Nowe mechanizmy regulacji funkcji komérek $rodblonka i patologii aorty —

znaczenie NRF2/KEAP1 i mikroRNA-34a

Krew rozprowadzona jest po calym ciele przez silnie rozgaleziong sieé tetnic.
Utrzymanie statego doptywu krwi do tkanek wymaga od naczyn niemal natychmiastowej
odpowiedzi na zmieniajacy si¢ przeplyw. Istnieje wzajemna zaleznos¢ miedzy sitami
mechanicznymi a przebudowa naczyn, zatem biomechanika tetnic moze regulowaé los
i strukturg uktadu sercowo-naczyniowego. Pojawienie si¢ nieprawidlowego obciazenia
mechanicznego w miejscach wrazliwych strukturalnie, moze prowadzi¢ do trwalego
poszerzenia aorty brzusznej — tetniaka aorty brzusznej (TAB). Jego uformowanie i wzrost
obarczone jest duzym ryzykiem peknigeia, co najezesciej prowadzi do zgonu. Niestety,
molekularne i komoérkowe mechanizmy tej choroby sa wcigz stabo poznane. Wiadomo,
ze w poczatkowych etapach dochodzi do mikropeknieé, ktére pdzniej prowadza do znacznego

wybrzuszenia i zmiany struktury aorty.

Dotychczasowe badania nad mechanizmami TAB niemal zupelnie pominely znaczenie
komorek srodbtonka. Komorki te wyscielaja wszystkie naczynia krwionosne, jednak ich rola
wykracza poza samo ustanowienie bariery strukturalnej miedzy krwia a otaczajacymi
tkankami. Jest to wszechstronny narzad, ktory umozliwia prawidtowe funkcjonowanie ukfadu
krgzenia. Niestety, szczegélna lokalizacja na styku krwi inarzadéow sprawia, ze komorki
srodblonka sg silnie narazone na czynniki stresowe, ktére moga prowadzi¢ do ich
przedwczesnego starzenia i utraty specjalistycznych funkcji. W efekcie dochodzi do zaburzenia
funkeji naczyn krwiono$nych i zwigkszonego ryzyka wystapienia choréb ukladu krazenia.
Przypuszczalnie, rola komérek srodblonka w mechanizmie powstawania TAB moze by¢ silnie
zwigzana z utrzymaniem ich zdrowego, w pelni funkcjonalnego, fenotypu. Stanowia one
selektywnie przepuszczalng barierg przeciwzakrzepowa, determinuja migracje leukocytow
do tkanek objetych stanem zapalnym i parakrynnie regulujg napiecie naczyniowe. Kazdy z tych

procesow moze mieé istotne znaczenie w TAB.

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej majg na celu zrozumienie
mechanizméw powstawania TAB, ze szezegolnym uwzglednieniem funkcji i starzenia sie
komorek srodblonka. Nasze wstepne badania oraz dane literaturowe wskazujg, ze glowny
regulator odpowiedzi komérek na stres - NRF2 oraz mikroRNA-34a s3 istotnymi modulatorami
starzenia, biologii komoérek srodblonka oraz funkcji aorty. Stad, podejrzewamy, ze srodblonek

moze mie¢ kluczowy wplyw na fizjologi¢ naczyn krwionosnych i powstawanie TAB.



Szezegolowym celem pracy jest okreslenie znaczenia zwiazanych z wiekiem fenotypowych,

strukturalnych i funkcjonalnych cech komérek $rodbtonka oraz aorty w etiologii TAB.

Niedobor aktywnosci transkrypeyjnej NRF2 u myszy prowadzi do przedwczesnego
starzenia si¢ aorty oraz predysponuje do TAB w poréwnaniu do myszy typu dzikiego.
Utworzone tetniaki u obu genotypéw myszy majg wspdlne cechy charakterystyczne: nasilony
naciek komorek odpornosciowych, silne zmiany struktury Sciany aorty i Srodowisko
utleniajgce. W $wietle kluczowego znaczenia aktywnosci transkrypcyjnej NRF2 w odpowiedzi
na stres oksydacyjny, podejrzewamy, ze jest to znaczacy czynnik odpowiadajacy za podatnosé
myszy na TAB. Co wigcej, poszukiwania istotnych, zwiazanych z wiekiem, strukturalnych
czynnikow predysponujacych do TAB, wykazaly, ze sztywnos$é strukturalna obrazowana
mikroskopig sit atomowych moze byé jednym z nich. Ponadto za pomocg mikroskopii
elektronowej zaobserwowalismy istotne anomalie strukturalne w obrebie warstwy wewnetrznej
aorty. Zmiany te silnie korelujg z czgstodcia wystepowania TAB i moga by¢ spowodowane
nadmiernym unaczynieniem aorty oraz otaczajacej tkanki thuszczowej.

W dalszych badaniach, przy uzyciu srodbtonkowo-specyficznego nokautu miRNA-34a,
skutecznie odwrocilismy przedwezesne starzenie sie komorek $rédblonka oraz wrazliwosé
na TAB u myszy z nokautem transkrypcyjnym NRF2. Wskazuje to na kluczowe znaczenie
starzenia warstwy wewnetrznej aorty w podatnosci na TAB, a komérki $rédblonka moga by¢
niezbednymi regulatorami tej choroby. Jednak w przeciwienstwie do wczesniej postulowanych
mechanizméw, utrzymanie wyspecjalizowanych funkcji komorek srédbtonka nie Jjest glownym
wyznacznikiem powstawania tetniaka. Proponujemy, ze to nasilona proliferacja komorek
srodblonka chroni przez TAB, a w przypadku jego utworzenia, moze go stabilizowad,

Podsumowujgc, uwazamy, ze zdolno$é komérek srodbtonka do proliferacji
i uszezelnienia $ciany aorty moze by¢ gtéwnym czynnikiem chroniacym przed TAB. Ponadto,
wbrew obecnemu stanowi wiedzy, zalezna od wieku skfonno$é do wystepowania TAB
nie opiera si¢ na funkcjonalnych cechach $rédblonka, ale zamiast tego wynika

z charakterystycznego dla starzenia, nieodwracalnego ustania podzialéw komérek srédblonka.
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The novel mechanisms of the regulation of the endothelial cell function

and aortic pathology — focus on NRF2/KEAP]1 axis and microRNA-34a

The arterial system distributes blood throughout the body through a remarkable network
characterised by vessel branching and bifurcation. Fluid dynamic patterns at these sites
of flow division can be highly intricate compared to the flow in unbranching vessel segments.
Arterial biomechanics governs cardiovascular fate and structure due to a reciprocal relationship
between mechanical forces and cardiovascular remodelling. Besides, an abnormal mechanical
strain with concomitant structural vulnerability conduces the permanent dilatation of
the abdominal aorta — an abdominal aortic aneurysm (AAA). The occurrence of an aneurysm
is associated with its expansion which may cause aortic wall rupture, leading to death in more
than 80% of cases. The actiology of AAA, although still not fully understood, is an orchestrated
series of events that often start from small micro ruptures and end in the aortic wall bulging
and rearrangements.

The research of the last decades overlooked the role of endothelial cells (ECs), which line
all the blood vessels, in AAA development. Significantly, their role surpasses the sole
establishment of a structural barrier between blood and surrounding tissues. It is a versatile and
involute organ that keeps a tight rein on the proper functioning of the cardiovascular system.

- At the same time, ECs are very vulnerable, and exposure to adverse signals may trigger their
premature ageing and dysfunction. It subsequently precipitates the impairment of the function
of blood vessels and an increased risk of the onset of cardiovascular diseases. However,
the endothelium involvement in the aetiology of AAA is vague. If postulated, it is mainly
ascribed to the maintenance of healthy functional traits of ECs. They maintain a selectively
permeable anti-thrombogenic barrier, determine leukocyte migration to inflamed tissues,
and secrete various paracrine factors to regulate vascular tone. All of them could play
a significant role in AAA.

This research aimed to define the mechanisms underlying the development of AAA,
focusing on endothelial cell function and ageing. The preliminary research and literature data
indicate that the central modulator of the cellular response to stress - NRF2 and microRNA-
34a, are crucial regulators of ageing, EC biology and aortic function. Thus, we hypothesised
that they might have a decisive influence on the physiology of blood vessels and AAA
development. In this thesis, we aimed to address the significance of age-related phenotypic,
structural and functional features of the ECs and the aorta in the aetiology of AAA.

NRF2 transcriptional deficiency in mice leads to premature ageing of the aorta



and predisposes to AAA compared to wild-type animals. Aneurysms that are formed in both
genotypes share similar features: increased immune cell infiltration, robust aortic wall
rearrangement and increased oxidation. In light of the importance of NRF2 transcriptional
activity in harnessing oxidative stress, we propose it may be the susceptibility factor, rendering
mice prone to AAA. Furthermore, in the quest to delineate the age-associated structural
predilection factors to AAA, we observed that the structural stiffness depicted by atomic force
microscopy could be significant. Moreover, we found a potential role of scanning electron
microscopy-illustrated intimal aortic structural changes. They strongly correlate with the AAA
incidence and may be caused by excessive vascularisation of the aorta and surrounding adipose
tissue.

We efficiently rescued EC NRF2-dependent premature ageing and AAA formation in NRF2
transcriptional knockout mice using the EC-specific knockout of miRNA-34a, which implies
the significance of intimal layer senescence in the susceptibility to AAA. Therefore, endothelial
cells can be imperative regulators of AAA formation. However, contrary to previously
postulated mechanisms, the maintenance of specialised EC function is not the primary
determinant of aneurysm formation. We propose that EC proliferation protects against AAA
and can confer aneurysm stability.

To sum up, we conclude that EC ability to proliferate and tighten the arterial wall can be the
primary determinant of the onset of AAA. Therefore, contrary to current opinions,
the age-dependent proneness to AAA does not rely on the functional endothelium features

but could instead stem from the cessation of EC proliferation.
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