Streszczenie

Choroby sercowo-naczyniowe (CVD) pozostajg gtdéwng przyczyna zgondow na Swiecie, a
ich liczba ro$nie kazdego roku, osiggajac poziom pandemii. Pomimo postgpow w zrozumieniu
czynnikow ryzyka, dzialan profilaktycznych i leczeniu, prognozuje si¢ dalszy wzrost
zachorowalno$ci 1 $miertelno$ci z racji starzejacej si¢ populacji i zmieniajacego si¢ stylu zycia.
Miazdzyca odgrywa kluczowa role w tym zjawisku jako czynnik bezposrednio zwigzany z
zawalami serca i udarami. Do tej pory nie opracowano skutecznego leku na miazdzyce, natomiast
strategie prewencyjne i spowalniajace rozwo6j moga znaczaco zmniejszy¢ jej wpltyw i ryzyko
powiktan. Glebsze zrozumienie mechanizmoéw tego ztozonego procesu jest kluczowe dla
identyfikacji nowych celéw terapeutycznych i opracowywania bardziej precyzyjnych metod
leczenia. Obnizenie poziomu cholesterolu jest obecnie najczgéciej stosowanym podejsciem.
Jednak monoterapia statynami jest niespecyficzna i moze by¢ niewystarczajaca ze wzgledu na
skutki uboczne lub niedostateczng ochrong, a takze zaawansowany stan chorobowy. Dlatego,
oprocz powszechnie stosowanej rosuwastatyny, wprowadza si¢ leki nowszej generacji takie jak
inhibitory PCSK9, inhibitory aktywacji i agregacji ptytek krwi, inhibitory degranulacji neutrofili
czy zamienniki statyn o mniejszej ilosci skutkow ubocznych. Jednak potrzeba celowanych 1
bardziej skutecznych terapii jest nadal kluczowym priorytetem w walce z CVD.

Poza wysokim poziomem cholesterolu, stres oksydacyjny i dysfunkcja komorek znaczaco
przyczyniaja si¢ do rozwoju miazdzycy i stanowig potencjalne cele interwencji. Zaburzenia te
zwigzane s3 z aktywnoscig NRF2, ktory jest czynnikiem transkrypcyjnym dla szeregu gendéw
odpowiedzialnych za ochron¢ komorki przed stresem oksydacyjnym i innymi czynnikami
stresogennymi. Co ciekawe, aktywnos¢ NRF2 spada z wiekiem i rozni si¢ w zaleznosci od
rodzaju komorek. Do tej pory doniesienia na temat roli NRF2 w miazdzycy nie daly jasnej
odpowiedzi, co do jego pro- lub przeciwmiazdzycowego dziatania.

W przeciwienstwie do wezesniejszych badan wykorzystujacych myszy z konstytutywnym
nokautem genu Nrf2, skupiliémy si¢ na roli Nrf2 w komorkach $rédbtonka w miazdzycy,
uzywajac myszy z nieaktywnym transkrypcyjnie Nrf2 w komorkach z ekspresja kadheryny 5

(thS) ) tyCh myszy, tu nazywanych Nrf2th5tKO

, wyciety zostat w komorkach $rodbtonka
egzon 5 genu Nrf2, kluczowy dla aktywnosci transkrypcyjnej. Pojedyncza iniekcja wektorami
uzyskanymi z wirusow towarzyszacych adenowirusom serotypu 8 (AAV8) kodujacymi biatko

Pcsk9 pod kontrola watrobowego promotora HCRApoE/hAAT oraz dieta wysokotluszczowa



pozwolity na indukcj¢ hipercholesterolemii i w konsekwencji rozw6j miazdzycy U myszy.
Analiza wielkosci blaszek miazdzycowych w korzeniu aorty wykazata wicksza powierzchnig
blaszek u myszy Nrf2°“™*° w poréwnaniu do kontrolnych myszy Nrf2"%* z zachowana
aktywnoscig Nrf2.

Nie pozbawionym znaczenia aspektem naszego modelu mysiego jest niepozadana
aktywno$¢ rekombinazy Cre w komorkach pochodzenia hematopoetycznego, w tym w
monocytach i makrofagach. Nawet 50% monocytdow 1 makrofagow moze wykazywac
zmniejszong aktywnos¢ transkrypcyjng Nrf2, co potwierdzilismy w makrofagach réznicowanych
ze szpiku i komérkach Kupffera pozyskanych z myszy Nrf2€9*C  zrodzito sie wiec pytanie 0
udzial monocytow i makrofagéw w nasileniu miazdzycowego fenotypu w naszym modelu.
Przeprowadzili$my zatem eksperyment z udzialem myszy z nokautem transkrypcyjnym Nrf2 w

2LythKO

komorkach z ekspresja lizozymu M (Nrf ), tj. monocytach i makrofagach. W tym

) LysMtKO aich

wypadku, rozmiar blaszek miazdzycowych byt poréwnywalny migdzy myszami Nr
kontrolami  (Nrf2"™/y " Moze to wskazywa¢ na wigkszy udzial $rodblonkowej, a nie
monocytarnej i makrofagowej, aktywnos$ci Nrf2 dla wzrostu blaszek miazdzycowych.

Nastepnie podjelismy probe identyfikacji molekularnych mechanizmow zaangazowanych
W bardziej zaawansowany fenotyp miazdzycowy u myszy Nrf2€9*C  przeprowadzilismy

sekwencjonowanie transkryptomu na poziomie pojedynczej komorki (SCRNA-seq) z materiatu

ﬁth5tKO 2f|ox/f|ox.

wyizolowanego z aort kontrolnych i miazdzycowych myszy Nr oraz Nrf
Zidentyfikowalismy w ten sposob 12 populacji obejmujacych wigkszos¢ komorek $ciany aorty.
Zmiany transkryptomu w miazdzycy (poréwnanie: aorty miazdzycowe Nrf2 /% ys kontrolne
Nrf21%/1)  7wiagzane byly z aktywacja przydanki oraz wzmozona sygnalizacja miedzy
komorkami $rodblonka, fibroblastami i miofibroblastami. To w pewnym sensie potwierdza
wczesniejsze doniesienia o roli przydanki jako warstwy najwczesniej reagujacej na Stres i
uszkodzenia. Co wigcej, kluczowa rola przydanki w miazdzycy sprowadza si¢ do zwigkszonej
proliferacji, produkcji biatek macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM), prozapalnych cytokin,
chemokin, czagsteczek adhezyjnych, MMP, TIMP i czynnikéw wzrostu. Zaangazowane sg w to
gtownie fibroblasty i miofibroblasty, ktore w naszych badaniach wykazaty zmiany w takich
$ciezkach sygnatowych, jak regulacja migracji i proliferacji komorek, angiogeneza, gojenie ran,

organizacja ECM.



Liczne badania udokumentowaly zwigzany z wiekiem spadek ekspresji i1 aktywnosci
Nrf2, co moze sugerowac jego rolg w powodowaniu dysfunkcji i starzenia si¢ komorek. Analiza
danych transkryptomicznych dla $rodblonkow zwierzat Nrf2C9"™C oraz Nrf2M°1°% \ warunkach
podstawowych wykazata zmiany ekspresji genéw zwigzanych z fatldowaniem biatek, procesami
apoptotycznymi, organizacja cytoszkieletu aktynowego i regulacjg cyklu komérkowego. Moze to
wskazywaé na zatrzymanie cyklu komoérkowego lub uruchomienie mechanizméw zwigzanych ze
$miercig komorkowa w $rodbtonkach z aort myszy Nrf2CatKO Nie zaobserwowalismy jednak
zmian w ekspresji gendow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, co spowodowane moze by¢
tym, ze probki te pochodzity z myszy Nrf2C9MtKO nie eksponowanych na stres, podczas gdy
aktywno$¢ Nrf2 zalezy w gtownej mierze od warunkow stresowych.

Kolejnym etapem byta analiza transktyptomu komorek $rodblonka myszy Nrf2Cdmstko
eksponowanych na czynniki proaterogenne. Niedostateczna aktywnos¢ Nrf2 w $rodbtonku w
miazdzycy wplynela na ekspresje gendéw 0 proaterogennej aktywno$ci zaangazowanych w
odpowiedz na naprezenia Scinajgce, wigzanie do ognisk adhezyjnych, transmigracje leukocytow
przez $rodblonek, endocytoze, aktywacje ptytek krwi. Ponadto, w miazdzycowych srodbtonkach
myszy Nrf2Cdnstko
szlaki sygnatowe, takie jak TNF, NF-kappa B, Rapl, HIF-1. Podkresla to kluczowa role Nrf2 w

zaobserwowaliSmy wzrost ekspresji genow zaangazowanych w prozapalne

modulowaniu stanu zapalnego, ktory w istotny sposob przyczynia si¢ do r0zZwoju i niestabilno$ci
blaszki miazdzycowe;.

Komunikacja migdzykomorkowa jest kluczowa dla utrzymania homeostazy w obrebie
Sciany aorty, a wszelkie zaburzenia mogg prowadzi¢ do rozwoju blaszki miazdzycowej przez
wplyw na fenotyp komorek, migracje, proliferacje, odpowiedZ prozapalng i organizacje ECM.
Analiza CellChat dla aort z miazdzycowych myszy Nrf2CatO j Nrf2flo¥fox i vicazata spadek
sygnalizacji miedzy komorkami srodbtonka, fibroblastami i miofibroblastami. Co wigcej, nasza
analiza ujawnita znaczace zmiany oddzialywan ligand-receptor dla komoérek $rodbtonka,
monocytow i makrofagow w warunkach miazdzycowych, takie jak podwyzszenie ekspresji
VCAMI-(ITGA4+ITGB1) i SELPG-SELP, co moze promowac infiltracjc komorek
prozapalnych w aortach Nrf2°“"*©_ 7 kolei obnizenie interakcji pomiedzy THBS1-CDA7 i
THBS1-CD36 moze powodowac¢ zmniejszenie produkcji NO i hamowac¢ angiogeneze.

Jak wcze$niej wspomniano, ponad 50% komorek uktadu odpornosciowego u myszy

Nrf2°9"tKO moglo utraci¢ aktywnosé transkrypcyjna Nrf2. Postanowilismy wykorzystaé ten fakt i



odpowiedzie¢ na pytanie jak czeSciowa utrata aktywnosci Nrf2 w fagocytach jednojadrzastych
bedzie wptywac na ich fenotyp w warunkach miazdzycowych. W oparciu o wyniki naszej analizy
scRNA-seq w mysich aortach wyodrebniliSmy az 9 podtypéw komodrek w obrgbie populacji
fagocytow jednojadrzastych. Do dalszych analiz wybraliSmy trzy najbardziej liczne
subpopulacje, ktorych rola w miazdzycy jest dobrze udokumentowana — makrofagi tkankowe
Lyve+, makrofagi prozapalne oraz monocyty.

Poréwnanie tych miazdzycowych subpopulacji pozwolito wykaza¢, ze monocyty
pozbawione aktywnosci Nrf2 posiadaja wyzszg ekspresj¢ chemoatraktantow, niektorych
metaloproteinaz, ale jednocze$nie takze inhibitorow metaloproteinaz, co moze wskazywac¢ na
role Nrf2 w remodelingu ECM 1 infiltracji monocytow. Zmiany w obrgbie makrofagow
tkankowych Lyvel+ z obnizong aktywnoscia Nrf2 wykazaly, ze szlak RIG-I jest silnie
indukowany. RIG-I aktywuje IRF i NF-xB, indukujac geny stymulowane interferonem (ISG) i
cytokiny prozapalne, czesto regulowane przez Nrf2. WykazaliSmy ponadto, ze miazdzycowe

makrofagi tkankowe Lyvel+ z myszy Nrf2C0mso

wykazuja obnizong ekspresj¢ genu
ferroportyny Slc40al, co moze sprzyja¢ programowanej smierci tych komorek w drodze
ferroptozy.

Prozapalne makrofagi, bedace gtéwna populacja wywolujacag stan zapalny i indukujaca
progresje blaszki miazdzycowej, Uwaza si¢ za komodrki niedzielace si¢. Dlatego znaczace zmiany
ekspresji genow w szlaku replikacji DNA w prozapalnych makrofagach miazdzycowych
Nrf2CInstKo bylo do$¢ nietypowa obserwacja. Podwyzszona ekspresja gendéw Atr i Apexl,
sugeruje stres oksydacyjny i uszkodzenia DNA zwigzane z niedoborem Nrf2. Ponadto, w
prozapalnych makrofagach miazdzycowych Nrf2Canstko, zaobserwowalismy podwyzszong
ekspresje genow rodziny CLR, zaangazowanych w rozpoznawanie lipidow 1 endocytoze.
Dodatkowo, geny zwigzane z autofagia i ferroptoza byly ekpresjonowane na nizszym poziomie.
Zatem, niedobor Nrf2 w miazdzycowych prozapalnych makrofagach zmienia ekspresj¢ genow
zwigzanych z replikacja 1 naprawg DNA, rozpoznawaniem lipidéw oraz szlakami $mierci
komorkowej, wptywajac na ich aktywacje, zdolnos¢ do fagocytozy i przezywalno$c.

Starzenie si¢ komorek, zwlaszcza komorek §rodbtonka, jest uwazane za istotny czynnik
przyczyniajacy si¢ do miazdzycy i choréb sercowo-naczyniowych. Komorki starzejace sig
gromadza si¢ z wiekiem 1 w chorobach zwigzanych z wiekiem, w wyniku stresu oksydacyjnego,

czgsto bedacego efektem obnizonej aktywnosci Nrf2. W ramach prowadzonych badan



opracowaliSmy model komorek s$rodbtonka aorty ludzkiej (HAEC) poddanych stresowi
oksydacyjnemu (traktowanie H,O,) w warunkach in vitro. Za pomoca szeregu biochemicznych i
molekularnych markerow starzenia potwierdzilismy ich senescentny fenotyp. Analiza profilu
proteomicznego senescentnych HAEC wykazata, ze biatka 0 zmienionej ekspresji zwigzane sg ze
szlakiem p53, szlakami replikacji DNA, metabolizmem, interakcja ECM-receptor i adhezjg
komorkowa wskazujaC na utrate homeostazy oksydacyjnej, funkcji §rodbtonka i zatrzymanie
cyklu komorkowego.

Fenotyp wydzielniczy komorek senescentnych (SASP) to nieodiaczny element starzenia.
Postanowili§my szerzej zbada¢ parakrynny wptyw SASP na inne komorki wystepujace w $cianie
aorty, a mianowicie fibroblasty, bedace dominujaca populacja w obrebie przydanki. Analiza
proteomiczna ludzkich fibroblastow uzyskanych z przydanki (hAdv) hodowanych w obecnosci
pozywki znad senescentnych HAEC pokazata zmiany w poziomie biatek zwigzanych z mitofagia
i ferroptoza, a takze z wychwytem i metabolizmem lipidow.

Co ciekawe, biatkiem o najbardziej zmienionej ekspresji w senescentnych HAEC okazat
si¢ czynnik wzrostu 1 roznicowania-15 (GDF-15) - cytokina wydzielnicza, ktora jest
biomarkerem chor6b sercowo-naczyniowych. Bioragc pod uwage wczesniejsze doniesienia na
temat istotnej roli przydanki w chorobach naczyniowych, potraktowali§my komoérki hAdv
rekombinowanym GDF-15. StwierdziliSmy, ze ten wazny sktadnik SASP, podobnie jak pozywka
znad senescentnych HAEC, wptywa na niektore Kluczowe elementy zwigzane z ferroptoza w
komorkach hAdv. Stymulacja hAdv GDF-15 nie miata wptywu na indukowang erastyng $mierc¢
komorek. Jednakze GDF-15 znaczgco zmniejszal indukowany erastyng poziom reaktywnych
form tlenu i peroksydacje lipidow w warunkach podstawowych, co sugeruje, ze GDF-15 moze
aktywowa¢ mechanizmy antyoksydacyjne w fibroblastach przydanki. Z drugiej strony,
wyciszenie endogennego GDF-15 w hAdv zmniejszato peroksydacje lipidow i1 poprawiato
przezywalno$¢ komorek w obecnos$ci erastyny.

Doniesienia na temat roli GDF-15 w biologii naczyniowej sa niejednokrotnie sprzeczne,
co prowadzi do wniosku, ze rola wspomnianej cytokiny jest skomplikowana 1 zalezy od
konkretnego typu komorki, stadium choroby i mikrosrodowiska tkanki. Do tej pory, biologiczne
efekty GDF-15 byty badane gtownie przy uzyciu modeli 2D, ktore oferuja znacznie mniej
doktadne odwzorowanie warunkéw fizjologicznych w poréwnaniu z modelami 3D.

Opracowalismy zatem trojwymiarowy model odwzorowujacy mikrosrodowisko przydanki i



zbadalismy role GDF-15 w aktywacji fibroblastéw i w odpowiedzi angiogennej komorek
srodbtonka. Zaobserwowalismy, ze GDF-15 razem z czynnikiem wzrostu $rédbtonka naczyn
(VEGF), ale nie osobno, wzmaga potencjal angiogenny komorek $srédbtonka. Co ciekawe, ko-
hodowla komorek érodblonka z hAdv pre-stymulowanymi GDF-15 wykazywala odwrotng
tendencj¢ — potencjat agiogenny byt obnizony. Dodatkowo, w hodowli 3D komoérki hAdv po
stymulacji GDF-15 miaty zmieniong morfologi¢ wskazujaca na nizsza aktywnos$¢, a ekspresja
gendéw zwigzanych aktywacja do miofibroblastow byta obnizona.

Podsumowujac, niniejsza praca dostarcza nowych informacji na temat roli czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 w rozwoju miazdzycy, homeostazie §ciany naczyniowej i
oddzialywaniach miedzykomoérkowych. Ponadto, zawarte w pracy wyniki dostarczaja nowych
informacji nt. roli zwigzanego z senescencja bialka GDF-15 na komorki przydanki naczyn.
Wplyw tych dwoch czynnikdéw na $ciang naczyniowa wydaje si¢ w duzym stopniu zaleze¢ od
typu komoérek, co nalezy wzigé pod uwage przy opracowywaniu bardziej skutecznych i

ukierunkowanych terapii.



