Paper B - Figure
3A) and a significantly smaller aortic valve area (Figure 5B, Paper B - Figure 3B). It was also
observed that LVEF is normal in CD73 deficient mice and does not differ from controls
(Figure 5C, Paper B - Figure 3C), which suggests that the observed disturbances of the aortic
valve blood flow velocity result from aortic valve dysfunction itself. These observations are
consistent with clinical data indicating the normal value of LVEF in most patients with aortic
stenosis ''. The changes caused by the CD73 deletion were close to those observed in WT
mice on a high-fat diet and are similar to those found in the early stages of aortic valve

stenosis in humans.
The obtained results indicate a significant contribution of the decreased CD73 activity in the
development of aortic stenosis.
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Figure 5. Elevated peak aortic flow (Vmax) and decreased aortic valve area (AVA), with
preserved left ventricular ejection fraction (LVEF) in CD73-/- mice. Echocardiographic
parameters: A) Vmax; B) AVA; C) LVEF. All values are shown as mean + SEM (n = 21, statistical
analysis was performed using a two-way ANOVA with post-hoc Tukey test, * p <0.05; ** p <0.01;
**%* p <0.001); Appendix - Paper B

In addition, the changes observed in the morphology of the investigated aortic valves
confirm the development of their dysfunction. Histological analysis showed thickening of the
CD73 -/ - mice valve leaflets (Figure 6A, Paper B - Figure 4A). It was also observed that the
aortic valves of the CD73 deficient mice were characterized by the presence of dark deposits,
and within the vicinity of these deposits, the valve walls tended to be thickened. Almost twice
increased the accumulation of deposits was observed in animal groups fed a high-fat diet, both
CD73 -/-and WT (Figure 6B, Paper B - Figure 4C). A more detailed analysis of the deposits
proved that it is melanin. Data from the literature indicate that melanocytes are involved in the
valve reconstruction and remodeling of the aortic valve and their accumulation affects its
stiffness '>. Morphometric measurements of the valve leaflets thickness and the area and
amount of melanotic deposits emphasize structural as well as functional abnormalities in
CD73 deficient mice, especially those fed a high fat-diet (Figure 6C, Paper B - Figure 4C).
The alizarin red staining did not show the presence of calcium deposits in the tested valves.
Lack of observation of calcium deposits in the valves may result from differences in their
anatomical structure compared to human valves as well as from the lower sensitivity of
histological analysis in comparison with chemical methods.
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The obtained results clearly showed that the lack of CD73 activity leads to the
development of aortic valve dysfunction in mice, confirmed by disturbances of its structure
and proper function.
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Figure 6. The deletion of CD73 leads to morphological and structural changes in aortic valves.
A) Histological images of aortic valves of WT and CD73 -/- mice on a standard and high-fat diet. The
following stainings were used: alizarin red and orcein with Martius Scarlet Blue staining. The arrows
indicate the changes in the valves: thickening and melanin accumulation areas; B) Melanin deposits
area; C) the average aortic valve leaflet thickness/ leaflet area ratio as a standardized measurement of
the valve leaflets thickness. All values are shown as mean £ SEM (n = 21, statistical analysis was
performed using a two-way ANOVA with post-hoc Tukey test, * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001);
Appendix - Paper B

13.3. The effect of the ecto-5'-nucleotidase gene deletion on the mineralization of
the mouse aortic valve
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The effect of the CD73 deficiency on valvular mineralization was determined using
spectrophotometric methods. The concentrations of Ca®’, Mg2+ and PO, were measured in
the aortic valves of 1-, 3-, 6- and 12-month-old CD73-/- and WT mice. Chemical analysis
showed a significantly increased concentration of the above-mentioned ions in the CD73-/-
mouse valves. In addition, the calcium and phosphate content increased with the age of

animals (Figure 7, Paper B - Figure 4B).
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Figure 7. Increased concentrations of Ca**, Mg”* and PO,” in the aortic valves of CD73-/- mice
confirm their pro-calcification phenotype. Concentration A) Ca*"; B) Mg”" and C) PO, in aortic
valves of CD73-/- and WT miceat 1, 3, 6 and 12 months of age. All values are presented as mean +
SEM (n = 5; statistical analysis was performed using a one-way ANOVA with post-hoc Holm-Sidak
test; * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001); Appednix - Paper B
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The tissue mineralization is a consequence of not only local but also general factors
including an inflammation. Considering the above results, the loss of anti-inflammatory
properties of adenosine, due to the lack of CD73 activity, may lead to the activation of
mineralization. n addition, recent studies have demonstrated the development of vascular
calcification in immunocompromised transgenic mice following exposure on induced
pluripotent stem cells (iPSCs) from the CD73 deficient patients 73,74
direct association of CD73 with ectopic calcification.

. These results support the

In addition, the effects of extracellular ATP and adenosine on ALP activity in the ex
vivo calcification model of the aortic valve were investigated. The results showed that
incubation of CD73 -/- mice valves in an osteogenic medium with the addition of ATP caused
a significant increase in ALP activity in these valves compared to incubation only in the
osteogenic medium. On the other side, incubation of CD73 -/- mouse valves in an osteogenic
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medium with the addition of adenosine led to a significant reduction in ALP activity (Figure
8, Paper B - Figure 5).
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Figure 8. Increased ALP activity in the presence of ATP, and decreased in the presence of
adenosine in the aortic valves of CD73 -/- mice incubated in an osteogenic medium. All values are
shown as mean £ SEM (n = 4; statistical analysis was performed using a one-way ANOVA with post-
hoc Holm-Sidak test; * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001); Appendix - Paper B

Many studies have demonstrated a direct relationship between ALP and calcification. It
is known that inhibition of ALP activity prevents an increase in the osteonectin expression
and calcium deposits in VIC incubated in osteogenic medium > Experiments carried out in
this part of the thesis suggest that extracellular ATP and adenosine play an important role in
the control of calcification, and CD73 is directly related to the process of ectopic calcification.

13.4. The effect of the ecto-5'-nucleotidase gene deletion on the development of
age-dependent endothelial dysfunction

Endothelial dysfunction underlies all cardiovascular diseases, and its development is
most often due to mechanisms associated with active inflammation, but also reduced
bioavailability of nitric oxide. Nitric oxide is produced predominantly in endothelial cells as
a product of the conversion of L-arginine by endothelial nitric oxide synthase (eNOS) "®. The
previously mentioned literature reports have demonstrated the effect of reduced CD73 activity
on endothelial cell permeability impairment. This work presents investigations that deepen the
knowledge about the role of CD73 in the development of endothelial cell dysfunction.

To assess the development of inflammation and confirm the pro-inflammatory
phenotype of the CD73 deficient animals, the concentrations of adhesion molecules,
associated with endothelium activation - ICAM-1, VCAM-1, and IL-6 were measured in the
1-, 3-, 6-, and 12-month-old CD73—/— and WT mice serum. The deletion of the CD73 gene
caused a significant increase in both ICAM-1 and VCAM-1 concentrations, as well as
a significant increase in the IL-6 cytokine concentration. This pro-inflammatory phenotype of
CD73 -/- mice intensified with the age of animals (Figure 9, Paper C - Figure 1).
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Figure 9. The increase of pro-inflammatory IL-6 and adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1
suggest endothelial activation, as well as the pro-inflammatory phenotype of CD73-/- mice.
Concentrations of A) IL-6; B) ICAM-1 and C) VCAM-1 in the serum of CD73 -/ - mice and WT at 1,
3, 6 and 12 months of age. All values are shown as mean = SEM (n = 5, statistical analysis was
performed using a two-way ANOVA with post-hoc Tukey test, * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001);
Appendix - Paper C

An active inflammatory process can stimulate the expression of [CAM-1 and VCAM-1
molecules in endothelial cells, what promotes the adhesion of leukocytes to the vessel wall
and their transmigration to peripheral tissues. Data available in the literature indicate an
increase in vascular leakage caused by hypoxia in the lungs, heart or kidneys. An active
inflammatory process can stimulate the expression of ICAM-1 and VCAM-1 molecules in
endothelial cells, which promotes the adhesion of leukocytes to the vessel wall and their
transmigration to peripheral tissues. Data available in the literature indicate an increase in
vascular leakage caused by hypoxia in the lungs, heart or kidneys, in response to the
suppression of CD73 activity, in response to suppression of CD73 activity *'. In addition, in
vitro coculture experiments with endothelial cells and T lymphocytes showed that genetic
deletion of CD73 enhances the transendothelial migration of T lymphocytes and increases the
expression of TNF-a, VCAM-1, and IFN-y "’. The reports quoted above and the results
presented in this part of the thesis clearly suggest that CD73 plays an important role in
maintaining the endothelial barrier.
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One of the possible mechanisms of endothelial dysfunction development is the
impairment of L-arginine metabolism, and thus the nitric oxide production. In endothelial
cells, nitric oxide is produced from L-arginine by eNOS. This molecule is a key regulator of
vasodilatation and endothelial homeostasis. In addition, it plays an important role in the
regulation of macrophage cytotoxicity and platelet aggregation. Since L-arginine is the only
substrate for the eNOS-catalyzed reaction, its availability is critical in controlling the
production of nitric oxide * .

Therefore, the concentration of L-arginine, the level of eNOS protein in serum, as well
as the activity of NOS in endothelial cells isolated from the lungs of CD73-/- mice and WT
were analyzed. Furthermore, considering that asymmetric dimethylarginine (ADMA) is the
most important endogenous eNOS inhibitor that competes with L-arginine for binding in the
active site of the enzyme significantly reducing the production of nitric oxide, the
L-arginine/ADMA concentration ratio was measured *’. Data from the literature indicate
a high concentration of ADMA observed in the serum of patients with vascular pathologies 8

CD73 deficient mice were characterized by a significantly lower concentration of L-
arginine and the amount of eNOS in the serum, regardless of age. In addition, age-dependent
decrease in L-Arginine/ADMA concentrations - a parameter strongly associated with
endothelial dysfunction was observed (Figure 10A and 10B, Paper C - Figure 2A and 2B).
Moreover, significantly reduced NOS activity was observed in endothelial cells of CD73-/-
mice as compared to the control group (Figure 10C and 10D, Paper C - Figure 2C and 2D).
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Figure 10. Lower serum L-arginine concentration and NOS activity in endothelial cells indicate
the development of endothelial dysfunction in CD73 deficient mice. A) L-arginine concentration;
B) L-arginine/ADMA concentration ratio and C) eNOS protein level in the serum of CD73-/- and WT
mice at 1, 3, 6 and 12 months of age. All values are shown as mean £ SEM (n = 5; statistical analysis
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was performed using a two-way ANOVA with post-hoc Tukey test, * p <0.05; ** p <0.01;
**%* p <0.001). D) NOS activity in EC isolated from the lungs of 2-month-old CD73-/- mice and WT.
Values are shown as mean £ SEM (n=3 - for each activity measurement, 5 technical repetitions were
analyzed for both of the studied groups, statistical analysis was performed using Student's t-test;
*p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001); Appendix - Paper C

The observed reduced activity of NOS in endothelial cells indicates a disorder of nitric
oxide production. Due to the inability to reliably determine the concentration of nitric oxide
itself, the concentrations of its metabolites - nitrates and nitrites in the serum as well as in the
aorta of 6-month old CD73-/- mice and WT were measured. Results showed that the
nitrate/nitrite concentrations ratio was significantly reduced in both, serum and aorta of
CD73-/- mice as compared to WT (Figure 11A and 11B, Paper C - Figure 4A and 4B).

Moreover, one of the causes of the decreased concentration of L-arginine may be an
increase in the arginase activity, responsible for the conversion of L-arginine to L-ornithine
and urea. Thus, its activity in the aortas of the studied animals was measured. Significantly
higher arginase activity in the CD73-/- mice aorta was also observed in comparison to the
control group (Figure 11 C, Paper C - Figure 4C).
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Figure 11. Disrupted synthesis of nitric oxide in CD73 deficient mice, as indicated by a reduced
nitrate/nitrite ratio in serum and aorta. Higher arginase activity as a probable cause of
decreased L-arginine concentration. The nitrate/nitrite ratio in A) serum; B) aorta, as well as
C) arginase activity in the aorta of 6-month old CD73-/- and WT mice. All values are shown as mean
+ SEM (n = 5, statistical analysis was performed using Student's t-test; * p <0.05; ** p <0.01;
*#%* p <0.001); Appendix - Paper C
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The above results confirm the development of endothelial dysfunction in CD73 deletion mice.
This disturbance intensifies with the age of animals.

In the next step, it was investigated whether the increase in arginase activity caused
changes in other metabolites of L-arginine, taking part in the urea cycle. All age groups of
CD73-/- mice were characterized by elevated serum L-ornithine concentration compared to
the control group. There was no significant difference in the concentration of L-citrulline
between the studied groups. However, significantly increased ratios of L-ornithine /L-arginine
and L-ornithine / L-citrulline concentrations were observed as compared to the control
(Figure 12, Paper C - Figure 5). Similar observations have been previously reported in
patients with macrovascular complications (including atherosclerosis of the lower limbs), as
a consequence of type 2 diabetes, which is one of the inflammatory diseases *
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Figure 12. Increased L-ornithine/L-arginine and L-ornithine/L-citrulline ratio in the serum of
CD73-/- mice. Concentrations of A) L-ornithine; B) L-citrulline as well as C) L-ornithine/L-arginine
and D) L-ornithine/L-citrulline ratio in the serum of CD73-/- and WT mice at 1, 3, 6 and 12 months of
age. All values are shown as mean £ SEM (n = 5, statistical analysis was performed using a two-way
ANOVA with post-hoc Tukey test, * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001); Appendix - Paper C

Considering the above data, the results presented in this part of the study clearly
indicate that the age-dependent endothelial dysfunction in CD73-/- mice is associated with
impaired L-arginine metabolism and nitric oxide synthesis. It is known, that impaired
production of nitric oxide leads to vasoconstriction, leukocyte adhesion, and oxidative stress.
Oxidative stress itself can also disrupt the production and activity of nitric oxide via its
inactivation by free radicals and reduction of the tetrahydrobiopterin availability, which is
cofactor required for nitric oxide synthesis *. CD73-/- mice were characterized by an age-
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dependent increase in serum IL-6. Data in the literature showed that elevated levels of IL-6
may affect the reduction of eNOS activity by increasing the binding between eNOS and
caveolin-1, a caveolae scaffold protein that inhibits eNOS .

13.5. The effect of the ecto-5'-nucleotidase gene deletion on the systemic changes
of the mice metabolism.

Another aspect of the thesis was the analysis of the impact of CD73 activity deficiency
on systemic metabolism. The results obtained earlier indicate that the reduction of adenosine
availability contributed to the development of inflammation in the aortic valves and vessels of
CD73-/- mice, and thus - to systemic disorders. The processes that contribute to the
development of most vascular pathologies, such as inflammation or endothelial damage, are
closely related to oxidative stress. One of the parameters determining the overall antioxidant
status is the total antioxidant status in plasma (TAOS).

The total antioxidant status was approximately 25% lower in comparison to WT
(Figure 13B, Paper B - Figure 6B). The concentration of adenosine in the whole blood of
CD73 -/- mice was also examined. The adenosine concentration in CD73-/- mice was
significantly lower compared to WT (Figure 13A, Paper B - Figure 6A).
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Figure 13. Decreased level of total antioxidant status (TAOS) in plasma and adenosine
concentration in the blood of CD73 deficient mice. A) Concentration of adenosine in the whole
blood; B) The level of TAOS in the plasma of 6-month old CD73-/- and WT mice. All values are
shown as mean + SEM (n = 21, statistical analysis was performed using Student's t-test; * p <0.05;
** p <0.01; *** p <0.001); Appendix - Paper B

The reduced level of TAOS suggests an increase in the number of free radicals, and thus
oxidative stress. A higher amount of reactive oxygen species may be caused by both, their
increased production, but also by the impairment of their degradation. The mechanism of this
increase requires further research. However, the data available in the literature also confirm
the results presented above and link the activity of CD73 and the production of adenosine
with antioxidant activity .
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Purinergic signaling plays an important role in the processes underlying aortic stenosis,
endothelial dysfunction, but also in lipid and carbohydrate metabolism. Disturbances of lipid
and carbohydrate metabolism may lead to the initiation of a pro-inflammatory signal cascade,
which may contribute to the activation of leukocytes and the stimulation of the inflammation.
The body weight, blood glucose concentration and lipid profile of CD73-/- and WT mice on
a standard and high-fat diet were, therefore, measured. It has been shown that genetically
modified mice are characterized by a lower weight than WT mice. Even under the influence
of a high-fat diet, the weight gain of the CD73-/- mice was about 30% lower than in the
control group. In addition, CD73-/- mice had an elevated blood glucose concentration and
a disturbed lipid profile as compared to the control (Figure 14, Paper B - Figure S2).

A B

507 5 2507 kkk
*kk
= 404 E 2004 — 1
IC - a
- [ = normal-fat diet
5, 304 2 150- 7_
g ° /
2 o e
z 20+ g 1004 /
= high-fat diet
@ 104 g’ 50 %
0
]
0 o ol 4
WT CD73-/-

mg/dl

A R
AR

Total HDL LDL
cholesterol

Figure 14. Lower weight gain and increased blood glucose concentration in CD73-/- mice.
Changes in the lipid profile in CD73 deficient mice. A) Body weight B) blood glucose
concentration and C) lipid profile of CD73-/- and WT mice. All values are shown as mean + SEM (n =
21, statistical analysis was performed using a two-way ANOVA with post-hoc Tukey test, * p <0.05;
** p <0.01; *** p <0.001); Appendix - Paper B

Adenosine plays an important role as lipolysis inhibitor. The decrease in its
concentration may lead to increased hydrolysis of triacylglycerols to glycerol and free fatty
acids. Data available in the literature also indicate that CD73 deficient mice are characterized
by a lower content of white adipose tissue and increased concentration of free fatty acids in
serum “°. The high level of free fatty acids may lead to reactive oxygen species generation, as
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well as to the activation of TNF-a and IL-6 via the IKK/NF-kB inflammatory signaling and
thus contribute to the endothelial cells damage 87,

The research carried out as part of the doctoral thesis showed that the lack of CD73
activity causes thickening of the aortic valve leaflets, activation of valve mineralization and
its functional disorder, similar to aortic stenosis. This data clearly suggest that CD73 activity
is important for maintaining normal aortic valve function. The conducted studies indicate that
mice with a deletion of the gene encoding CD73 may be a good model of aortic valve
dysfunction and the vessel wall. The results obtained in this thesis also confirm the concept of
the key role of CD73 activity in endothelial homeostasis. For the first time, they combine
endothelial cell dysfunction that develops in CD73-/- mice with impaired L-arginine
metabolism and nitric oxide production. The realization of this thesis has contributed to the
broadening of knowledge in the field of vascular and valvular pathologies, and obtained
results may form the basis of a new therapeutic strategy in the future.
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14. CONCLUSIONS

The main conclusions of the studies described in the papers included into the thesis are:

1. Ecto-5"-nucleotidase (CD73) is crucial in the extracellular AMP to adenosine
conversion on the aortic surface, and the activities of other enzymes, such as alkaline

phosphatase, play

only

a minor role in it. The deletion of CD73 leads to changes in the activity of other
enzymes involved in the extracellular catabolism of nucleotides on the aortic surface -
an increase in CD39 activity and a decrease in the activity of ecto-adenosine

deaminase.

2. The deletion of the CD73 encoding gene leads to the development of aortic valve
dysfunction in mice. CD73 plays an essential role in maintaining the structure and

proper function of the aortic valve.

3. The lack of CD73 activity leads to an increase in the calcification markers level in
aortic valves such as calcium, magnesium, and phosphates as well as an increase in

alkaline phosphatase activity.

4. Deletion of the CD73 encoding gene leads to the development of age-dependent

endothelial dysfunction in mice associated with impaired L-arginine metabolism.

5. The lack of CD73 activity and the significantly lower concentration of adenosine in

the extracellular space leads to oxidative stress and an increase in the concentration of
proinflammatory cytokines, which indicates the development of systemic

inflammation.
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