STRESZCZENIE

Niewydolnos$¢ serca (NS), jest schorzeniem o ztym rokowaniu oraz stanowi jedno z wigkszych
wyzwan, zaroOwno zdrowotnych, jak i spoteczno-ekonomicznych, jakie stoja przed wspotczesna
cywilizacja. Istotnym elementem patofizjologii tej choroby sg zaburzenia strukturalne na poziomie
komorkowym oraz makroskopowym zachodzace zaréwno migs$niu sercowym jak i w mig$niach
szkieletowych. Skutkujg one niezdolno$cig do poprawnego funkcjonowania mig¢$nia sercowego
jako pompy a takze swoistej miopatii szkieletowej prowadzacej do powaznej nietolerancji
wysitku. W obliczu wysokiej chorobowosci na NS, szczegolne znaczenie majg badania dotyczace
nowych, celowanych terapii ukierunkowanych na poprawe jakosci zycia 1 zmniejszenie
kardynalnych objawow tej choroby.

Zelazo, bedac kofaktorem licznych bialek oraz enzymoéw, jest zaangazowane w wiele
niezbednych dla przezycia proceséw komorkowych takich jak metabolizm energetyczny, obrona
antyoksydacyjna czy transport i magazynowanie tlenu. W zwigzku z tym, zaréwno nadmiar jak i
niedobor zelaza (ID, ang. iron deficiency) prowadza do zaburzen strukturalnych oraz
funkcjonalnych w r6znych typach komorek. Co istotne, optymalny poziom dostepnosci zelaza jest
szczegllnie krytyczny dla poprawnego funkcjonowania komoérek o wysokim zapotrzebowaniu
energetycznym, w tym w szczegolnosci dla budujacych migsien sercowy kardiomiocytow oraz
miocytow budujacych migsnie szkieletowe. Dane kliniczne wykazuja, ze wspotwystepowanie 1D
u pacjentow z NS jest bardzo czeste 1 wigze si¢ z zaburzong funkcja migsnia sercowego,
zwiekszong meczliwo$cig migsni szkieletowych oraz pogorszong tolerancjg wysitku, niezaleznie
od wspdtistniejgcej niedokrwistosci. Dodatkowo wykazano, ze dozylna suplementacja zelazem
pacjentdow z NS 1 wspotistniejacym ID skutkuje poprawa zaréwno objawdw, jak 1 wydolnosci
wysitkowej. Jednakze mechanizmy stojace zardwno za szkodliwym wplywem ID jak i korzystnym

efektem suplementacji zelazem u chorych pozostaja w duzej mierze niejasne.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie wplywu zar6wno ograniczonego,
jak 1 zwigkszonego dostgpu miocytéw szkieletowych do Zelaza na ich morfologie, strukturg oraz
ekspresje gendw zaangazowanych w proces atrofii migsniowej w warunkach hipoksji imitujacych
niedotlenienie wystepujace w patofizjologii NS. Ponadto celem niniejszej rozprawy bylo opisanie

patologicznych zmian strukturalnych oraz funkcjonalnych zachodzacych w mig¢$niu sercowym w



warunkach niedoboru zelaza w oparciu o dane kliniczne i modele eksperymentalne, a takze

omoéwienie potencjalnych patomechanizméw stojacych za nimi.

W publikacji oryginalnej ,,Iron limitation promotes the atrophy of skeletal myocytes,
whereas iron supplementation prevents this process in the hypoxic conditions” (Int J Mol
Med. 2018 May;41(5):2678-2686) badania wykonano in vitro na modelu szczurzych miocytow
szkieletowych (L6G8CS), ktére hodowano przez 48 godzin: 1) w warunkach normoksji badz 2) w
warunkach hipoksji, przy zredukowanym, optymalnym lub zwiekszonym stezeniu zelaza w
srodowisku hodowlanym. Analizie poddano poziom wewnatrzkomorkowego stezenia zelaza oraz
oceniono morfologi¢ komorek. Ponadto zmierzono ekspresje specyficznych markeréw atrofii
miesniowej (Atrogina-1 oraz MuRFI), genu zwigzanego z réwnowagg pomigdzy atrofig a
hipertrofig (SMAD4), a takze budujacej filamenty posrednie typu III w miocytach szkieletowych
desminy, zarowno na poziomie mRNA (RT-qPCR), jak i biatka (Western Blotting oraz
znakowanie immunocytochemiczne). Komorki hodowane w warunkach niedoboru zelaza
charakteryzowaly si¢ zmieniona, atroficzng morfologia a takze znaczaco podwyzszonym
poziomem ekspresji markerow atrofii migsniowe] (Atrogina-1 oraz MuRFI) zarbwno w
warunkach normoksji jak 1 hipoksji (wszystkie P<0.05), wskazujac na aktywacje szlaku
ubikwitynowo-proteasomowego zwigzanego z degradacja bialek podczas atrofii mig$niowe;.
Obnizona dostepnos¢ zelaza polaczona z warunkami niedotlenienia spowodowala réwniez spadek
ekspresji SMAD4 (P<0.001), sugerujac zmiany w homeostazie komoérek prowadzace do atrofii.
Miocyty szkieletowe wystawione na zwiekszone stezenie zelaza podczas hipoksji wykazywaty si¢
odwrotna tendencja prowadzaca do obnizonej ekspresji obu markerow atrofii (wszystkie P<0.05).
Poziom ekspresji desminy byt zwiekszony w przypadku zaro6wno zwigkszonego jak i
zmniejszonego stezenia zelaza, jednakze jej nadekspresja byta najwigksza w przypadku taczonych
warunkéw niedoboru zelaza z hipoksjg (wszystkie P<0.05). Co wigcej, zwigkszona ekspresja
Atroginy-1 oraz MuRF'1 w warunkach hipoksji byla zwigzana ze zwigkszong ekspresja receptora
transferyny 1, odzwierciedlajagcego zwickszone zapotrzebowanie komorek na zZelazo
(odpowiednio R=0.76, P<0.01 oraz R=0.86, P<0.01). Podsumowujac, w pracy wykazano, iz
potaczone warunki hipoksji oraz niedoboru zelaza miaty najbardziej szkodliwy wplyw na miocyty
szkieletowe, co ukazane zostalo poprzez atroficzne zmiany w morfologii komorek,

maladaptacyjng przebudowe strukturalng komorek oraz zwigkszong ekspresje markerow atrofii



migsniowej. Co wiecej, suplementacja miocytow szkieletowych in vitro zdaje si¢ posiada¢ pewne

protekcyjne w konteks$cie powyzszych zmian.

W pracy przegladowej ,,Structural and functional abnormalities in iron-depleted heart”
(Heart Fail Rev. 2019 Mar;24(2):269-277) opisano zaburzenia strukturalne oraz funkcjonalne
zachodzace w mig$niu sercowym w warunkach niedoboru zelaza. W oparciu o dane kliniczne a
takze modele eksperymentalne szczegblowo opisano patologiczne zmiany zachodzace
na poziomie molekularnym, komorkowym, tkankowym oraz calego mig$nia sercowego.
Co wiecej, krytycznie przeanalizowano dane pochodzace =ze zwierzgcych modeli
eksperymentalnych odzwierciedlajacych zaréwno systemowy niedobdr zelaza jak i lokalny
niedobor zelaza specyficzny wylacznie dla migsnia sercowego. Analiza dostepnych danych
pozwolila na stwierdzenie, ze niedobor zelaza wywotuje negatywne zmiany strukturalne oraz
funkcjonalne niezaleznie od systemowego niedoboru Zelaza lub/i niedokrwistosci. Dodatkowo
podkreslono korzystny wpltyw suplementacji zelazem zarowno u pacjentow z NS jak
i w oméwionych eksperymentalnych modelach niedoboru zelaza, gdzie powodowata ona
poprawienie funkcjonowania mig$nia sercowego oraz lagodzita niekorzystny fenotyp wywolany

niedoborem zelaza.

Wyniki niniejszej pracy przyczynily si¢ w rozwoju wiedzy na temat wplywu dostgpnosci
zelaza na morfologie, strukture oraz ekspresje markerow atrofii mig¢$niowej w miocytach
szkieletowych w warunkach niedotlenienia. Dodatkowo, niniejsza rozprawa w oparciu o
opublikowane badania kliniczne oraz zaawansowane modele eksperymentalne ukazuje rowniez
szereg dowodow na niekorzystny wpltyw niedoboru zelaza na funkcjonowanie oraz strukture
migs$nia sercowego. Co, wigce] rozprawa po raz pierwszy podsumowuje, ze niekorzystne
zaburzenia w obrebie mig$nia sercowego narazonego na niedobdr zelaza, zachodzg niezaleznie
wspotistnienia systemowego ID oraz niedokrwistosci. Wyniki niniejszej pracy stanowia
merytoryczne uzasadnienie niekorzystnego efektu ID u chorych z niewydolnoscig serca a takze

korzysci ze stosowania u nich dozylnej terapii suplementacji zelazem



SUMMARY

Heart failure (HF) is a disease with poor prognosis and remains one of the major health and
socioeconomic challenges facing modern civilization. Structural abnormalities, which occurs at
the cellular and macroscopic level of both myocardium and skeletal muscle, are important features
of HF pathophysiology. The ongoing muscle remodeling results in the inability of the heart to
function properly as a pump, as well as results in development of specific skeletal myopathy, which
leads to severe exercise intolerance. Thus, in the face of high prevalence of HF, research on the
novel targeted therapies aimed at the improvement of quality of life and reduction of cardinal
symptoms of this disease is of particular importance.

Iron, as a cofactor of numerous proteins and enzymes, is involved in distinct cellular processes
such as energy metabolism, antioxidant defense, and oxygen transport and storage, which are
critical for cell survival. Therefore, both iron deficiency (ID) and iron excess leads to structural
and functional abnormalities in various cell types. Importantly, the optimal level of iron
availability is critical for the optimal functioning of cells with high-energy demands, especially in
cardiomyocytes and skeletal myocytes. Clinical trials show that the co-occurrence of ID in HF
patients is very frequent and is associated with impaired cardiac function as well as increased
skeletal muscle fatigue and exercise intolerance, independently of the presence of anaemia.
Moreover, it has been shown that intravenous iron supplementation in patients with HF and
concomitant ID results in an improvement in both cardiac symptoms and exercise capacity.
However, the pathomechanisms standing behind both the detrimental effects of ID and the
phenomena of beneficial effects of iron supplementation in HF patients remains largely unclear.

The aim of this study was to investigate the influence of both limited and increased iron
availability on the: i) morphologys; ii) structure; and iii) expression of key protein markers involved
in the muscle atrophy process in skeletal myocytes cultured in hypoxia conditions that mimic the
low oxygen availability in skeletal muscles occurring in the course of HF. In addition, the purpose
of this doctoral thesis was to discuss the structural and functional abnormalities occurring in the
iron-depleted cardiac muscle, based on clinical data and novel experimental models of systemic
and cardiac-specific ID.

The experiments presented in publication "Iron limitation promotes the atrophy
of skeletal myocytes, whereas iron supplementation prevents this process in the hypoxic

conditions” (Int J Mol Med. 2018 May;41(5):2678-2686) were performed on the in vitro model



of rat skeletal myocytes (L6G8CS5) cultured for 48 hours in normoxia or hypoxia at optimal,
reduced or increased iron concentrations. The level of intracellular iron concentration was
analysed, and the cell morphology was assessed. Moreover, the expression of muscle specific
atrophy markers [Atroginl and muscle-specific RING-finger 1 (MuRF1)], a gene associated with
the atrophy/hypertrophy balance [mothers against decapentaplegic homolog 4 (SMAD4)] and a
muscle class-III intermediate filament protein (Desmin) was measured at the mRNA (RT-qPCR)
and protein level (Western Blotting and immunocytochemical staining).
Cells cultured under iron-deficient conditions exhibited atrophic morphology as well
as significantly increased expression of muscle Atrogin-I and MuRF1 both in normoxia and
hypoxia (all P<0.05), which indicated activation of the ubiquitin proteasome pathway associated
with protein degradation during muscle atrophy. Reduced iron availability combined with hypoxia
also caused a decrease in SMAD4 expression (P<0.001), suggesting changes in cell homeostasis
leading to atrophy. Conversely, skeletal myocytes exposed to increased iron availability during
hypoxia showed an opposite effect on the expression of both atrophy markers (A#rogin-1 and
MuRFI; both P<0.05). Desmin upregulation was observed in cells subjected to both increased and
reduced iron availability, however the greatest augmentation occurred when iron depletion was
combined with hypoxia (all P<0.05). Furthermore, a significant relationship between increased
expression of muscle atrophy markers (4¢rogin-1 and MuRFI) and increased expression of the
transferrin receptor 1 was observed under hypoxic conditions, reflecting its association with
intracellular iron demand (R =0.76, P <0.01 and R = 0.86, P <0.01, respectively).
This study showed that the combined conditions of hypoxia and ID had the most detrimental
effects on skeletal myocytes, which was demonstrated by atrophic changes in cell morphology,
maladaptive structural remodeling and increased expression of muscle atrophy markers.
In contrast, iron supplementation in in vitro conditions acted in a protective manner on these cells.
The review “Structural and functional abnormalities in iron-depleted heart” (Heart
Fail Rev. 2019 Mar;24(2):269-277) describes structural and functional changes occurring in the
iron-deficient myocardium. Based on data from clinical trials as well as on experimental models,
this review describes the pathological changes occurring within the myocardium at the molecular,
cellular and macroscopic level. Furthermore, data from animal experimental models reflecting
both systemic and cardiac-specific ID were thoroughly analysed, leading to the conclusion that ID

induces detrimental structural and functional changes irrespective of systemic ID and anaemia. In



addition, the beneficial effects of iron supplementation in patients with HF and concomitant ID as
well as in aforementioned experimental ID models were specified, where it improved myocardial
function and alleviated the adverse phenotype caused by iron deficiency.

The results of this work have significantly contributed to the expansion of knowledge on
the impact of iron availability on morphology, structure and expression of muscle atrophy markers
in skeletal myocytes under normoxic and hypoxic conditions. In addition, the present doctoral
thesis, based on published clinical studies and advanced experimental models, also shows a range
of evidence for the detrimental effects of ID on myocardial function and structure. Moreover, this
dissertation strongly suggests that the iron-depletion-induced abnormalities within the
myocardium occur independently of systemic ID and anaemia. Finally, the results of this study
provide substantive justification for using intravenous iron supplementation therapy in patients

with HF.



