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1. Wykaz zastosowanych skrotow

2D STE

aTG
aTPO

cIMT

DT
ELISA

Emed’

fT3

fT4
GLS
HbALc
HT
IL-27
IQR
IVRT
LS
NAMPT

PBEF-1
RWT
SD
TAPSE

TDI
TSH
TiDM
T2DM

echokardiograficzna technika §ledzenia markeréw akustycznych obrazéw
dwuwymiarowych (ang. two-dimensional speckle tracking echocardiography)

przeciwciata przeciw tyreoglobulinie (ang. anti-thyroglobulin antibody)

przeciwciata  przeciw  peroksydazie tarczycowej (ang.  anti-thyroid
peroxidase antibody)

grubos¢ kompleksu btony wewnetrznej 1 sSrodkowej tgtnicy szyjnej wspolnej (ang.
carotid intima-media thickness)
czas deceleracji (ang. deceleration time)

test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

predkos¢ wezesnorozkurczowa przysrodkowej czgsci pier§cienia mitralnego (ang.
early diastolic velocity of the septal mitral annulus)

wolna trijodotyronina (ang. free triiodothyronine)

wolna tyroksyna (ang. free thyroxine)

globalne odksztalcenie podtuzne (ang. global longitudinal strain)
hemoglobina glikowana (ang. glycated hemoglobin)

zapalenie tarczycy Hashimoto (ang. Hashimoto's thyroiditis)

interleukina 27 (ang. interleukin 27)

zakres migdzykwartylowy (ang. interquartile range)

czas rozkurczu izowolumetrycznego (ang. izovolumetric relaxation time)
odksztatcenie podtuzne (ang. longitudinal strain)

fosforybozylotransferaza nikotynamidu (ang. nicotinamide
phosphoribosyltransferase)

czynnik stymulujacy koloni¢ pre-B-1 (ang. pre-B colony enhancing factor-1)
wzgledna grubo$¢ $cian lewej komory (ang. the relative wall thickness)
odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

skurczowy ruch pierscienia tréjdzielnego (ang. tricuspid annular plane systolic
excursion)

tkankowa echokardiografia dopplerowska (ang. tissue doppler imaging)
hormon tyreotropowy (ang. thyroid-stimulating hormone)
cukrzyca typu 1 (ang. type 1 diabetes mellitus)

cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabetes mellitus)



2. Streszczenie w jezyku polskim
Cukrzyca typu 1 (T1DM) jest choroba o podiozu autoimmunologicznym

zwigzang z wieloma powiktaniami, sposrod ktorych za najwicksze wyzwanie w praktyce
klinicznej uznawane sg powiklania sercowo-naczyniowe. Uwaza si¢, ze wspotistnienie
innych zaburzen autoimmunizacyjnych towarzyszacych T1DM, gdzie najczestszym jest
choroba Hashimoto (HT), zwigksza ryzyko sercowo-naczyniowe. Pomimo wielu badan
potwierdzajacych negatywny wplyw juz subklinicznej niedoczynno$ci tarczycy na
rozwo6j miazdzycy i1 dysfunkcji serca, dane dotyczace chorych w stanie eutyreozy sg
ograniczone. Uwzgledniwszy, szczegdlnie wysokie ryzyko sercowo-naczyniowe,
obserwowane u kobiet z TLDM oraz podejrzewany udziat czynnikow immunologicznych
w ich patogenezie, zaplanowano seri¢ badan wchodzacych w sktad niniejszej rozprawy
doktorskiej. Jej celem byta analiza zaleznosci pomiedzy autoimmunizacjg tarczycy
w przebiegu HT oraz nowymi markerami aktywnosci immunologicznej, takimi jak
sirtuina 1, interleukina 27 (IL-27) oraz wisfatyna a obecnos$cig subklinicznej miazdzycy
lub dysfunkcji serca u mtodych, bezobjawowych kobiet z TLDM w stanie eutyreozy.

Prace nr 1 1 2 majg charakter pogladowy oraz stanowig wstep i uzasadnienie badan
zaprezentowanych w pracach oryginalnych. W pierwszej z nich oméwiono dotychczas
poznane mechanizmy molekularne, bioragce udzial w rozwoju niewydolnosci
serca, roznigce si¢ z zaleznosci od typu cukrzycy oraz wynikajace z nich nowe implikacje
terapeutyczne. W pracy drugiej uporzadkowano doniesienia badawcze sugerujace wazny
udzial autoimmunizacji w rozwoju powiktan cukrzycowych. Z analizy literatury wynika,
ze podtoze patogenetyczne dysfunkcji serca w cukrzycy, zwitaszcza u chorych z TIDM,
nadal nie jest wystarczajaco dobrze poznane, a postulowany udzial w nim czynnikow
immunologicznych wymaga potwierdzenia.

W pracy nr 3 przedstawiono analize¢ zaleznosci pomiedzy obecnoscig
autoimmunizacji tarczycy w przebiegu HT, a gruboscia kompleksu btony wewnetrzne;j
i sSrodkowej tetnicy szyjnej wspolnej (cIMT) u miodych kobiet z TIDM. Populacje
badang stanowity 102 kobiety, w tym 72 z T1DM ($rednia wieku + odchylenie
standardowe, 26.26 + 4.86) i 30 zdrowych kobiet, tworzace grupe kontrolng. Wykazano,
ze pomimo eutyreozy, grubos¢ cIMT byta istotnie wigksza u chorych z TLDM i dodatnim
mianem przeciwcial aTPO (T1DM aTPO+) (0.66+0.10 mm) niz w grupie chorych
z T1DM bez HT (T1DM aTPO-) (0.59+0.11 mm) lub w grupie kontrolnej (0.58+0.10
mm) (odpowiednio p=0.007, p=0.001). Analiza statystyczna wykazata, ze nie tylko
obecno$¢ aTPO (p=0.005, r=0.273), ale takze: czas ekspozycji na nie (p=0.00015,
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r=0.367), nasilenie HT wyrazone dawka przyjmowanej lewotyroksyny (p=0.006,
r=0.269), obraz ultrasonograficzny tarczycy sugerujacy HT (p=0.004, r=0.281), stezenie
fT3 (p=0.014, r=-0.243), stosunek fT3/fT4 (p=0.042, r=-0.201) oraz dodatni wywiad
rodzinny w kierunku HT (OR: 3.909, 95%CI. 1.014 -15.071, p=0.045) majg istotny
zwigzek z rozwojem subklinicznej miazdzycy w badanej grupie.

Celem pracy nr 4 bylo sprawdzenie, czy autoimmunizacja tarczycy w przebiegu
HT ma zwigzek z obnizeniem regionalnego i/lub globalnego odksztatcenia lewej komory
(GLS, ang. global longitudinal strain) u miodych, bezobjawowych kobiet z T1DM.
Do badania wlaczono tacznie 88 miodych kobiet (59 z TIDM i 29 z grupy kontrolnej)
I ukazdej wykonano echokardiografie standardowa, tkankowa echokardiografi¢
dopplerowska (TDI, ang. tissue doppler imaging) oraz ocen¢ przy uzyciu techniki
Sledzenia markeréw akustycznych obrazow dwuwymiarowych (2D STE, ang. two-
dimensional speckle tracking echocardiography). Wykazano, ze GLS byto nieznacznie
mniejsze w grupie TIDM aTPO+ (mediana i zakres migdzykwartylowy (IQR) GLS
wynosity: -17.1 (-16.20 — -18.15)) w poréwnaniu z grupg T1DM aTPO- (mediana i IQR
GLS wynosity: -18.3 (-17.4 — -19.6)) oraz istotnie mniejsze w poréwnaniu z grupa
kontrolng (mediana i IQR GLS wynosity: -18.5 (-17.1 — -20.0)) (odpowiednio p=0.051,
p=0.015). Mimo ze nizsze warto$ci odksztatcenia podtuznego lewej komory stwierdzono
w wigkszo$ci segmentow w grupie T1DM aTPO+ w poréwnaniu z TIDM aTPO- i grupa
kontrolna, istotne statystycznie roznice stwierdzono jedynie w projekcji dwujamowe;j
(szczegolnie w segmentach przednich) pomiedzy grupami T1DM aTPO+ 1 T1DM aTPO-
(p=0.030) oraz w projekcji czterojamowej (szczegdlnie w segmentach przednio-
bocznych) pomiedzy grupami T1DM aTPO+, a kontrolng (p=0.021). Analizy regres;ji
logistycznych wykazaly, ze dtuzszy czas trwania HT (OR: 0.997, 95%CI: 0.995-0.999,
p=0.008), wyzsze dawki lewotyroksyny (OR: 0.814, 95%CI: 0.689-0.960, p=0.013) oraz
obnizona echogeniczno$¢ w badaniu ultrasonograficznym tarczycy (OR: 0.309, 95%CI:
0.120-0.793, p=0.013) bytly istotnie zwigzane z redukcja GLS.

Praca nr 5 przedstawia wyniki badania pilotazowgo, ktére mialo na celu oceng
stezenia sirtuiny 1, wisfatyny i interleukiny 27 (IL-27) w surowicy krwi mtodych,
bezobjawowych kobiet z TIDM, w odniesieniu do wybranych parametréw uktadu
sercowo-naczyniowego i wspotwystepowania HT. Badanie przeprowadzono w oparciu
0 hipotezg, ze utrata kardioprotekcji, obserwowana u kobiet z cukrzyca w okresie
przedmenopauzalnym, moze wynika¢ z interakcji pomiedzy czynnikami

epigenetycznymi, metabolicznymi i immunologicznymi. Do badania wtaczono 50 kobiet
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w stanie eutyreozy z TIDM (28 z HT i 22 bez chordob wspdtistniejacych) oraz 30 kobiet
z grupy kontrolnej. Stezenie sirtuiny 1, wisfatyny i IL-27 w surowicy oceniano za pomocag
testu ELISA. Pomimo braku istotnych réznic w stezeniach sirtuiny 1, IL-27 i wisfatyny
W surowicy krwi pomiedzy grupami, uzyskane wyniki wykazaty, ze u kobiet z TIDM
I HT stezenia sirtuiny 1 i IL-27 s3 istotnie dodatnio skorelowane ze sobg (r = 0.445, p =
0.018), z objetoscia tarczycy (odpowiednio: r = 0.511, p = 0.005; r = 0.482, p = 0.009)
oraz ze wzgledna gruboscig Sciany lewej komory (RWT) (odpowiednio: r = -0.451, p =
0.016; r = -0.387, p = 0.041), co moze sugerowac ich udzial w przebudowie serca
I tarczycy u kobiet z TIDM i1 HT. Zaleznosci tych nie obserwowano w grupie kontrolnej,
ani dla wisfatyny.

Wyniki przeprowadzonych badan, ktére zaprezentowano w pracach oryginalnych
wykazaly, ze autoimmunizacja tarczycy W przebiegu HT u mtodych kobiet z TIDM
pomimo eutyreozy, moze by¢ zwigzana z subkliniczng miazdzyca oraz regionalnym
pogorszeniem funkcji skurczowej mig$nia sercowego, przy czym od samej obecnosci
przeciwcial przeciwtarczycowych wigksze znaczenie ma prawdopodobnie czas
ekspozycji na nie oraz stopien zaawansowania HT. Obecno$¢ nizszej kurczliwosci
migénia sercowego, szczegdlnie w segmentach przednich i przednio-bocznych
obserwowana u kobiet z TIDM i HT w poréwnaniu do kobiet z T1DM bez HT lub grupy
kontrolnej oznacza, ze uposledzenie funkcji tych segmentéw prawdopodobnie pojawia
si¢ we wczesnym okresie rozwoju cukrzycowej dysfunkcji serca. Wydaje si¢ wigc, ze
nieinwazyjna ocena zaréwno cIMT, jak i odksztalcenia podtuznego lewej komory
migsnia sercowego za pomoca techniki 2D STE moze dostarczy¢ cennych informacji
0 obecnosci wczesnych zmian w uktadzie sercowo-naczyniowym u bezobjawowych
kobiet z TIDM, co moze mie¢ duze znaczenie W prewencji pierwotnej w tej grupie
chorych. Ponadto wyniki badan sugeruja, ze sama obecnos$¢ przeciwcial aTPO u kobiet
z T1DM nie jest niezaleznym czynnikiem ryzyka zwigkszenia cIMT lub obnizenia GLS,
ale prawdopodobnie jedynie markerem zaburzonej rownowagi immunologicznej, ktora
z kolei odgrywa wazna rolg w patogenezie miazdzycy lub dysfunkcji serca w tej grupie
chorych. Wykazano, ze przebudowa serca i tarczycy u kobiet z TIDM i HT ma istotny
zwigzek z sirtuing 1 i IL-27. Takich zalezno$ci nie stwierdzono dla wisfatyny, jak rowniez
nie wykazano zwiagzku pomiedzy badanymi markerami, a gruboscig cIMT u kobiet
z TIDM. Konieczne sg dalsze badania, majace na celu lepsze zrozumienie interakcji
pomiedzy  czynnikiem  epigenetycznym  iimmunologicznym, w  podtozu

patogenetycznym dysfunkcji serca u kobiet z TIDM.
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3. Streszczenie w jezyku angielskim
Title: Assessment of the association of markers of immune activity with selected

cardiovascular parameters in women with type 1 diabetes mellitus and Hashimoto's

disease: findings from the publication series.

Type 1 diabetes mellitus (TIDM) is an autoimmune disease associated with
multiple complications, of which cardiovascular complications are considered to be the
most challenging in clinical practice. The coexistence of autoimmune disorders, of which
Hashimoto's disease (HT) is the most common, is thought to increase cardiovascular risk.
Despite many studies proving the negative effects of already subclinical hypothyroidism
on the cardiovascular system, data on euthyroid patients are limited. Considering the
particularly high cardiovascular risk observed in women with TIDM and the suspected
involvement of immunological factors in its pathogenesis, a series of studies were
conducted within this dissertation. The aim of the project was to analyze the relationship
between thyroid autoimmunity in the course of HT and new markers of immune activity
such as sirtuin 1, interleukin 27 (IL-27) and wisfatin and the presence of subclinical
atherosclerosis or cardiac dysfunction in young, asymptomatic, euthyroid women with
T1DM.

Articles 1 and 2 are reviews and they provide an introduction and rationale for the
research presented in the original papers. The first discussed the molecular mechanisms
involved in the development of heart failure differing according to the type of diabetes
and the new therapeutic implications arising from them. The second review organized
research reports suggesting a significant role of autoimmunity in the development of
diabetic complications. Based on the literature review, it can be concluded that the
pathogenesis of diabetic cardiac dysfunction, especially in patients with T1IDM, is still
not sufficiently understood and the postulated involvement of immune factors needs to
be confirmed.

In study 3, we present a detailed analysis between thyroid autoimmunity in the
course of HT and the intima-media thickness (cIMT) in young, asymptomatic TLDM
women. The study population consisted of 102 women, including 72 with TLIDM (mean
age =+ standard deviation, 26.26 + 4.86) and 30 age-matched healthy controls. We found
that despite euthyroidism, cIMT thickness was significantly greater in patients with
T1DM and positive aTPO antibody titers (TADM aTPO+) (0.66+£0.10 mm) than in
patients with TIDM without HT (T1DM aTPO-) (0.59+0.11 mm) or healthy controls
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(0.58+£0.10 mm) (p=0.007, p=0.001, respectively). Statistical analysis showed that not
only the presence of aTPO (p=0.005, r=0.273), but also: HT duration (p=0.00015,
r=0.367), severity of HT expressed by levothyroxine dose (p=0.006, r=0.269), ultrasound
features of HT (p=0. 004, r=0.281), fT3 concentration (p=0.014, r=-0.243), fT3/fT4 ratio
(p=0.042, r=-0.201) and a positive family history for HT (OR: 3.909, 95%ClI: 1.014 -
15.071, p=0.045) are associated with subclinical atherosclerosis.

The aim of study 4 was to investigate whether thyroid autoimmunity in course of
HT is associated with decreased regional and/or global longitudinal strain (GLS) of the
left ventricle in young, asymptomatic women with TLDM. A total of 88 young women
(59 with T1DM and 29 controls) were included in the study and each underwent standard
echocardiography and assessment using two-dimensional speckle tracking
echocardiography (2D STE). GLS was shown to be slightly lower in the TIDM aTPO+
group (median and interquartile range (IQR) of GLS were: -17.1 (-16.20 - -18.15))
compared to the TIDM aTPO- group (median and IQR of GLS were: -18.3 (-17.4 - -
19.6)) and significantly lower compared to the control group (median and IQR GLS were:
-18.5 (-17.1 - -20.0)) (p=0.051, p=0.015, respectively). Although lower values of left
ventricular longitudinal strain were found in most segments in the TLDM aTPO+ group
compared with the TLDM aTPO- and control groups, statistically significant differences
were found only in the two-chamber view (especially in the anterior segments) between
the TIDM aTPO+ and T1DM aTPO- groups (p=0.030) and in the four-chamber view
(especially in the anterolateral segments) between the TIDM aTPO+ and control groups
(p=0.021). Logistic regression analyses showed that HT duration (OR: 0.997, 95%CI:
0.995-0.999, p=0.008), levothyroxine substitution (OR: 0.814, 95%CI: 0.689-0.960,
p=0.013), and decreased echogenicity on thyroid ultrasound (OR: 0.309, 95%CI: 0.120-
0.793, p=0.013) were significantly associated with GLS reduction.

Article 5 presents the results of a pilot study that aimed to evaluate serum levels
of sirtuin 1, visfatin, and interleukin 27 (IL-27) in young, asymptomatic women with
T1DM in relation to selected cardiovascular parameters and HT comorbidity. The study
was based on the hypothesis that the loss of cardioprotection observed in premenopausal
women with diabetes may be due to interactions between epigenetic, metabolic, and
immunological factors. Fifty euthyroid women with TIDM (28 with HT and 22 without
comorbidities) and 30 control women were included in the study. Serum levels of sirtuin
1, visfatin and IL-27 were assessed by ELISA. Although there were no significant

differences in serum sirtuin 1, IL-27 and visfatin levels between groups, the results
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showed that in women with TIDM and HT, sirtuin 1 and IL-27 levels were significantly
positively correlated with each other (r = 0.445, p = 0. 018), with thyroid volume (r =
0.511, p = 0.005; r = 0.482, p = 0.009, respectively) and with relative wall thickness
(RWT) (r=-0.451, p=0.016; r = - 0.387, p = 0.041, respectively), which may suggest
their involvement in cardiac and thyroid remodeling in women with TIDM and HT. These
relationships were not observed in the control group or for visfatin.

The results of our studies, which were presented in original papers, showed that
thyroid autoimmunity in the course of HT in young, asymptomatic women with T1DM,
despite euthyroidism, may be associated with subclinical atherosclerosis and regional
myocardial contractile dysfunction, whereby the duration of HT and the stage of HT seem
to be more important than the mere occurrence of antithyroid antibodies. The presence of
lower myocardial contractility, particularly in the anterior and anterolateral segments
demonstrated in women with TIDM and HT compared with women with T1DM without
HT, or a control group indicate that functional impairments of these segments occur early
in the development of diabetic cardiac dysfunction. Thus, it appears that noninvasive
assessment of both cIMT and left ventricular longitudinal strain using the 2D-STE
technique may provide valuable information about the presence of early cardiovascular
changes in asymptomatic women with T1IDM, which may be important for primary
prevention in this group of patients. In addition, our results suggest that the mere presence
of aTPO antibodies in women with T1DM is not an independent risk factor for increased
cIMT or decreased GLS, but probably is only a marker of immune imbalance, which in
turn plays a significant role in the pathogenesis of atherosclerosis or cardiac dysfunction
in this group of patients. Cardiac and thyroid remodeling in women with T1DM and HT
has been shown to be significantly associated with sirtuin 1 and IL-27 serum levels. Such
relationships were not found for visfatin, nor was there a relationship between the markers
studied and cIMT thickness in women with TIDM. Further studies are needed to better
understand the interaction between epigenetic and immunological factors in the

pathogenetic background of cardiac dysfunction in women with TIDM.

14



4. Wstep uzasadniajacy polaczenie wskazanych publikacji w jeden cykl
oraz komentujacy osiggni¢cia naukowe na tle dotychczasowego stanu
wiedzy

Wedlug definicji, cukrzyca to grupa choréb metabolicznych charakteryzujaca si¢
hiperglikemia, wynikajacg z defektu wydzielania i/lub dziatania insuliny oraz zwigzang
z uszkodzeniem, zaburzeniem czynnosci i niewydolnoscig réznych narzadoéw (1).
Szacuje si¢, ze choruje na nig ponad 500 mln oséb na $wiecie i ponad 3 mln osob
w Polsce, przy czym obserwowany wzrost zachorowan sprawia, ze pozostaje jednym
Z najpowazniejszych probleméw zdrowotnych i wyzwan w praktyce klinicznej (2).
W zaleznos$ci od etiologii i przebiegu klinicznego wyodrebnia si¢ rézne typy cukrzycy,
z ktorych najpowszechniej wystepujaca jest cukrzyca typu 2 (T2DM) stanowigca ok. 90-
95% wszystkich zachorowan, a w patogenezie ktorej dominuje insulinoopornos$¢ oraz
cukrzyca typu 1 (T1DM) o podtozu autoimmunologicznym, stanowigca ok. 5-10 %
wszystkich zachorowan (1). Powiktania sercowo-naczyniowe sa wiodaca przyczyna
zgondw, nie tylko u chorych z wieloletnim wywiadem choroby, ale takze u mtodych
dorostych z TIDM, juz po 30 roku zycia (3, 4). Mimo zZe ich prewencja i leczenie opieraja
si¢ na podobnych zasadach, niezaleznie od etiologii choroby, to coraz wigcej danych
wskazuje na réznice w ich patogenezie i obrazie klinicznym pomiedzy typem 1 i 2
cukrzycy (5-11). Co istotne, dane epidemiologiczne dostarczyly dowodow, ze ryzyko
wystgpienia choroby niedokrwiennej serca i niewydolnos$ci serca, jak rowniez ogdlna
$miertelno$¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych, jest wicksza u kobiet niz u m¢zczyzn
z cukrzycg, przy czym znamiennie bardziej wzrasta ona w T1DM (12-15). Przyktadowo:
udowodniono, ze ryzyko rozwoju niewydolnosci serca u kobiet wzrasta w T2DM o okoto
17 %, zas w TIDM nawet o0 88 % w poréwnaniu do ptci meskiej (14). Przyczyny utraty
kardioprotekcji u kobiet z cukrzyca oraz obserwowanych roéznic w wystepowaniu
powiktan sercowo-naczyniowych w zaleznosci od typu cukrzycy i plci sa niejasne.
Prezentowany cykl publikacji zawiera pig¢ prac o spdjnej tematyce, ktorych celem byto
lepsze poznanie patogenezy dysfunkcji serca i miazdzycy u kobiet z TIDM.

Z uwagi na czeste wspotwystepowanie klasycznych czynnikow ryzyka sercowo-
naczyniowego, takich jak hiperlipidemia, nadcisnienie tetnicze lub otytos¢ u chorych
z cukrzyca, wyodrgbnienie kardiomiopatii cukrzycowe;j jako jej niezaleznego powiktania
jest trudne w pracy klinicznej. Niemniej jednak, obecno$¢ zaburzen metabolicznych

wynikajacych z hiperglikemii znacznie pogarsza przebieg i rokowanie choréb uktadu
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krazenia w tej grupie chorych. Szacuje si¢, ze wystepuja one 4-10 razy czesciej,
w zalezno$ci od wyrdéwnania metabolicznego oraz rozwijaja si¢ przecigtnie 15 lat
wczesniej u chorych z cukrzycg niz w populacji ogdlnej (16-19). Do czynnikow
patogenetycznych sktadajacych si¢ na komponente cukrzycowa, ktoére prowadza do
rozwoju niewydolnosci serca naleza: glukotoksyczno$é, stres oksydacyjny,
lipotoksycznos$¢, hiperinsulinizm, insulinooporno$é, zaburzenia autoimmunologiczne,
czynniki epigenetyczne i predyspozycje genetyczne (20). Co istotne, manifestujg si¢ one
w réznym stopniu w zaleznosci od typu cukrzycy, determinujac réznice w obrazie
klinicznym  powiktan sercowo-naczyniowych. Dotychczas poznane doktadne
mechanizmy molekularne niewydolnosci serca w cukrzycy z uwzglednieniem roznic
wynikajacych z typu cukrzycy oraz zwigzane z nimi nowe implikacje terapeutyczne
zaprezentowano W pierwszej z prac wchodzacych w sklad niniejszej rozprawy
doktorskiej pt. Podtoze molekularne niewydolnosci serca w cukrzycy — nowe mozliwosci
terapeutyczne. Lacznie z drugg praca pogladows pt. Rola autoimmunizacji w rozwoju
powiktan cukrzycowych — przeglgd badan stanowia one wstep oraz uzasadnienie badan
zaprezentowanych w pracach oryginalnych. Z analizy literatury wynika, ze udziat
czynnikow  autoimmunologicznych, obejmujacy  aktywno$¢  autoreaktywnych
limfocytow oraz cytotoksyczne dzialanie autoprzeciwcial w rozwoju powiklan
cukrzycowych, obecny jest w obu typach cukrzycy. Najwiecej dowodoéw wskazuje jednak
na ich kluczowg rolg¢ w rozwoju niewydolnosci serca w TIDM, co jednak wymaga
potwierdzenia.

Najczgstszag chorobg autoimmunizacyjng, ktora wspotwystepuje z TIDM jest
niedoczynnos$¢ tarczycy w przebiegu przewlektego limfocytarnego zapalenia tarczycy
typu Hashimoto (HT). Rozpoznanie HT ustala si¢ na podstawie obecno$ci krazacych
autoprzeciwciat przeciwko peroksydazie tarczycowej (aTPO) i/lub tyreoglobulinie (aTG)
oraz  charakterystycznego obrazu ultrasonograficznego tarczycy  (obnizong
I niejednorodng echogeniczno$¢ migzszu) (21). Szacuje sig, ze nawet u 25-50 % osob
z T1DM obecne sa dodatnie miana przeciwciat aTPO, a u okoto potowy z nich w ciagu
3-5 lat rozwinie si¢ niedoczynnos$¢ tarczycy (22, 23). Aktualne zalecenia Polskiego
Towarzystwa Endokrynologicznego i Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego
dotyczace badan przesiewowych w kierunku zaburzen funkcji tarczycy w T1DM
wskazuja na konieczno$¢ oznaczenia hormonu tyreotropowego (TSH) i miana
przeciwcial aTPO w momencie zachorowania i nastgpnie co 1-5 lat w zalezno$ci od

sytuacji klinicznej (1). Mimo udowodnionego wptywu juz subklinicznej niedoczynnoS$ci
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tarczycy na wzrost ryzyka sercowo-naczyniowego (24), dane dotyczace wplywu
autoimmunizacji tarczycy na uklad sercowo-naczyniowy u chorych w stanie eutyreozy
sg skape. Bioragc pod uwage czgstos¢ rutynowego oznaczania przeciwcial aTPO, lepsze
zrozumienie ich znaczenia pozatarczycowego, mogloby by¢ przydatne w codziennej
praktyce Klinicznej. Dlatego w przeprowadzonych badaniach, ktorych wyniki
zaprezentowano w pracach oryginalnych niniejszej dysertacji, podj¢to probg odpowiedzi
na pytanie, czy obecnos$¢ autoimmunizacji tarczycy w przebiegu HT, pomimo eutyreozy,
ma zwigzek z obecno$cig subklinicznej miazdzycy lub dysfunkcji serca u chorych
z TIDM. O oryginalnosci pracy wiasnej $wiadczy wykonanie analizy porownawczej
w jednorodnej populacji kobiet z TIDM, w stosunkowo waskim przedziale wickowym
(18-40 lat), w eutyreozie, bez otytosci, nadci$nienia te¢tniczego lub hiperlipidemii, co
pozwolito na okreslenie réznic w parametrach sercowo-naczyniowych niezaleznie od
wymienionych wyzej czynnikow ryzyka. Wybor grupy badanej uzasadnity najnowsze
wytyczne Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego we wspotpracy z Europejskim
Stowarzyszeniem Badah nad Cukrzyca, ktore wskazaly na potrzebe dalszych badan
wyjasniajacych nadmierne ryzyko sercowo-naczyniowe u kobiet z TIDM (25). Ze
wzgledu na czgsto nietypowy lub niemy klinicznie przebieg chorob uktadu krazenia w tej
grupie chorych, identyfikacja specyficznych czynnikow ryzyka jest kluczowa do ich
wCzesnego rozpoznania i skutecznej prewenciji.

Subkliniczne zmiany miazdzycowe obserwowane juz we wczesnym stadium
cukrzycy, ktore przejawiaja si¢ zwigkszeniem grubosci intima-media t¢tnicy szyjnej
wspoélnej (cIMT) sg potwierdzonym predyktorem powiklan naczyniowych, takich jak
choroba niedokrwienna serca lub udar mozgu (26-28). Pomimo dowiedzionego zwigzku
pomiedzy toczacym si¢ procesem autoimmunizacyjnym a dysfunkcja $rodblonka
i rozwojem miazdzycy, dotychczasowe badania dotyczace chorych z HT w stanie
eutyreozy sa sprzeczne (29-31). Cze¢s¢ z nich wykazala bowiem, ze substytucja
adekwatng dawka lewotyroksyny prowadzi do cofnigcia si¢ rozwoju subklinicznej
miazdzycy (32, 33), natomiast inne wskazuja na utrzymywanie si¢ zaistnialych zmian
pomimo powrotu do stanu eutyreozy (34-37). W pracy pt. Is thyroid autoimmunity
associated with subclinical atherosclerosis in young women with type 1 diabetes
mellitus? zaprezentowano kompleksowe analizy zaleznosci nie tylko pomigdzy gruboscia
cIMT aobecnosciag HT u mtodych kobiet z TIDM, ale rowniez migdzy innymi
parametrami zwigzanymi z autoimmunizacjg tarczycy w jej przebiegu. Dzigki temu po

raz pierwszy wykazano, ze od samej obecno$ci przeciwcial przeciwtarczycowych
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wigksze znaczenie ma prawdopodobnie czas ekspozycji na nie oraz stopien
zaawansowania HT wyrazony obrazem ultrasonograficznym tarczycy lub dawka
przyjmowanej lewotyroksyny. Ocena cIMT jako zast¢pczego punktu koncowego dla
chorob sercowo-naczyniowych sugeruje ponadto, ze kobiety z TIDM i HT, pomimo
eutyreozy, sa bardziej narazone na rozw6j choroby niedokrwiennej serca lub wystapienie
udaru mézgu niz kobiety z TIDM bez HT, co moze by¢ cenng informacja w codziennej
pracy klinicznej. Biorgc pod uwage powszechno$¢ oznaczen przeciwciat
przeciwtarczycowych u chorych z TIDM, taka wiedza moze przyczynic¢ si¢ do wczesnej
identyfikacji kobiet o wyzszym ryzyku sercowo-naczyniowym. Mimo ze dane te
wymagaja potwierdzenia w badaniu na wigkszej grupie chorych, to sugeruja jednoczesnie
konieczno$¢ indywidualnego podejscia prewencyjno - terapeutycznego u kobiet
z dwiema chorobami autoimmunologicznymi. Uzasadniaja to wyniki opublikowane;j
W ostatnim czasie duzej metaanalizy, ktéra dowiodla skuteczno$¢ interwencji
terapeutycznych majacych na celu zmniejszenie cIMT w redukcji ryzyka wystgpienia
ztozonego punktu koncowego, zdefiniowanego jako zawatl serca, udar mozgu, zabiegi
rewaskularyzacji lub zgon z przyczyn sercowo-naczyniowych (38). Dlatego, by¢ moze
warto rozwazy¢ rutynowg ocen¢ cIMT u kobiet z TIDM i1 HT jako tatwa i bezinwazyjng
metodg, pomocng przy stratyfikacji ryzyka sercowo-naczyniowego, co mogloby
przetozy¢ sie na ich wczesng prewencje i modyfikacj¢ przebiegu choroby w tej grupie
chorych.

Drugim obok zmian miazdzycowych powiktaniem ze strony uktadu sercowo-
naczyniowego, ktore przyczynia si¢ do zwigkszonej $miertelnosci chorych na cukrzyce
jest niewydolno$¢ serca. Zmiany w obrebie mig$nia sercowego rozwijaja si¢
prawdopodobnie juz we wczesnych stadiach cukrzycy i przez dlugi okres pozostaja
bezobjawowe. Pojedyncze dane Kliniczne wskazuja na obecno$¢ zaburzen funkcji
migénia sercowego nawet u dzieci z TIDM (39-47), przy czym wykazano zarowno
zwigzek (40-43), jak i1 jego brak (44-47) z kontrola metaboliczng i czasem trwania
cukrzycy. Jedng z przyczyn sprzecznych wynikow badan moze by¢ postulowany udziat
autoimmunizacji w rozwoju dysfunkcji serca u chorych z TLDM, czego nie stwierdzono
uchorychz T2DM (7, 9, 10). Zwazywszy, ze obecno$¢ przeciwcial przeciwtarczycowych
jest markerem zwigkszonej aktywnosci uktadu immunologicznego podjeto sig
sprawdzenia, czy kobiety z T1DM i HT w eutyreozie maja gorsze parametry
echokardiograficzne funkcji serca niz te z TIDM bez HT. W istocie, pomimo licznych

dowodoéw na wpltyw hormondw tarczycy na funkcje miesnia sercowego (48-51) dane
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dotyczace zwiazku z komponenta autoimmunizacyjng w przebiegu HT u chorych
W stanie eutyreozy sa skape (52-54). W pracy oryginalnej pt. Association of antithyroid
peroxidase antibodies with cardiac function in euthyroid women with type 1 diabetes
mellitus - assessment with two-dimensional speckle-tracking echocardiography, po raz
pierwszy przedstawiono analiz¢ Korelacji pomigdzy parametrami zwigzanymi
z autoimmunizacjg tarczycy w  przebiegu HT  awybranymi  parametrami
echokardiograficznymi u mtodych kobiet z TADM w stanie eutyreozy. Walorem pracy
jest ocena z wykorzystaniem techniki $ledzenia markerow akustycznych obrazow
dwuwymiarowych (2D STE, ang. 2- dimensional speckle tracking echocardiography),
ktéra pozwolila na obiektywna, doktadng i niezalezng od kata nachylenia analize¢ funkcji
migsnia sercowego. W badaniu skupiono si¢ na ocenie globalnego odksztalcenia
podluznego (GLS, ang. global longitudinal strain), dla ktérego wykazano warto$¢
diagnostyczng w rozpoznawaniu kardiomiopatii cukrzycowej (55). Co istotne, analiza
odksztatcenia podtuznego pozwolita na oceng podwsierdziowych widkien podtuznych,
ktore sg wrazliwe na uszkodzenie juz nawet w subklinicznych stadiach choroby (56).
Warto rowniez zauwazy¢, ze wzorzec odksztalcenia podtuznego migsnia sercowego
lewej komory, zaprezentowany na jednym wykresie tzw. ,,bull’s eye” (,,0ko byka’”) coraz
czesciej wykorzystywany jest we wczesnej diagnostyce roznych kardiomiopatii (57, 58)
i nadal nie zostal okreslony u chorych z cukrzyca. Uzyskane wyniki po raz pierwszy
dokumentuja wzorzec ,bull’s eye” wskazujacy na gorsza kurczliwo$¢ segmentow
przednich i przednio-bocznych w grupie mtodych, bezobjawowych kobiet z TIDM i HT
w porownaniu do kobiet z wytgcznie TIDM lub grupy kontrolnej. Z uwagi na to, ze
wykazane roznice sa jednak blisko progu istotno$ci statystycznej, konieczna jest ich
weryfikacja na wigkszej grupie chorych. Co istotne, wszystkie kobiety w grupie badanej
| kontrolnej miaty prawidlowa funkcj¢ skurczowsa irozkurczowa migsnia sercowego
oceniong za pomocg standardowej echokardiografii. Dzigki temu dodatkowo wykazano
mozliwg przydatno$¢ diagnostyczng 2D STE w ocenie regionalnych, subklinicznych
zaburzen funkcji skurczowej migsnia sercowego U mtodych kobiet z TIDM, co mogtoby
mie¢ praktyczne zastosowanie w prognozowaniu ryzyka rozwoju niewydolnosci serca
w tej grupie chorych.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze sama obecno$¢ przeciwcial aTPO
nie jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju subklinicznej miazdzycy lub obnizenia
globalnej funkcji skurczowej migé$nia sercowego w badanej grupie. Wydaje si¢ wiec, ze

autoimmunizacja tarczycy w przebiegu HT, jedynie posrednio poprzez aktywacje
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ogo6lnoustrojowych procesow zapalnych wynikajacych z zaburzonej réwnowagi
immunologicznej, ma zwiazek z rozwojem powiklan sercowo-naczyniowych.
Dotychczasowa literatura podaje ze, moga odpowiadac za to: dysfunkcja srodbtonka (59),
stres oksydacyjny i zaburzenie wazodylatacji (60), przebudowa komoérek migéni gtadkich
I nasilenie stanu prozakrzepowego (61, 62) oraz zaburzenie funkcji endokrynnej tkanki
thuszczowej (63). Wzigwszy pod uwage, ze doktadne mechanizmy immunologiczne
laczace autoimmunizacje tarczycy zrozwojem miazdzycy lub dysfunkcjg serca nie
zostaly jednoznacznie okreslone, przeprowadzono analize, ktorej wyniki przedstawiono
w kolejnej pracy oryginalnej pt. Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1
Diabetic Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid
Disease. W oparciu 0 wyniki badan do$wiadczalnych przedstawiono w niej hipoteze,
wedle ktorej za rozwoj powiktan sercowo-naczyniowych u kobiet z TIDM i HT
odpowiada interakcja pomigdzy czynnikami epigenetycznymi, metabolicznymi
I immunologicznymi. Wyodrgbniono trzy potencjalne markery powigzane ze soba na
poziomie komorkowym oraz sprawdzono przydatnos¢ ich oznaczenia w surowicy Krwi
kobiet z TADM i HT, w porownaniu do kobiet wytacznie z T1DM oraz grupy kontrolnej.
Jak wskazuja dotychczasowe doniesienia, prawdopodobnym lacznikiem pomiedzy
szlakami metabolicznymi i immunologicznymi lezagcymi u podtoza zaréwno powiktan
sercowo-naczyniowych (64), jak i schorzen o podtozu autoimmunologicznym (65, 66)
wydaje si¢ by¢ sirtuina 1. Nalezy ona do grupy zwigzkoéw znanych jako ,.enzymy
dhlugowiecznosci”, uczestniczy w mechanizmach posttransacyjnych modyfikacji biatek
oraz reguluje rozne szlaki komoérkowe. Prawdopodobnie wptywa na funkcje endokrynng
tkanki tluszczowej poprzez zahamowanie ekspresji genow zwigzanych ze stanem
zapalnym w adipocytach (67, 68). Jedna z adipokin, ktora posredniczy w regulacyjnym
wptywie sirtuiny 1 na tkanke thuszczowsa jest wisfatyna. Adipokina ta znana jest jako
czynnik stymulujacy réznicowanie limfocytow pre-B (PBEF, ang. pre-B-colony
enhancing- factor 1), posiada aktywnosc¢ fosforybozylotransferazy nikotynamidu (Nampt,
ang. nicotinamide phosphoribosyltransferase), ktéra wewnatrzkomorkowo katalizuje
reakcje szlaku syntezy NAD" (dinukleotydu nikotynamidoadeninowego) determinujac
aktywnos$¢ sirtuiny 1 (69). Zwazywszy na pojedyncze doniesienia sugerujace zwigzek
wisfatyny zar6wno z rozwojem chordb zapalnych o podtozu immunologicznym (70-72),
jak i rozwojem miazdzycy lub niewydolnosci serca (73), jej ocena wspdlnie z sirtuing 1
wydaje si¢ w pelni zasadna. Sirtuina 1 prawdopodobnie wykazuje rowniez zdolnos¢ do

regulacji ekspresji interleukiny 27 (IL-27) (74), ktora - jak wskazujg badania
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przeprowadzone na modelach zwierzgcych - jest istotna w rozwoju TIDM (75). Zdolnosé
IL-27 do wywierania efektow zardwno prozapalnych jak i przeciwzapalnych jest obecnie
obiektem badan w kontekscie nowych mozliwosci terapeutycznych w chorobach uktadu
krazenia (76) i schorzeniach autoimmunizacyjnych (77). Biorgc pod uwage poznane juz
interakcje pomiedzy sirtuing 1, a wisfatyng 1 IL-27 na poziomie komérkowym oraz ich
zwigzek podejrzewany tak zrozwojem chordéb autoimmunizacyjnych, jak i powiktan
sercowo-naczyniowych, po raz pierwszy oceniono ich stezenia u mtodych kobiet z T1DM
w odniesieniu do wybranych parametrow uktadu sercowo-naczyniowego oraz obecnosci
HT. Mimo zZe badania mialy charakter pilotazowy i nie wykazaly istotnych roznic
pomigdzy grupami, to jednak sugeruja istotng zalezno$¢ pomigdzy parametrami
przebudowy serca i tarczycy a sirtuing 1 1 IL- 27 u mtodych kobiet z TIDM 1 HT.
Powyzsze nie tylko poszerza dotychczasowa wiedz¢ na temat zwigzku pomiedzy
autoimmunizacjg tarczycy W przebiegu HT a rozwojem dysfunkcji serca u mtodych
kobiet z TIDM, ale tez wyznacza nowy kierunek dalszych badan majacych na celu lepsze

zrozumienie podtoza immunologicznego powiktan cukrzycowych.
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5.

Zalozenia i cel pracy

Doniesienia, ze autoimmunizacja odgrywa wazng rol¢ w rozwoju powiklan

sercowo-naczyniowych w T1DM spowodowaty podjecie proby weryfikacji w badaniu

dwoch gtownych hipotez badawczych:

1)

2)

1)

2)

3)

Choroba Hashimoto (HT) nawet w stadium eutyreozy ma zwigzek z subklinicznymi
zmianami w ukladzie sercowo-naczyniowym, zdefiniowanymi jako grubosé¢
kompleksu intima-media (cIMT) tegtnic szyjnych wspolnych i/lub redukcja
odksztatcenia podluznego (LS, ang. longitudinal strain) lewej komory mig$nia
sercowego u mtodych, bezobjawowych kobiet z TLDM.

Interakcja pomigdzy nowymi markerami uktadu immunologicznego takimi jak
sirtuina 1, interleukina-27 (IL-27) oraz wisfatyna, oznaczonymi w surowicy krwi ma
zwigzek z rozwojem subklinicznej miazdzycy lub dysfunkcji serca u mtodych kobiet
zTIDM i HT.

Celem pracy badawczej byta odpowiedz na nastgpujace pytania:

Czy u milodych, bezobjawowych kobiet z TIDM w stanie eutyreozy obecno$¢
autoimmunizacji tarczycy w przebiegu HT, w poroéwnaniu do miodych kobiet
z T1DM bez HT i/lub zdrowej grupy kontrolnej, ma zwigzek z grubsza cIMT?

Czy u mitodych, bezobjawowych kobiet z TIDM w stanie eutyreozy obecno$é
autoimmunizacji tarczycy w przebiegu HT, w poréwnaniu do mtodych kobiet
z T1DM bez HT i/lub zdrowej grupy kontrolnej, ma zwigzek z redukcja globalnego
i/lub regionalnego odksztalcenia podtuznego (LS, ang. longitudinal strain) lewej
komory ocenionego za pomocg techniki §ledzenia markerow akustycznych obrazow
dwuwymiarowych (2D STE, ang. two-dimensional speckle tracking
echocardiography)?

Czy u mtodych, bezobjawowych kobiet z TIDM i HT st¢zenia sirtuiny 1, IL-27 oraz
wisfatyny w surowicy krwi w poréwnaniu do mtodych kobiet z TIDM bez HT i/lub
zdrowej grupy kontrolnej maja zwigzek z obecnos$cig subklinicznej miazdzycy lub

dysfunkcji serca?
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6. Kopie opublikowanych prac

6.1. Podtoze molekularne niewydolnosci serca w cukrzycy — nowe mozliwosci

terapeutyczne.
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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Jak dowiedziono, choroby uktadu sercowo-naczyniowego wystepuja kilkakrotnie czesciej
u chorych z cukrzycg niz w populacji ogdlnej. Dlaczego tak sie dzieje, mimo wielu przeprowa-
dzonych badan i postawionych hipotez, nadal nie wyjasniono. Uwzgledniajac czeste wspdt-
wystepowanie czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego z cukrzycg, wyodrebnianie kardio-
miopatii cukrzycowej jako jej niezaleznego powiklania budzi kontrowersje, a rozpoznanie
w praktyce klinicznej pozostaje rzadkie. Niemniej jednak obecno$é cukrzycy znacznie pogar-
sza przebieg i rokowanie choréb ukladu krazenia, a lepsze poznanie komponenty cukrzycowej
w rozwoju niewydolnosci serca wydaje sie podstawowym w poszukiwaniu skutecznej terapii.
Za czynniki patogenetyczne rozwoju niewydolnosci serca w cukrzycy uwaza sie: zaburzenia
metaboliczne zwigzane z hiperglikemig, lipotoksycznoé¢, insulinoopornoéé, stres oksydacyj-
ny, dysfunkcje uktadu immunologicznego, predyspozycje genetyczne oraz zaburzenia epige-
netyczne. Obraz kliniczny kardiomiopatii cukrzycowej rézni sie w zaleznosci od typu cukrzy-
cy, a dysfunkcja obejmuje nie tylko komérki miokardium, ale réwniez komérki podicieliska,
$rédblonka i ukltadu nerwowego. Dlugotrwaly i bezobjawowy przebieg tego powiklania oraz
jego postepujacy charakter skrécajacy zycie chorych na cukrzyce sklaniajg do poszukiwania
nowych metod diagnostycznych i terapeutycznych. W poszukiwaniach niezbedne wydaje sie
lepsze poznanie podtoza molekularnego dysfunkcji migénia sercowego w cukrzycy. Zatrzy-
manie , kaskady” szlakéw odpowiadajacych za aktywacje stanu zapalnego, wiéknienie czy
apoptoze w poszczegdlnych narzadach mogloby skutecznie zapobiec rozwojowi powiktari
cukrzycowych. W artykule przedstawiono dotychczasowe koncepcje patogenetyczne oraz
wynikajgce z nich implikacje terapeutyczne, ktére by¢é moze bedg wykorzystane w prewencji
powiktan sercowo-naczyniowych w cukrzycy oraz umozliwig indywidualizacje terapii.

cukrzyca, niewydolnos¢ serca, kardiomiopatia cukrzycowa, podtoze molekularne, leczenie

Summary:

As it has been proven, cardiovascular diseases are several times more common in diabetic
patients than in the general population. Despite many studies and hypotheses, is still not
explained why this happens. Considering the frequent coexistence of cardiovascular risk
factors with diabetes, the identification of diabetic cardiomyopathy as an independent
complication is controversial, and diagnosis in clinical practice is rare. Nevertheless, the
presence of diabetes significantly worsens the course and prognosis of cardiovascular dis-
eases, and a better understanding of the diabetic component in the development of heart
failure seems essential in the search for an effective therapy. The pathogenetic factors of
the development of heart failure in diabetes include: metabolic disorders related to hy-
perglycaemia, lipotoxicity, insulin resistance, oxidative stress, immune system dysfunc-
tion, genetic predisposition and epigenetic disorders. The clinical pictures of diabetic car-
diomyopathy vary depending on the type of diabetes, and dysfunction includes not only
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the cells of the myocardium, as well as stromal cells, endothelial and nervous system cells.
The long-term and asymptomatic course of this complication and its progressive nature
shortening the lives of diabetic patients prompt the search for new diagnostic and thera-
peutic methods. A better understanding of the molecular basis of myocardial dysfunction
in diabetes appears essential in the search. Stopping the “cascade” of pathways responsi-
ble for activation of inflammation, fibrosis or apoptosis in individual organs could effec-
tively prevent the development of diabetic complications. The paper presents existing
pathogenetic concepts and their therapeutic implications, which may be used in the pre-
vention of cardiovascular complications in diabetes and allow individualization of therapy.
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Wykaz skrotow: ~ AGEs - koncowe produkty zaawansowanej glikacji (advanced glycation end-products),

AMPK - kinaza aktywowana 5AMP (AMP-activated protein kinase), ARNi - bloker receptora an-
giotensyny i inhibitor neprylizyny (angiotensin receptor-nephrilysin inhibitor), CD36 - receptor
36 (cluster of differentiation 36), CREM - modulator transkrypcji zaleznej od cAMP (cAMP-re-
sponsive element modulator), DAG - diacyloglicerol, DPP-4 - dipeptydylopeptydaza-4 (dipep-
tidyl peptidase-4), ET-1 - endotelina-1, Glut3 - transporter glukozy 3 (glucose transporter 3),
GLP-1 - glukagonopodobny peptyd 1 (glucagon-like peptide-1), GM-CSF - czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor), G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw (granulocyte colony-stimulating
factor), HbA1c - glikowana hemoglobina (glycated hemoglobin), HO-1 - oksygenaza hemowa
(heme oxygenase-1), IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (insuline-like growth factor-1),
IL-1, -6, -12p40, -17, -18 - interleukiny-1, -6, -12p40, -17, -18, IRS-1 - substrat receptora insuliny
1 (insulin receptor substrate 1), JAK - kinaza janusowa (Janus-activated kinases), MAPK - kinaza
biatkowa aktywowana mitogenami (mitogen activated protein kinase), mTOR - kinaza serynowo-
-treoninowa mTOR (mammalian target of rapamycin), NF-kB - jadrowy czynnik transkrypcyjny
NF kappa B (nuclear factor kappa-B), NO - tlenek azotu (nitric oxide), Nrf2 — czynnik jadrowy
Nrf2 (nuclear erythroid 2-related factor), MCP-1 - czynnik chemotaktyczny makrofagéw typu
1 (monocyte chemoattractant protein-1), MMPs — metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomor-
kowej (matrix metalloproteinases), PAI-1 - inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (plasminogen
activator inhibitor-1), PARP-1 - polimeraza poli (ADP-rybozy) (poly(ADP-ribose) polymerase-1),
PGC-1a - koaktywator receptora PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
coactivator), PKC - kinaza biatkowa C (protein kinase C), PPARs - receptory aktywowane przez
proliferatory peroksysoméw (peroxisome proliferator-activated receptors), PPARy - receptor akty-
wowany proliferatorami peroksysoméw typu gamma (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma), RAA - renina, angiotensyna, aldosteron, RAGE - receptor AGE (advanced glycation end
products receptor), SERCA2A - wapniowa ATP-aza siateczki sarkoplazmatycznej (sarcoplasmic/
endoplasmic reticulum calcium-ATPase 2a), SGLT2 - inhibitory kotransportera glukozowo-sodo-
wego 2 (inhibitors of sodium glucose cotransporter 2), SIRT1 - sirtuina 1, STAT - czynniki trans-
krypcyjne, biatka biorace udziat w przekazywaniu sygnatéw oraz aktywacji transkrypcji genéw
(signal transducer and activator of transcription), TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu beta
(transforming growth factor B), TNF-a - czynnik martwicy nowotwordw alfa (tumor necrosis factor
a), VEGF - czynnik wzrostu srédbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor).
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Niemodyfikowalne czynniki ryzyka:
- ple¢ zefiska,

- diugi czas trwania cukrzycy,

- obecnoé& powiklan naczyniowych,
- uwarunkowania genetyczne.

Modyfikawalne czynniki ryzyka:
- wyréwnanie metaboliczne,
- nadwaga Iub otylos¢,

- zaburzenia lipidows,

- nadcisnienie tetnicze,

- obacnoéé albuminuri,

- palenia tytoniu.

Inne mozliwe przyczyny
nlewydolnodcl serca

Ryc. 1. Czynniki ryzyka zwiazane z rozwojem niewydolnosci serca u chorych z cukrzyca. Opracowanie wAasne na podstawie: [19, 39,40, 50,64, 66]

WSTEP

Kardiomiopatia cukrzycowa jest wcigz niewystarczajgco
dobrze poznanym oraz réznorodnie definiowanym powi-
Klaniem cukrzycy. Zwigzek miedzy obecnoécig cukrzycy,
a rozwojem niewydolnoéci serca po raz pierwszy zaob-
serwowano w 1881 r. [37], jednak dopiero po prawie 80
latach zaczeto postrzegaé kardiomiopatie cukrzycowy jako
powiklanie cukrzycy [41]. Po raz pierwszy jej obecnoéé
potwierdzili Rubler i wsp. w 1972 r., ktérzy na podstawie
badari histopatologicznych mieénia sercowego, przepro-
wadzonego post mortem u czterech pacjentéw z wieloletnia
cukrzyca, wykazali obecnoéé przerostu oraz widknienia
lewej komory mieénia sercowego, mimo braku znanych
czynnikéw ryzyka rozwoju kardiomiopatii, takich jak: cho-
roba niedokrwienna serca, nadcisnienie tetnicze, wady
zastawkowe lub alkoholizm [56]. Kolejne badania ekspe-
rymentalne oraz obserwacje kliniczne potwierdzity $cisly
zwigzek niewydolnosci serca z hiperglikemia. Poczatkowo
w obrazie klinicznym obserwuje sie zaburzenie funkgji roz-
kurczowej ze stopniowym widknieniem i przerostem kar-
diomiocytéw, nastepnie dysfunkcje skurczows i rozwdj
zastoinowej niewydolnosci serca. W 2013 r. zaréwno ame-
rykariskie [72], jak i europejskie towarzystwa naukowe [57]
zaproponowaly definicje kardiomiopatii cukrzycowej jako
dystunkcji miesnia sercowego, ktéra rozwija sie u pacjen-
téw z cukrzyca, mimo braku choroby niedokrwiennej serca,
nadcisnienia tetniczego lub innych schorzeri wywolujgcych
kardiomiopatie. Poniewaz u chorych na cukrzyce powikla-
nia sercowo-naczyniowe sg najcze$ciej wypadkowg réz-
nych, wspétwystepujgcych czynnikéw ryzyka, takich jak:
zaburzenia lipidowe, nadciénienie tetnicze lub otyloéé, to
rozpoznanie samej kardiomiopatii cukrzycowej jest nie-
zwykle rzadkie w praktyce klinicznej oraz weigz stwarza
trudnoéci diagnostyczne.

W nastepnych latach zaproponowano wyodrebnienie
dwéch fenotypéw kardiomiopatii cukrzycowej: restrykeyj-
nego, dla ktérego charakterystyczna jest koncentryczna
przebudowa lewej komory serca i zaburzenie funkeji roz-
kurczowej z zachowang frakcja wyrzutowg lewej komory
(HFpEF - heart failure with preserved ejection fraction),

wystepujgcego czedciej u otylych pacjentéw z cukrzyca
typu 2 oraz typu rozstrzeniowego, ktory cechuje sie
przerostem ekscentrycznym oraz skurczowa niewydol-
noscig serca (HFrEF - reduced left ventricular ejection
fraction), czeéciej pojawiajacego sie u chorych z cukrzyca
typu 1 [59]. Obserwowane réznice wynikajg najprawdopo-
dobniej z odmiennych czynnikéw patogenetycznych, ktére
w zaleznosci od typu cukrzycy, w réznym stopniu wptywaja
na zaburzenie struktury i funkcji mienia sercowego, ktére
oméwiono w dalszej czedci artykutu.

EPIDEMIOLOGIA | CZYNNIKI RYZYKA

Aby zrozumieé podloze patogenetyczne dysfunkcii mie-
$nia sercowego w cukrzycy, trzeba przypomnie¢ dane epi-
demiologiczne oraz znane czynniki ryzyka rozwoju tego
powiklania, Pierwszym badaniem, ktdre potwierdzilo, ze
cukrzyca jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju
zastoinowej niewydolnosci serca bylo Framingham Study
opublikowane w 1974 r. [32]. Wieksze zagrozenie powiklan
sercowo-naczyniowych zaobserwowano wéwczas u kobiet
niz umezczyzn. Metaanaliza Ohkuma i wsp. z 2019 . wyka-
zala, ze zalezno$¢ ta dotyczy bardziej chorych na cukrzyce
typu 1, gdyz po uwzglednieniu fgcznie 47 badan kohorto-
wych, w ktérych uczestniczylo okoto 12 milionéw oséb,
udowodniono, ze w obu typach cukrzycy ryzyko rozwoju
niewydolnoéci serca jest wyzsze u kobiet, niz u mezczyzn,
przy czym w typie 1 cukrzycy ryzyko to wzrasta prawie
0 47%, natomiast w typie 2 o oketo 9% w poréwnaniu do
plci meskiej [52]. Odpowied? na pytanie, dlaczego tak sie
dzieje, podobnie jak rzetelna ocena czestotliwosci wyste-
powania kardiomiopatii cukrzycowej nadal pozostaja
niewyjaénione. Szacuje sie, ze zaburzenie funkcji rozkur-
czowej miednia sercowego wystepuje u okoto 60% chorych
z cukrzycg typu 2 [51, 54, a nawet prawie u 70% chorych
zcukrzycg typu 1 [68]. Bez watpienia wazng role w zapobie-
ganiu powiktaniom sercowo-naczyniowym odgrywa dobre
wyréwnanie metaboliczne. Wyniki duzych badan klinicz-
nych potwierdzajg, ze wzrost odsetka HbAlc wigze sie ze
wzrostem ryzyka rozwoju niewydolnoéci serca niezaleznie
od otylosci, nadcignienia tetniczego, choroby niedokrwien-
nej serca, o okolo 8% u chorych z cukrzyca typu 2 [63]
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i prawie 30% u chorych z cukrzyca typu 1 [40]. Udowod-
niono ponadto ochronny wplyw terapii hipoglikemizujgcej
narozwdj niewydolnosci serca w cukrzycy typu 2 dla lekéw
doustnych, takich jak: metformina [4], leki z grupy inhi-
bitoréw kotransportera sodowo-glukozowego 2 (SGLT2)
[48, 78] oraz leki inkretynowe [43, 44]. W badaniu The Dia-
betes Control and Complications Trial/Epidemiology of
Diabetes Interventions and Complications (DCCT/EDIC)
zmniejszenie zachorowalnoéci i $miertelnoéci z przy-
czyn sercowo-naczyniowych obserwowano u chorych
z cukrzycg typu 1 stosujgcych intensywna insulinoterapie
w poréwnaniu do tych, ktérzy stosowali konwencjonalna
insulinoterapie [64]. Waina wydaje sie wiec normalizacja
wartosci glikemii, przy czym bez zwiekszenia czestotliwodci
hipoglikemii, ktére mogg wplynaé na wzrost $miertelnodci
7 przyczyn sercowo-naczyniowych, szczegdlnie u oséb star-
szych, co wykazano, obserwujac chorych na cukrzyce typu
2 w badaniu ACCORD [55].

Bez watpienia, niewydolnos¢ serca u chorych z wielolet-
nim wywiadem cukrzycy jest wypadkowa wielu schorzeri.
Za czynniki ryzyka rozwoju niewydolnoéci serca u diabe-
tykdw poza zlym wyréwnaniem metabolicznym, uwaza
sie: otylo$¢, nadciénienie tetnicze, zaburzenia lipidowe,
obecno$¢ retinopatii lub nefropatii cukrzycowej oraz inne

[39, 50, 66] (ryc. 1).

Wykazano, ze zaréwno w cukrzycy typu 2 (w badaniu
STENO-2) [19], jak i typu 1 (w badaniu DDTC/EDIC) [64]
najbardziej skuteczna w obnizaniu ryzyka sercowo-naczy-
niowego jest wieloczynnikowa terapia obejmujaca norma-
lizacje glikemii, wartoéci ciénienia tetniczego, zaburzeri
lipidowych, masy ciala oraz funkdji nerek.

Choroby ukladu sercowo-naczyniowego sa gléwna przy-
czyng zgondw, nie tylko u chorych z wieloletnim wywia-
dem choroby, ale réwniez u mlodych dorostych z cukrzyca
typu 1 [20], mozna wiec domniemywaé o znaczacym
wplywie zaburzeni immunologicznych w ich patogene-
zie. Istotne wyniki badan przedstawiono w nielicznych
pracach, w ktérych wykazano obecno$é zaburzen funk-
cji rozkurczowej miesnia sercowego nawet u dzieci oraz
u miodych dorostych z cukrzyca typu 1, mimo krétkiego
czasu trwania choroby [26], dobrego wyréwnania metabo-
licznego [1, 11, 73] oraz braku innych powiklari [13]. Obser-
wagje te sugerujg zwigzek z czynnikami genetycznymi,
czego dowodem sg badania potwierdzajgce np. korelacje
wystepowania powiklari cukrzycowych z polimorfizmami
wybranych gendw (m.in: reduktazy aldozowej (rs759853)
lub osteoprotegeryny (rs3134069, rs2073618)) [45, 46, 47].
W kardiomiopatii cukrzycowej wykazano udzial genéw
zwigzanych m.in. z aktywacja stanu zapalnego, stresem
oksydacyjnym, widknieniem, naprawa DNA, szlakiem
sygnalizacyjnym Wnt oraz odpowiadajacych za réwno-
wage biochemiczng [39]. Niezwykle istotnymi wydaja sie
ponadto interakcje miedzy czynnikami $rodowiskowymi
a zmianami w ekspresji gendw. W komérkach srédblonka
aorty in vitro, jak i u myszy bez cukrzycy wykazano, ze
przejéciowa hiperglikemia indukuje dtugotrwate zmiany
epigenetyczne, prowadzace do rozwoju odleglych powiklari

naczyniowych [18, 60] i byé moze determinuje rozwdj nie-
wydolnosci serca. Badania sugerujg ponadto odmienne tho
patogenetyczne rozwoju niewydolnosci serca, w zalezno-
éci od typu cukrzycy. W badaniach na modelach zwierze-
cych obu typéw cukrzycy wykazano zaburzenia proceséw
autofagii kardiomiocytéw, ktére byly nasilone w modelu
cukrzycy typu 1 (u myszy z cukrzyca streptozotocynowa),
a zmniejszone w cukrzycy typu 2 (u otytych myszy db
/db), wskazujgc na rézne mechanizmy patogenetyczne roz-
woju kardiomiopatii [30]. Wigzq sie z tym dwa rézne feno-
typy tego powiklania: rozstrzeniowy, ktéry cechuje zanik
komérek oraz zwiazek z czynnikami immunologicznymi
oraz typ restrykcyjny charakterystyczny dla oséb z otylo-
§cig, u ktdrych wieksza role odgrywa najprawdopodobniej
insulinooporno$é i hiperinsulinizm [59]. Wspélne pozo-
stajg zaburzenia metaboliczne zwigzane z hiperglikemia:
lipotoksycznoéé i hipoteza stresu oksydacyjnego. Uwzgled-
niajgc réznice w podlozu patogenetycznym cukrzycy
typu 11 2 wydaje sie, ze podobnych réznic mozna sie dopa-
trywaé w podiozu kardiomiopatii cukrzycowej (ryc. 2).

Cukrzyca typu 1 Cukrzyca typu 2

otylosé

<zaburzenia autoimmunologiczne

< zaburzenia epigenelyczne >< insulinooporno$é

hiperinsulinizm

< predyspozycje genetyczne ><

Rye. 2. (zynniki patogenetyczne prowadzace do rozwioju niewydolnosel serca
wzaleznosci od typu cukrzycy. Opracowanie wiasne na podstawie [59]

KONCEPCJE PODLOZA PATOGENETYCZNEGO | IMPLIKACJE
TERAPEUTYCZNE

Jak wspomniano, patogeneza kardiomiopatii cukrzycowej
jest zlozona i weigz niewystarczajgco poznana. Podejrzewa
sie, ze u podtoza kardiomiopatii cukrzycowej leza: zabu-
rzenia metaboliczne zwigzane z hiperglikemia, lipotok-
sycznoéé, insulinoopornoéé, stres oksydacyiny, dysfunkcja
uktadu immunologicznego, predyspozycje genetyczne, jak
réwniez zaburzenia epigenetyczne. Wykazano, ze zmiany
wywolujgce to powiklanie obejmuig nie tylko komérki mio-
kardium, ale réwniez komérki podscieliska, mikrokrazenia,
wiékna ukladu autonomicznego serca oraz komérki uktadu
immunologicznego [49]. Najwazniejsze sktadowe czynniki
patogenetyczne kardiomiopatii cukrzycowej oraz ich kli-
niczne konsekwencje przedstawiono naryc. 3.

Wedlug Brownlee wszystkie zaburzenia metaboliczne zwig-
zane z hiperglikemig powoduja nadmierne wytwarzanie
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Ryc. 3. Najwainiejsze sktadowe ynniki patogenetyane kardiomiopatii cukrzycowej i ich kliniczne konsekwencje. Opracowanie wiasne na podstawie: [9, 10, 39, 49]

wolnych rodnikéw tlenowych przez mitochondria, co
wydaje sie najwazniejsze w indukcji szlakéw patofizjolo-
gicznych zwigzanych z rozwojem powiklai cukrzycowych
[10]. Hipoteza tzw. pamieci metabolicznej wskazuje na role
nieenzymatycznej glikacji biatek i lipidéw w aktywacji stresu
oksydacyjnego, ktdry utrzymuje sie niezaleznie od stezenia
glukozy oraz moze wyjasnia¢ rozwdj powiklai sercowo-
-naczyniowych mimo dobrego wyréwnania metabolicznego
[14,15]. Podejrzewa sie, ze hiperglikemia - waénie przez stres
oksydacyjny, wywotuje trwale modyfikacje epigenetyczne
warunkujace , kaskade” zjawisk odpowiedzialnych za prze-
wlekly stan zapalny 8, 9]. Stan hiperglikemii, czy to w chwili
rozpoznania cukrzycy, czy podczas epizodu kwasicy ketono-
wej lub nawet wzrost stezenia glukozy po positku, wydaje
sie inicjatorem dalszych, diugotrwatych uszkodzeri komé-
rek [25]. Badania ostatnich lat dowiodly, ze gtéwng role w ochronie
komérek przed stresem oksydacyjnym petni czynnik transkryp-
cyjny Nrf2. W badaniu przeprowadzonym na modelu mysim

cukrzycy typu 2 zaobserwowano kardioprotekcyjny wplyw kum-
kwatu, czyli tzw. ,,zotej pomarariczy” - owocu bogatego

w antyoksydanty, wlaénie przez modulacje szlaku AMPK
/Nrf2[77]. Podobny skutek wykazano po podaniumetforminy
(w modelu szczurzym cukrzycy typu 1), gdzie przez zwiek-
szenie aktywnosci szlaku Nrf2/HO-1 oraz zahamowaniu
szlaku JAK/STAT zapobiegano remodelingowi w obrebie
migénia sercowego [2].

W patogenezie kardiomiopatii cukrzycowej bez watpienia
istotng role odgrywa aktywacja alternatywnych szlakéw
zwigzanych z przemianami glukozy (ryc. 4).

W wyniku nasilenia szlaku poliolowego komérki, dla
ktérych transport glukozy nie jest zalezny od insuliny
(np. neurony lub komérki §rédbtonka) sa podatne na gro-
madzenie sorbitolu i fruktozy, zaburzajgc réwnowage mie-
dzy ukladami utleniaczy i przeciwutleniaczy. Stan tzw.
pseudohipoksji hiperglikemicznej prowadzi do obrzeku
i uszkodzenia komérek [62, 67]. Aktywacja proceséw nie-
enzymatycznej glikacji biatek wywoluje natomiast nie
tylko dysfunkcje biatek krazacych we krwi oraz czgsteczek
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Ryc. 4. W stanie hiperglikemii aktywacji ulegajq alternatywne szlaki przemian glukozy, takie jak: poliolowy, heksozaminowy, kinazy biatkowej C oraz procesy nieenzymatyanej
glikacji biatek. Waznym ogniwem tych przemian jest stres oksydacyjny (zwiazany z dysfunkeja szlaku AMPK/Nrf-2), ktory posredniczy rowniez w wywotaniu lipotoksycznosci
(zaktdra odpowiada dysfunkeja transportera (D36 receptordw PPARs) oraz oksydacji kwasow nukleinowych. Skutkiem jest aktywacja:

« stanu zapalnego (poprzez czynnik transkrypcyjny NF-kB),
+  przerostu komérek (poprzez kaskade MAPK),
« procesw wioknienia (zwiazanych z aktywacja TGF-B),

+ insulinoopornoscii dominacji ukfadu RAA (wywolujca wzrost aktywnosd szlaku mTOR),

+ mikroangiopatii (w kiérej uczestnicza m.in. ET-1, PAI-1, VEGE, PARP).
Schemat na podstawie [8, 9, 10]

macierzy zewnatrzkomérkowej, ale réwniez inicjuje stres
oksydacyjny i stan zapalny przez polaczenie z recepto-
rami koricowych produktéw zaawansowanej glikacji, znaj-
dujacymi sie na komérkach uktadu immunologicznego
i $rodblonka. Uwalniaja one wéwczas cytokiny prozapalne
m.in. TNF-a, [L-1B, IL-6, ktére facznie z wewngtrzkomér-
kowa aktywacjg jadrowego czynnika transkrypcyjnego
NF-kB odpowiadajg za nasilenie stanu zapalnego, zabu-
rzenie fibrynolizy, krzepniecia i apoptozy [8]. W badaniach
eksperymentalnych in vitro wykazano pozytywny wplyw
modulacji szlaku NF-kB na zywotnos¢ kardiomiocytéw,
poddanych wysokim stezeniom glukozy, dzigki zmniejsze-
niu stanu zapalnego [71]. Jak wykazaly badania Al-Malki
1 wsp. na rozwdj nefropatii i kardiomiopatii cukrzycowej
przeprowadzone na modelu zwierzecym cukrzycy typu 2,
wplywat zwigzek zawarty w imbirze, znany jako 6-shogaol,
ktéry znaczaco obnizyt parametry stresu oksydacyjnego
iapoptozy, whadnie przez zahamowanie szlaku NF-«B [3].

Hiperglikemia nasila réwniez aktywno$¢ szlaku heksoza-
miny, w wyniku ktdrego wewnatrzkomérkowo powstaje
N-acetyloglukozamina. Jej polaczenie z resztami seryno-
wymi i treoninowymi czynnikéw transkrypeyjnych zwiek-
sza ekspresje genu kodujgcego transformujacy czynnik
wzrostu TGF-B [35]. W jednym z niedawnych badari prze-
prowadzonych na modelu mysim wykazano, ze inhibitory
SGLT2 harmuyjg szlak TGF-B-Smad w tkance serca, opdzniajac

w ten sposéb widknienie oraz rozwdj niewydolnosci serca
[38]. Aktywacja szlaku heksozaminy, najprawdopodobniej
wiaze sie réwniez z zaburzeniem funkcji rozkurczowej kar-
diomiocytéw, zmniejszajac aktywno$¢ promotora wap-
niowej ATPazy SERCA2A, uposledzajac transport wapnia
zretikulum sarkoendoplazmatycznego [17]. Innym ogniwem
patogenetycznym zwigzanym z hiperglikemia jest akty-
wacja szlaku kinazy biatkowej C wywolana zwiekszeniem
stezenia diacyloglicerolu (DAG) syntetyzowanego z poéred-
nich produktéw glikolizy. Biatka z rodziny kinazy biatkowej
C regulujg transkrypcje gendw, uczestniczg w odpowiedzi
immunologicznej oraz odgrywaja wazng role w przekazy-
waniu sygnatéw miedzy komérkami. Aktywacji ulega:

+ wspominany juz, a odpowiadajacy za stan zapalny
czynnik jadrowy NF-kf;

+ warunkujgca procesy proliferacji kinaza biatkowa
aktywowana mitogenem (MAPK) oraz

+ sprzyjajaca widknieniu ekspresja TGF-p.

Zmniejszenie syntezy czynnika wzrostu érédblonka
naczyt (VEGF) zwieksza natomiast przepuszczalno$¢ naczyti,
zaburza angiogeneze i prowadzi do rozwoju mikroangiopatii
[9, 58]. W badaniu przeprowadzonym na modelu cukrzycy
streptozotocynowej u szczuréw udowodniono, ze doustne
spozycie kurkuminy (naturalnego zwiazku polifenolowego

pochodzacego z klaeza ostryzu diugiego - tac. Curcuma longa L),
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moze zmniejszy¢ odkladanie kolagenu w migéniu serco-
wym wlasnie przez zahamowanie szlaku TGF-f oraz kinazy
MAPK [23]. W innym badaniu doéwiadczalnym wykazano,
ze melatonina, przez fosforylacje VEGF, wptywa ochronnie
nie tylko na naczynia wiericowe, ale réwniez na kardiomio-
cyty, gdyz hamuje ich przerost [7]. Aktywacja szlaku kinazy
biatkowej C nasila procesy krzepniecia przez zwigkszenie
syntezy inhibitora aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1) oraz
zmniejszenie syntezy tlenku azotu (NO), co wywoluje wazo-
konstrykeje, upoéledza przeptyw krwi i prowadzi do niedo-
tlenia. Powyzsze procesy udalo si¢ ograniczy¢ u samcéw
szczuréw z cukrzycg indukowang streptozotocyng, ktére
byly poddane éwiczeniom na biezni. Obserwowano u nich
zmniejszenie ekspresji PAI-1 i wigkszg aktywnos¢ eNOS,
a to wigze sie z dzialaniem kardioprotekcyjnym [16].

Oprécz zaburzen metabolicznych zwigzanych z hipergli-
kemig wazng role w patogenezie dysfunkcji mieénia serco-
wego w cukrzycy odgrywa zaburzony metabolizm wolnych
kwaséw thuszczowych, ktérych nadmiar w komérkach
wywotuje lipotoksyczno$¢. Przejawia sie to nadmierng
generacjg wolnych rodnikéw tlenowych, zaburzeniem
aktywnoéci sarkoplazmatycznej pompy wapniowej oraz
dysfunkgjg biatek cytoszkieletu, aktyny i miozyny. Sugeruje
sie zwigzek miedzy rozwojem kardiomiopatii cukrzycowej,
a dysfunkcjg receptora CD36 oraz receptoréw aktywowa-
nych proliferatorami peroksysoméw (PPARs) odpowiadaja-
cych za prawidlowy metabolizm kwaséw tuszczowych [36].
Niezwykle istotne wyniki badan przedstawili Wu i wsp.,
ktérzy udowodnili kardioprotekcyjne dziatanie lekéw
inkretynowych u myszy z cukrzyca streptozotocynowg
przez zahamowanie nieprawidlowej aktywacji szlaku
PPAR-alfa-CD36 i tym samym zmniejszenie lipotoksyczno-
$ci[70]. Przypuszcza sie, ze dziata¢ ochronnie na serce moze
réwniez restrykcja kaloryczna, dla ktérej obserwowano
zwigkszenie aktywnoéci koaktywatora receptora PPARY
oraz sirtuiny 1 (SIRT1) zwanej biatkiem diugowiecznosci
[69]. Biatka z grupy sirtuin uczestnicza bowiem w metaboli-
zmie thuszczy i cukréw, mogac zwiekszaé iloé¢ antyoksydan-
téw oraz regulowaé ekspresje genéw odpowiedzialnych za
rozwdj powiklan cukrzycowych [33]. Zaréwno w typie 1, jak
i 2 cukrzycy wykazano ochronny wplyw jednego
z aktywatoréw SIRT1 - resweratolu (3,5,4-trihydroksy-
-trans-stilbenu, polifenol nalezacy do flawonoidéw) na
wyindukowany hiperglikemig stres oksydacyjny w mig$niu
sercowym [5].

Powszechnie znanym nastepstwem lipotoksycznosci jest
takze nasilenie odpowiedzi immunologiczno-zapalnej éréd-
blonka oraz aktywacja uktadu RAA, co zaburza homeostaze
miedzy wydzielanymi czynnikami wazodylatacyjnymi
i wazokonstrykcyjnymi, wydzielanie bialek sprzyjaja-
cych przerostowi kardiomiocytéw oraz nasila widknienie
[9]. Jedno z ostatnich badar na modelu streptozotocyno-
wej cukrzycy u szczuréw dowiodlo, Ze terapia inhibito-
rem angiotensyny II i neprylizyny (ARNi) hamuje rozwdj
kardiomiopatii cukrzycowej przez zmniejszenie aktywno-
$ci szlakéw zwigzanych z aktywacja stanu zapalnego (NF-
kB/MCP-1), wiéknienia (TGF-B/Smad7) i apoptozy (PARP
/kaspaza-3) [42]. W innym badaniu Castoldi i wsp. wykazali

zwigzek pobudzenia receptoréw angiotensyny typu 2 (AT2)
lub zablokowania receptoréw angiotensyny typu 1 (AT1)
z zahamowaniem przerostu kardiomiocytéw w przebiegu
cukrzycy. Za kardioprotekcyjne dziatanie losartanu odpo-
wiada najprawdopodobniej ekspresja miR-30a-3p oraz gen
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosome Ten) [12].

Wzrost stezenia wolnych kwaséw thuszezowych w komér-
kach miokardium zaburza funkcjonowanie szlakéw sygna-
towych, w ktérych uczestniczy insulina. Dezaktywacja
biatka IRS-1 zmniejsza wychwyt glukozy do komérki
przez receptor GLUT4 i odpowiada za insulinoopornos¢.
Jej nastepstwem jest zmniejszenie syntezy tlenku azotu,
zaburzenie transportu wapnia przez siateczke endopla-
zmatyczng w kardiomiocytach oraz promowanie ekspre-
sji bialek odpowiadajacych za przerost kardiomiocytéw
(takich jak insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-1))
[65]. Badanie przeprowadzone na modelu zwierzgcym
cukrzycy typu 2 wykazato korzystny wplyw trokserutyny
(pdtsyntetycznej pochodnej rutyny) na parametry uktadu
sercowo-naczyniowego przez modulacje szlaku NF-«xB
/IRS1[76]. W wyniku zaburzet metabolicznych zwigzanych
z insulinoopornoscia oraz nadmierng aktywacja uktadu
RAA dochodzi do obnizenia aktywnosci kinazy aktywowa-
nej przez AMP (AMPK), co jednoczesnie wigze sie ze wzro-
stem aktywnosci szlaku kinazy serynowo-treoninowej
mTOR oraz nadekspresja biatek prozapalnych, odpowiada-
jacych zaregulacje wzrostu, wazokonstrykcje oraz zaburze-
nie funkcji rozkurczowej [34]. Wykazano kardioprotekcyjne
dzialanie melatoniny przez zmniejszenie stresu oksydacyj-
nego oraz aktywnoéci wspomnianego szlaku mTOR [31].

W patogenezie uszkodzenia migsnia sercowego w cukrzycy,
oprécz zaburzen metabolicznych, wazng role odgrywa
zaburzenie réwnowagi immunologicznej, ktére moze mie¢
charakter miejscowy i/lub ogélnoustrojowy. Zaréwno
w cukrzycy typu 1, jak i w otyloéci prowadzacej do cukrzycy
typu 2, obserwuje si¢ zaburzong odpowiedz immunolo-
giczng. W badaniu przeprowadzonym na modelu mysim
otylo$ci wywolanej dieta wykazano, ze pod wplywem
,diety zachodniej” (indukujacej insulinooporno$é) zwiek-
sza sie liczba komdrek o profilu prozapalnym (makrofa-
g6éw M1) kosztem komdrek o dziataniu przeciwzapalnym
(makrofagéw M2). Ponadto wzrasta aktywno$¢ metalo-
proteinazy-9 (MMP-9) i szlakéw sygnalowych TGF-beta
zaleznych od biatek Smad, czego nastepstwem jest nasile-
nie proceséw widknienia, przerost kardiomiocytéw oraz
zaburzenie funkgji rozkurczowej [29]. W innych badaniach
wykazano zwigzek miedzy przewagg limfocytéw Th1 oraz
wydzielanymi przez nie INF-gamma oraz IL-18 nad Th2
w macierzy zewnatrzkomdrkowej serca oraz zwigkszonym
widknieniem $rédmigzszowym [61, 74, 75]. W coraz wiek-
szej liczbie prac wskazuje sie na zalezno$¢ miedzy kwasica
ketonowg w przebiegu cukrzycy typu 1, a nasilong odpo-
wiedzig immunologiczno-zapalng powodujaca dysfunk-
cje migsnia sercowego. W jednej z prac opisano u dzieci
zkwasicg ketonowg zwigzek odpowiedzi komérkowej zalez-
nej od limfocytéw pomocniczych Th17 oraz wydzielanymi
cytokinami prozapalnymi (tj. GM-CSF, G-CSF, IL-12p40,
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Tabela 1. Zwiazek miedzy interwencjami terapeutycnymi a podtozem molekularnym w zahamowaniu niewydolnosci serca dowiedzione w badaniach eksperymentalnych

Forma interwendji Skutek R
molekularnym
PPAR 1
: Imniejszenie stresu oksydacyjnego, stanu zapalnego i widknienia SIRT1 1
Restrykgapolamasa w miokardium [69] TNF-a |
TGF-B |
Ochrona komérek Srodbtonka naczyniowego, zapobieganie o
Aktywnos¢ fizycna AN il PAI |
nadkrzepliwosci i wazokonstrykdji [16]
eNOS 1
. o ; ; JAK/STAT |
Metformina Imniejszenie stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego [2] Nif2/HO-1 1
Empaglifiozyna Zahamowanie wtdknienia w miokardium [38] TGF-B-Smad |

Agonista GLP-1 (extendin-4)
Inhibitor DPP-4 (saksagliptyna)

Ograniczenie lipotoksycznosci w migsniu sercowym [70]

PPAR-alfa-(D36 |

Zahamowanie szlakow zwiazanych ze stanem zapalnym, widknieniem NERD/ ML
ARNi (telmisartan/thiorphan) sz ] g TGF-B/ Smad7 |
PP PARP / kaspaza-3 |
6-shogaol zawarty w imbirze Ochrona przed glukotoksycznoscia [3] NF-«B |
JAK/STAT |
Kurkumina Imniejszenie stresu oksydacyjneqo i stanu zapalnego [2] oraz Nrf2/H0-1 1
zahamowanie odktadania kolagenu w miokardium [23] TGF-B|
MAPK |
5o i e VEGF-A T
¢ Ograniczenie przerostu migsnia sercowego [7] oraz zmniejszenie stresu
Melatonina oksydacyinego 31) PKC|
ydacyjneg mIOR |
NF-kB |
Troksuretyna Imniejszenie stresu oksydacyjnego i insulinoopornosci [76] AKT |
IRST1
Kumkwat,, ot pomararic® annlej?zenlg stanu zapalnegoi stresu oksydacyjnego indukowanego AMPKNT2 1
hiperglikemia [77]
PPAR 1
Resweratol Imniejszenie stresu oksydacyjnego w miokardium [5] SIRTT
N ; : : TLR4/NF-kB/IL-1B |
e i i L T s )
¢ 4 T6F-B1/a-SMANimentin |

IL-17) z zaburzeniem funkcji rozkurczowej migénia
sercowego [27]. W innym badaniu, przeprowadzonym
réwniez w grupie miodych pacjentéw z cukrzyca typu
1 i kwasicg ketonowg, opisano obecno$¢ przeciwciat
skierowanych przeciwko biatkom swoistym dla serca,
co sugerowatoby udzial komponenty autoimmunolo-
gicznej w patogenezie kardiomiopatii cukrzycowej [28].
W jednej z ostatnich prac Guo i wsp. wykazali skutecznoéé
triptolide (tj. substancji pochodzacej z chiriskiego ziola
Lei gong teng (Tripterygium wilfordii), o silnych whasci-

wosciach immunosupresyjnych) w regresie kardiomio-
patii cukrzycowej wlasnie przez zahamowanie szlakéw
zwigzanych z aktywnoé$cig immunologiczng (TLR4
/NF-kB/IL-1p), stanem zapalnym (NF-xB/TNF-a/ VCAM-
1) oraz widknieniem (TGF-B1/a-SMA/Vimentin) [24].
Wplyw interwencji terapeutycznych na omawiane czyn-
niki (ich aktywno$¢, a w konsekwencji, zahamowanie
rozwoju niewydolnosci serca w cukrzycy) przedstawiono
w tabeli 1.
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Obecnie coraz wiecej uwagi badacze po$wiecajg mechani-
zmom epigenetycznym, ktére najprawdopodobniej réw-
niez lezg u podloza kardiomiopatii cukrzycowej. Oprécz
metylacji DNA oraz acetylacji histonéw niezwykle obie-
cujgce wydaja sie badania nad mikroRNA. Mate, jedno-
niciowe, niekodujace sekwencje RNA reguluja ekspresje
gendw, odpowiedzialnych za odpowiedz immunologiczng,
aktywacje stanu zapalnego lub apoptoze [21]. Transporto-
wane w egzosomach, umozliwiajg komunikacje miedzyko-
mdrkows, sg stabilne oraz tatwo wykrywalne, dzigki czemu
moglyby by¢ wykorzystane jako markery diagnostyczne.
Udowodniono liczne powigzania miedzy obecnoécig réz-
nych mikroRNA a podiozem patofizjologicznym kardio-
miopatii cukrzycowej [22]. W badaniu przeprowadzonym
na myszach z cukrzycg streptozotocynowg wykazano zwig-
zek miedzy hiperglikemig, zmianami w acetylacji histonéw
i ekspresja czynnika transkrypcyjnego CREM w kardiomio-
cytach, co prowadzito do wiknienia migénia sercowego [6].
Wydaje sie wiec, ze nawet przejéciowe zaburzenia meta-
boliczne przez wywolanie zmian epigenetycznych moga
w dlugotrwaly sposéb determinowaé rozwdj powiktan
cukrzycowych. Bez watpienia lepsze poznanie tych mecha-
nizméw zapewne umozliwi opracowanie nowej, skutecznej
strategii terapeutycznej.

PISMIENNICTWO

PODSUMOWANIE

Podloze patogenetyczne kardiomiopatii cukrzycowej jest
ztozone i rézni si¢ w zaleznosci od typu cukrzycy. Mimo
wielu badan eksperymentalnych oraz obserwacji kli-
nicznych, nadal nie jest wystarczajaco dobrze poznane
- szczegblnie w cukrzycy typu 1. Liczne hipotezy m.in.:
stresu oksydacyjnego, pamieci metabolicznej, modyfika-
¢ji epigenetycznych, zaburzen uktadu immunologicznego,
opisuja podloze patogenetyczne oraz wskazuja na koniecz-
no$¢ stosowania wielokierunkowej terapii. W schorzeniu
tym, wéréd mechanizméw molekularnych wymienia sie
zaburzenie szlakéw zwigzanych z: hiperglikemia (poliolo-
wego, heksozaminowego, kinazy biatkowej C, AGEs), akty-
wagjg stanu zapalnego (NF-B), stresem oksydacyjnym
(Nrf-2), przerostem (MAPK), widknieniem (TGF-f), apop-
toza (PARP), lipotoksycznoécia (PPARs), uktadem RAA
i insulinoopornoscia (mTOR), modyfikacjami epigenetycz-
nymi (CREM). Bez watpienia wyniki badari eksperymental-
nych wymagaja potwierdzenia w badaniach klinicznych,
niemniej jednak daja nadzieje na stworzenie wielokie-
runkowej terapii, ktdra nie tylko skutecznie zapobiegnie
rozwojowi powiklan sercowo-naczyniowych, ale przede
wszystkim wydluzy zycie chorych na cukrzyce.
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6.2. Rola autoimmunizacji w rozwoju powiktan cukrzycowych — przeglad badan.
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Abstrakt

Przewlekte powikiania cukrzycy sa gtéwna przyczyna obnizenia jakosci zycia, niepetnosprawnosci, a nawet
przedwczesnej Smierci pacjentow cierpigcych na te chorobe. Mimo istotnego postepu w dziedzinie farmakoterapii,
ich leczenie pozostaje nadal wyzwaniem w codziennej praktyce klinicznej. Brak terapii przyczynowej wynika
z niewystarczajacego zrozumienia molekularnych mechanizméw uszkadzajacych poszczegdine narzady w cukrzycy.
Uwaza sie, Ze etiopatogeneza tych powikian jest ztozona i zalezy od czynnikéw genetycznych i Srodowiskowych. W ich
rozwoju, oprécz zaburzen metabolicznych zwigzanych z hiperglikemia, nasilenia stresu oksydacyjnego, dysfunkcji
srodbtonka, indukcji stanu zapalnego, coraz czesciej wskazuje sie tez na znaczaca role zaburzen immunologicznych.
Wyniki badan doswiadczalnych przeprowadzonych na zwierzetach, jak réwniez na hodowlach tkankowych, oraz ob-
serwacje kliniczne potwierdzajg udziat uktadu odpornosciowego obejmujacy aktywnos$¢ autoreaktywnych limfocytow
oraz cytotoksyczne dziatanie autoprzeciwciat w rozwoju poszczegdinych powiktan w obu typach cukrzycy. Wydaje sie
zatem, ze zachwianie réwnowagi immunologicznej wyzwalajace autoagresje jest waznym czynnikiem przyczyniajagcym
sie do dysfunkcji poszczegdinych organéw w typach cukrzycy 1i 2.

Doktadne zrozumienie immunopatogenezy tych zaburzen moze zmieni¢ dotychczasowe podej$cie w leczeniu powikian
cukrzycy oraz umozliwi¢ opracowanie skutecznej terapii przyczynowej ukierunkowanej na uktad odpornosciowy. Iden-
tyfikacja swoistych autoprzeciwciat mogtaby usprawni¢ ich wczesng diagnostyke i prewencje. W artykule podjeto probe
analizy czynnikéw ryzyka najczestszych schorzen o podiozu autoimmunizacyjnym, ich zwiazku z typem 1 i 2 cukrzycy
oraz podsumowano potencjalne znaczenie autoagresji w rozwoju jej powikfan w oparciu o wyniki dotychczasowych
badan doswiadczalnych i klinicznych.

Stowa
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powikfania cukrzycowe « podfoze autoimmunizacyjne * autoprzeciwciata « schorzenia autoimmunizacyjne
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Abstract
Chronic, diabetic complications are the major causes of disability, reduced quality of life and premature deaths of

diabetic patients. Despite significant progress in the field of pharmacotherapy, their treatment remains a consider-
able challenge for health care providers. The lack of causal therapy results from an insufficient understanding of the
mechanisms that lead to organ damage in diabetes. It is believed that etiopathogenesis of diabetic complication is
multifactorial and complex and depends on the interplay between genetic and environmental factors. In addition to the
hyperglycemia-associated alterations, enhanced oxidative stress, endothelial dysfunction, induction of inflammation,
recent evidence has pointed out that immunopathogenic mechanisms also play an important role in the development
of these complications.

The results from experimental investigations on animals as well as on tissue cultures and clinical observations have
demonstrated the involvement of the immune system in the pathogenesis of diabetic complications, which consists
in the activity of autoreactive lymphocytes and the cytotoxic effect of autoantibodies. Interestingly, this has been ob-
served not only for type 1 but also for type 2 models of diabetes. Therefore, it seems that the imbalance in the immune
system resulting in self-aggression may be an important factor contributing to the dysfunction of individual organs for
both types of diabetes.

A more thorough understanding of the immunopathogenesis of these disorders may change the current approach for
the treatment of diabetic complications and allow the use of effective, causal therapy targeting the immune mecha-
nisms. ldentification of specific autoantibodies could improve the early diagnosis and prevention of diabetic complica-
tions. The article presents an analysis of risk factors for the most common autoimmune diseases, their relationship with
type 1 and 2 diabetes, and summarizes the potential role of autoimmunity in the development of its complications based
on the results of previous experimental and clinical studies.
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Wstep

Poczatek XX wieku to dynamiczny okres badar nad
uktadem immunologicznym, a wypracowana wtedy koncepcja
Jhorror  autotoxicus”  zakiadata istnienie  mechanizmoéw
chronigcych  organizm przed autoagresja,  ktorych
niezawodno$¢ miata by¢ krytyczna do przezycia organizmu [1].
Kolejne lata badan wykazaty jednak, ze ich dysfunkcja moze
zaistnie¢ i doprowadzi¢ do schorzeri autoimmunizacyjnych
[2], a samo wytwarzanie autoprzeciwciat petni wazng role
W utrzymaniu homeostazy, réwniez w stanie fizjologii [3].
Udowodniono, ze obiektem ataku przeciwciat mogg byé
enzymy, hormony, sktadniki jadra komérkowego, cytoplazmy
lub blon komoérkowych. Przelomem w  zrozumieniu
patogenezy cukrzycy insulinozaleznej byto odkrycie w 1974
r. specyficznych przeciwciat przeciwko komaérkom wysp
trzustkowych [4]. Z biegiem lat wyodrebniono rézne typy
cukrzycy, w zaleznosci od etiologii i przebiegu klinicznego.
Zaburzenia autoimmunizacyjne uznano za podstawowe

czynniki w podiozu patogenetycznym cukrzycy typu 1
i typu LADA, hiperinsulinizm i insulinooporno$¢, w rozwoju
cukrzycy typu 2. W 2001 r. Wilkin zaproponowat ,hipoteze
akceleratora”, wedle ktérej u podioza niewydolnosci
wewnatrzwydzielniczej trzustki s trzy procesy: wrodzone
szybkie tempo apoptozy komoérek beta, insulinoopornos$é
oraz autoimmunizacja [5]. Wedtug tej koncepcji wymienione
procesy wystepujg w kazdym typie cukrzycy, ujawniajac
sie w stopniu zaleznym od czynnikéw genetycznych [6].
Badania nastepnych lat potwierdzity udziat komérek ukfadu
odpornosciowego w patogenezie otylosci i cukrzycy typu
2, sugerujgc wazng role autoimmunizacji w jej rozwoju [7].
Podejrzewa sig, ze zaburzenia metaboliczne zwigzane
z hiperglikemig z czasem ograniczajg prawidiowg funkcje
uktadu immunologicznego, przyczyniajac sie do zwigkszenia
liczby autoreaktywnych limfocytéw oraz uwalniania cytokin
prozapalnych, powodujgc rozw¢j przewlekliego stanu
zapalnego [8]. Badania przeprowadzone na zwierzetach
sugerujg natomiast, ze to zaburzenia autoimmunizacyjne
leza u podioza insulinoopornosci, w wyniku wytwarzania

Tabela 1. Charakterystyka najczestszych schorzen autoimmunizacyjnych

Choroby Autoantygen Przeciwciata wykrywane Czynniki Czynniki Srodowiskowe
autoimmunologiczne W surowicy genetyczne
Autoimmunologiczne za- - tyreoperoksydaza (TPO) - anty-TPO obecne w 80% choroby  polimorfizmy w uktadzie HLA nadmiar jodu,
palenie tarczycy - tyreoglobulina (ATG) Hashimoto i75% Gravesa-Base- klasy I, Il, DR3, B8 [16], niedobor selenu,
- receptory dla TSH dowa (ChGB) w genie CTLA-4, PTPN 22 leki np. sole litu,
- anty-TG w 60% choroby Hashi- i wiele innych oraz zaburzenia IFN-gamma,
moto i30% ChGB [14], epigenetyczne [2] infekcje,
- anty-TSHr obecny w ok. 98% toksyny [17]
ChGB [15]
- dekarboksylaza kwasu - GADA, polimorfizmy w ukfadzie HLA zakazenia wirusowe,
glutaminowego - 1AA, klasy I, I, DQ2, DQ8, PTPN- dieta, toksyny (pochodne
- insulina endogenna - 1A-2, |A2beta, 22, region genu insuliny [19] N-nitrozowe),
Cukrzyca typu 1 - fosfataza tyrozyny -ICA, oraz zaburzenia epigenetyczne  stres, warunki klimatyczne
- antygeny komorek B -ZnT8A, [20] [21]
wysp trzustki obecne co najmniej 4 z nich u 99%
- transporter cynku 8 chorych z cukrzyca typu 1[18]
- 21-hydroksylaza - przeciwko 21-hydroksylazie HLADR3-DQ2/ DR4-DQ8 [22],  zakazenia wirusowe [25],
- 17a-hydroksylaza, obecne u ok. 86% chorych [22]  geny UGT2B28 i ADAM3A [23], stres, leki np. IFN i 11l [26]
Choroba Addisona - P450scc (enzym metylacja DNA [24].

Niedokrwistos¢ zlosliwa

Celiakia

oddzielajacy faricuch
cholesterolu)

- komorki okladzinowe
soladka
- czynnik wewnetrzny

- transglutaminaza
tkankowa (tTG)

- przeciwko komérkom

oktadzinowym zotadka (APCA) u ok.

90% chorych
- przeciwko czynnikowi
wewnetrznemu (IF) u ok. 60%
chorych [27]

- przeciwko tkankowej transgluta-
minazie tTGAb [30], endomysium

EmA i gliadynie AGA obserwowane

u >80% chorych [11]

polimorfizm pojedynczego
nukleotydu rs9606756 genu
transkobalaminy 2 TCN2 [28]

warianty genéw HLA-DQ2,
HLA-DQ8 [31] oraz poli-
morfizmy ponad 40 genow
zwigzanych z uktadem immu-
nologicznym [32]

zakazenie H. pylori [29]

dieta, zaburzenie flory
jelitowej [33]

Na podstawie [2, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36].
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patogennych autoprzeciwciat IgG przez limfocyty B [9] oraz
dysfunkcje limfocytow T CD4+ w trzewnej tkance tluszczowej
[10]. Wydaje sie wiec, ze tak jak zlozona jest patogeneza
obu typoéw cukrzycy, tak i wieloczynnikowa jest etiologia
jej powikfan. Dane z piSmiennictwa sugeruja, ze u ich
podstaw lezg zlozone, wzajemnie powigzane mechanizmy
patofizjologiczne wywotane przez zaburzenia metaboliczne
zwigzane z hiperglikemig, indukcjg stanu zapalnego
oraz autoimmunizacjg. Wynikaja najprawdopodobniej
z interakcji migdzy predysponujagcymi genami a czynnikami
srodowiskowymi. Identyfikacja komponenty immunologicznej
moze nie tylko uzupeini¢ brakujgcg wiedze, ale réwniez
stworzy¢ nowe mozliwosci terapeutyczne. W artykule
przedstawiono analize czynnikéw ryzyka najczestszych
schorzen autoimmunizacyjnych, ich zwigzek z typem 1 2
cukrzycy oraz potencjalng role autoagresji w rozwoju powikan
cukrzycowych.

Epidemiologia i czynniki ryzyka rozwoju choréb
autoimmunizacyjnych

Wedtug danych epidemiologicznych schorzenia
autoimmunizacyjne  dotyczg prawie 9%  populacji,
czesciej wystepujg u kobiet niz u mezczyzn [11]. Wzrost
zachorowalnosci z ich powodu obserwowany szczegolnie
w krajach uprzemystowionych wskazuje na wazny udziat
czynnikéw $rodowiskowych, do ktérych zalicza sie: warunki
klimatyczne, zanieczyszczenie powietrza, status spoteczno-
ekonomiczny, czynniki zakazne, palenie tytoniu, stres, diete
oraz skiad mikroflory jelitowej [12]. Ponadto podejrzewa sie,
ze czynniki Srodowiskowe wptywaja na ekspresje gendw przez
mechanizmy epigenetyczne, ktére moga sie przyczynia¢ do
rozwoju wielu choréb autoimmunizacyjnych [13]. Przyktady
najczestszych  schorzern  autoimmunizacyjnych, znane
autoantygeny, przeciwciata oraz najlepiej poznane czynniki
genetyczne i srodowiskowe uczestniczace w ich patogenezie
przedstawiono w tabeli 1.

Podobienstwo czynnikow genetycznych i srodowiskowych
W rozwoju poszczegdlnych schorzen zdaje sie wiec
czesciowo wyjasnia¢, dlaczego obecnos¢ jednej choroby
autoimmunizacyjnej zwieksza ryzyko rozwoju innej. Niemniej
jednak petne zrozumienie immunopatogenezy uszkodzenia
narzadoéw w danych zespotach chorobowych weigz pozostaje
obiektem badan.

Zwiazek cukrzycy typu 1 z rozwojem innych
choréb autoimmunizacyjnych

Jedng z najczestszych choréb autoimmunizacyjnych,
zwigzana z wystepowaniem wielu powikfan, jest cukrzyca typu
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1. Wedtug metaanalizy opublikowanej w 2019 r. i obejmujgcej
okoto 294 tys. pacjentéw z cukrzycg typu 1, najczestszymi
chorobami autoimmunizacyjnymi wspdtwystepujacymi z nig
sg: autoimmunizacyjne choroby tarczycy (9,8%), celiakia
(4,5%), autoimmunologiczne zapalenie btony $luzowej
zotadka (4,3%), bielactwo (2,4%), choroba Addisona (0,2%)
[37]. Wykazano, ze za predyspozycje genetyczng do rozwoju
kolejnej choroby autoimmunizacyjnej, oprécz cukrzycy
typu 1, moze odpowiada¢ polimorfizm genu PTPN22 oraz
genotyp HLA DRB1*0405-DQB1*0401 [38]. Podejrzewa
sie, ze sposrod czynnikow Srodowiskowych patogenng
role odgrywajg: zakazenia wirusowe (zwtaszcza wywotane
enterowirusami) [39], zaburzenie mikroflory jelitowej [40],
silny stres [41], wzrost poziomu higieny spoteczenstwa
powodujgcy obnizenie liczby infekcji hipotetycznie mogacych
korzystnie stymulowa¢ odporno$¢ [42]. Ochronng role moze
petni¢ karmienie piersig [43], suplementacja witaminy D [44]
oraz spozywanie wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
omega-3 [45].

Zwiazek cukrzycy typu 2 z chorobami
autoimmunizacyjnymi

Najnowsze hipotezy badawcze zakiadaja, ze cukrzyca typu
2, podobnie jak cukrzyca typu 1, moze naleze¢ do schorzen
autoimmunizacyjnych. Wiedza na temat wspélwystepowania
cukrzycy typu 2 z innymi chorobami autoimmunizacyjnymi
jest jednak ograniczona. Analizujgc dane 757 368 pacjentow
z populacji szwedzkiej wykazano zaréwno wyraznie
zwigkszone ryzyko rozwoju cukrzycy typu 2 u pacjentow
z chorobami autoimmunizacyjnymi, jak i wigksze ryzyko
choréb autoimmunizacyjnych u chorych z cukrzycg typu
2 [46]. Przewlekte limfocytarne zapalenie tarczycy jest
najprawdopodobniej chorobg autoimmunizacyjng najczesciej
wspotwystepujacg z cukrzycg typu 2, zwlaszcza u chorych
z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku choréb tarczycy
[19]. Udowodniono, ze w populacji oséb w podesztym
wieku z cukrzyca typu 2 wystepuje 2,5-krotnie wigksze
prawdopodobienstwo wystgpienia autoimmunizacji tarczycy
w poréwnaniu do oséb bez cukrzycy. Mozna wprawdzie
podejrzewaé, iz moze to zaleze¢ od niedoboru witaminy D,
ale nie wykazano zwigzku przyczynowego [47]. Natomiast
wyniki innych badan sugeruja, ze wéréd pacjentéw z cukrzyca
typu 2 Zle wyréwnang, mimo leczenia insuling, ryzyko rozwoju
celiakii jest nieco wyzsze niz w populacji ogéinej [48]. Wydaje
sie zatem, ze komponent autoimmunizacyjny prowadzacy
do niewydolnosci wewnatrzwydzielniczej trzustki w cukrzycy
typu 2 moze mie¢ zwigzek ze zwigkszeniem ryzyka rozwoju
innych choréb autoimmunizacyjnych. Udowodniono, ze
juz w insulinoopornosci i otylosci obserwuje si¢ zaburzong
— wrodzong i nabyta - odpowiedz immunologiczng
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stymulujacg rozwoj przewlektego stanu zapalnego o niskim
stopniu nasilenia [7]. W jednym z badarn wykazano, ze
chorzy z cukrzyca typu 2 powiktang retinopatig cukrzycowg
w poréwnaniu do chorych bez powiklan majg w surowicy
wyzsze stezenia cytokin prozapalnych, tj. TNF-alfa i IL-2 —
wydzielanych przez limfocyty Th1, a nizsze stezenia cytokin
dziatajacych przeciwzapalnie, tj. IL-4 i -10 — wydzielanych
przezlimfocyty Th2 [49]. Coraz wigcej wynikdw badan sugeruje
udziat uktadu odporno$ciowego w patogenezie cukrzycy typu
2 oraz jej powikian, wskazujac na mozliwo$¢ zastosowania
nowych immunoterapii ukierunkowanych na redukcje stanu
zapalnego [50]. W jednym z badar podano, iz metformina
— lek powszechnie stosowany w cukrzycy typu 2 — nie tylko
obniza glikemie, ale réwniez zmniejsza nasilenie stanu
zapalnego przez zmniejszenie liczby makrofagéw typu 1, na
korzys¢ makrofagéw typu 2 wydzielajacych IL-4 i-10 [51] oraz
ogranicza aktywno$¢ szlaku NF-kB i wytwarzanie IL-1B [52].
Od czasu publikacji wynikéw badania CANTOS (Canakinumab
Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study) nowag
perspektywg terapeutyczng stalo sie farmakologiczne
zablokowanie IL-1B w powiktaniach sercowo-naczyniowych
[53]. W duzym randomizowanym prospektywnym badaniu
CANTOS wykazano, ze terapia kanakinumabem, czyli
przeciwciatem monoklonalnym neutralizujgcym dziatanie
IL-1B, zmniejszyta ryzyko czestosci nawracajgcych
zdarzery sercowo-naczyniowych w poréwnaniu z placebo,
niezaleznie od obnizenia stezenia lipidéw [54]. Brak danych
o dlugoterminowym bezpieczenstwie stosowania lekow
biologicznych nadal ogranicza mozliwosci wykorzystania
nowych immunoterapii. Uwzgledniajac wzrost ryzyka rozwoju
cukrzycy typu 2 po zastosowaniu lekdw immunosupresyjnych,
wynikajacy z nasilenia zaburzer metabolicznych, wydaje sie,
Ze sama autoimmunizacja cho¢ obecna w jej patogenezie,
odgrywa zasadniczo mniejsza role niz w cukrzycy typu 1.

Mechanizmy utrzymujace tolerancje na wiasne
autoantygeny a powiktania cukrzycowe

Jednym z gtéwnych zadan ukfadu odpornosciowego jest
utrzymanie tolerancji na wlasne antygeny, a mechanizmy,
ktére za to odpowiadaja, mozna podzieli¢ na centralne
i obwodowe. Zaburzenie tych proceséw mogg spowodowaé
zaréwno czynniki endogenne, jak i egzogenne (ryc. 1).
W procesie dojrzewania limfocytow podstawowe znaczenie
majg znajdujgce sie na nich receptory blonowe oraz ich
zdolnos¢ do rozpoznawania czasteczek gtownego kompleksu
zgodnosci tkankowej (MHC). Jezelilimfocyty stabowigzg MHC,
ulegajg selekcji pozytywnej, czyli tej umozliwiajgcej przezycie.
Natomiast w przypadku silnego wigzania przez limfocyty
MHC - podlegajg selekcji negatywnej, czyli apoptozie [55].
Nawet jezeli w grasicy lub szpiku kostnym zawiodg centralne
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mechanizmy eliminacji autoreaktywnych limfocytéw, to ich

eliminacja powinna nastgpi¢ w narzadach obwodowych.

Do mechanizméw obwodowych zabezpieczajgcych przed

aktywnoscig autoreaktywnych limfocytow zalicza sie:

+  sekwestracje antygenu, czyli oddzielenie go od limfocytow
barierg anatomiczna;

+ delecie klonalna,
limfocytow;

+ anergie klonalna, tj. wprowadzenie ich w stan ,uspienia”
oraz

+ aktywna supresje z udziatem limfocytéw pomocniczych
[48].

Najlepiej poznanymi komérkami uktadu odporno$ciowego

uczestniczacymi w destrukcji komérek beta wysp trzustki

sg autoreaktywne limfocyty T cytotoksyczne oraz swoiste

przeciwciata wydzielane przez autoreaktywne limfocyty B.

W zaburzeniach autoimmunizacyjnych u chorych z cukrzyca

prawdopodobnie réwnie wazng role odgrywajg inne grupy

komérek, ktére uczestniczg w utrzymaniu mechanizméw

tolerancji na wiasne antygeny.

Jedng z subpopulacji limfocytéw pomocniczych sg
limfocyty regulatorowe (Treg) CD4+CD25+ uwazane za
gtbwne w utrzymywaniu réwnowagi immunologiczne;j.
Mutacja w swoistym dla nich czynniku transkrypcyjnym Foxp3
jest zwigzana z rozwojem wielu choréb autoimmunizacyjnych
[68]. Mniejszg liczbe limfocytow Treg obserwowano
zaréwno w cukrzycy typu 1 [59], jak i 2 [60]. Istotne, Ze
zachwianie proporcji w subpopulacjach poszczegélnych
limfocytéw korelowato z rozwojem powiktan cukrzycowych.
Wykazano zmniejszenie liczby limfocytéw Treg u chorych
z cukrzycg typu 1 oraz powikfaniami sercowo-naczyniowymi,
w poréwnaniu do chorych bez powikfan [61]. W cukrzycy typu
2 zaobserwowano natomiast zalezno$¢ miedzy mniejszg
liczbg limfocytéw Treg a obecnoscig nefropatii cukrzycowej
[62]. Obecnos¢ tego powiktania wigzata sie réwniez z wieksza
liczbg limfocytéw T pomocniczych typu 17 (Th17) [62], ktore
wydzielajg IL-17, sprzyjajacq indukcji autoimmunizacyjnego
zapalenia tkanek [63]. Uwaza sie, ze Th17 odpowiadajg za
rozwoj przewlektego stanu zapalnego w obu typach cukrzycy
[64]. W niedawnych doniesieniach wskazuje sie mozliwos¢
wykorzystania przeciwciala monoklonalnego przeciwko
Th17, jako potencjalng opcje terapeutyczng w retinopatii [65]
i nefropatii cukrzycowej [66] oraz w zahamowaniu schytkowej
niewydolnosci nerek u chorych z cukrzyca [67].

Inng grupg komoérek kontrolujgcych funkcje uktadu
odpornosciowego przez uczestnictwo w  centralnych
i obwodowych mechanizmach tolerancji sg komorki
dendrytyczne [66]. Jako komorki prezentujgce antygen
odgrywaja wazna role w ograniczeniu nadmiernej aktywnosci
limfocytéw T, B lub makrofagéw. Jak wykazano odpowiadajg
za to facznie z receptorami, takimi jak CTLA-4 oraz PD-1
ulegajgcymi  wzmozonej ekspresji na aktywowanych

czyli apoptoze autoreaktywnych
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komérkach  uktadu  odpornosciowego.  Udowodniono,
ze zahamowanie tych receptoréw przez przeciwciata
monoklonalne zwieksza ryzyko rozwoju cukrzycy typu 1
[68]. Na podstawie badar do$wiadczalnych — wymagajacych
jednak potwierdzenia w badaniach klinicznych — niedojrzate
komérki dendrytyczne tacznie z limfocytami Treg mogtyby
na wczesnym etapie zatrzymaé proces autoimmunizacyjny
i rozw¢j cukrzycy insulinozaleznej [21]. Dysfunkcje komérek
dendrytycznych wigze sie roéwniez z uszkodzeniem
$rodbtonka [69] oraz stanem zapalnym niskiego stopnia
tkanki tluszczowej u chorych z cukrzyca typu 2 [70].

Komérkami uznawanymi za ,pomost” miedzy odpowiedzig
wrodzong i habytg w zachowaniu tolerancji na autoantygeny
sq komoérki NK [56]. Uczestniczg w powstawaniu ,komérek
pamieci”, przez wydzielanie IFN-y moga sie przyczynia¢ do
nadmiernejiniekontrolowanejodpowiedziautoimmunizacyjnej,
w ktérej posredniczg autoreaktywne komoérki T. Zachwianie
rownowagi miedzy réznymi podgrupami komérek NK
obserwowano w zaostrzeniu cukrzycy insulinozaleznej [71].
Dysfunkcja komoérek NK opisywana byta réwniez u kobiet
w cigzy i jest powigzana z rozwojem insulinoopornosci
i otytosci [72, 73].

Stwierdzany wzrost ryzyka rozwoju powiktan cukrzycowych
wraz z wiekiem oraz czasem trwania cukrzycy moze réwniez
tlumaczy¢ zjawisko immunosenescencji, czyli starzenia sie

TOLERANCJA
CENTRALNA

Szpik kostny

Graslca

Delecja kionalna:
- selekcja pozytywna
-selekcja negatywna

uktadu odporno$ciowego, ktérego nastgpstwem jest staly,
przewlekly stan zapalny [8, 74].

Autoprzeciwciata jako markery
powikian cukrzycowych

Identyfikacja autoprzeciwciat i wykazanie ich zwigzku
zposzczegodinymi chorobami stato sie pomocne wdiagnostyce,
inicjujac podziat schorzen autoimmunizacyjnych w zaleznosci
od umiejscowienia na narzagdowoswoiste, np. cukrzyca
typu 1 oraz nieswoiste, takie jak np. toczen rumieniowaty
uktadowy [75]. Ten podziat wydaje sie jednak niedoskonaty,
jezeli uwzgledni sie zakres obserwowanych objawéw,
ktére wykraczajg poza jeden narzad — nawet w chorobach,
w ktérych wykrywa sie przeciwciata swoiste narzgdowo, np.
w cukrzycy typu 1. Wiedza na temat obecnosci autoprzeciwciat
i ich znaczenia w progresji powiktar cukrzycowych nadal
jest ograniczona (tabela 2). Wykorzystanie ich jako
markeréw  diagnostycznych umozliwitoby  identyfikacje
chorych najbardziej zagrozonych rozwojem poszczegélnych
powikfan cukrzycowych oraz wczesng prewencie, dlatego sg
przedmiotem wielu badan, ktére przedstawiono nizej.

TOLERANCJA
OBWODOWA

$ledziona
Wezly chionne

- sekwestracja antygenu
- delecja kionalna
- anergla kionalna

Rycina 1. Mechanizmy tolerancji centralnej i obwodowej, podzbiory komorek uktadu odpornoéciowego zaangazowane w ich regulacje
(szczegoty w tekscie) oraz gtowne czynniki zaburzajace ich funkcjonowanie, wg [54, 56, 57]
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Autoprzeciwciata w retinopatii cukrzycowej

W retinopatii cukrzycowejjednym z pierwszych autoantygendéw
podejrzewanych o wywotywanie reakcji autoimmunizacyjnej
byly perycyty, czyli multipotencjane komérki petnigce wazng
role w prawidtowym funkcjonowaniu naczyn krwiono$nych
siatkowki. Obecnos¢ przeciwciat przeciwko nim wykazano,
co istotne, réwniez u chorych w stanie przedcukrzycowym
z tendencjg obnizania sie ich miana w miare wzrostu stopnia
zaawansowania retinopatii [77]. Potwierdzono réwniez bardzo
czeste wystepowanie autoprzeciwciat przeciwko perycytom
u chorych z nieproliferacyjng postacig retinopatii cukrzycowej
(~55%), a zmniejszenie ich miana w miare rozwoju choroby
powigzano z utratg perycytow [78]. W innym badaniu
dowiedziono natomiast nie tylko wyzsze stezenie przeciwciat
przeciwko perycytom u chorych z cukrzyca typu 2 i retinopatia,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ale réwniez wykazano
zwigzek z wigksza aktywnoscig komérek dopetniacza (C3a
i C5a) [79]. W badaniach przeprowadzonych w niewielkich
grupach chorych wykazano obecnos$¢ innych autoprzeciwciat,
ktére prawdopodobnie uczestniczg w destrukcji narzadu
wzroku u chorych z cukrzyca. Byly to:

+ przeciwciata przeciwko utlenionej postaci lipoprotein
o matej gestosci, obserwowane czesciej u chorych
z cukrzycg typu 2, powiktang retinopatig proliferacyjng
i najprawdopodobniej powigzane ze stanem zapalnym
[80, 81];

+ przeciwciata przeciwko anhydrazie weglanowej I,
korelujace z wystepowaniem retinopatii u chorych
z cukrzyca typu 1 [84];

+  przeciwciata przeciwko mieloperoksydazie i kolagenowi
I, korelujgce z zaostrzeniem retinopatii [82, 85];

+ przeciwciata przeciwko heksokinazie 1 i fumarazie
obserwowane czesciej u chorych z cukrzycowym
obrzekiem plamki zottej [18, 83].

Autoprzeciwciata w nefropatii cukrzycowej

Powiktaniem  cukrzycowym, w  ktérego  rozwoju
najprawdopodobniej biorg udziat czynniki immunologiczne,
jest nefropatia cukrzycowa. W badaniu przeprowadzonym
na modelu zwierzecym cukrzycy typu 1 (u nieotylych myszy
z cukrzycg, NOD - non-obese diabetic mice), wykazano
udziat zaréwno komérkowej, jak i humoralnej odpowiedzi

Tabela 2. Podejrzewane autoantygeny bedace obiektem autoagresji w patogenezie wymienionych powiktan cukrzycy

Nazwa powikfania Autoantygeny Pismiennictwo
Mikroangiopatie kolagen typu IV [76]
Retinopatia perycyty [77,78,79]
oxLDL 80, 81]
MPO [82]
heksokinaza 1 (18]
fumaraza (3]
anhydraza weglanowa Il [84]
kolagen typu Il [85]
Nefropatia oxLDL [86, 87]
komoérki srédblonka [88]
Neuropatia obwodowa gangliozydy [89, 90]
Neuropatia autonomiczna komarki zwoju wspoiczulnego rdzenia nadnerczy [91]
Niewydolnos¢ serca w cukrzycy a-MyHC, vimentyna, K alpha 1-tubulina, troponina, aktynina 2 [92, 93]
Gastropareza GnRH1, progonadoliberyna-2 , LH [33, 94]
Neuroartropatia oksydacyjnie zmodyfikowany kolagen typu Il [95]
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immunologicznej, juz we wczesnych stadiach rozwoju
tego powiktania. Wykryto m.in. obecno$¢ autoprzeciwciat
skierowanych przeciwko sktadnikom kiebuszkéw nerkowych,
ktorych nie byto u myszy bez cukrzycy. Obserwowane zmiany
immunologiczne wystepujace pod postacig ztogéw IgG
i komorek dopetniacza C3 korelowaty ze wzrostem albuminurii
i rozwojem niewydolnosci nerek [96]. Podobne wyniki
uzyskano w badaniu pilotazowym przeprowadzonym u dzieci
z cukrzyca typu 1, w ktérym wykazano obecnos¢ krazacych
komplekséw immunologicznych, ztoZzonych z autoprzeciwciat
IgG, ktére najprawdopodobniej byly przyczyng rozwoju
nefropatii [97]. Innym z autoantygenéw podejrzewanych
0 udziat w rozwoju powikar nerkowych u chorych z cukrzycg
sgq zmodyfikowane czasteczki lipidow, znane z wiasciwosci
prozapalnych. W badaniu przeprowadzonym wéréd niewielkiej
grupy chorych z cukrzycg typu 1 wykazano obecnosé
autoprzeciwciat przeciwko zmodyfikowanym czasteczkom
lipoprotein, ktorych liczba korelowata ze stopniem uszkodzenia
nerek [87]. Podobne wyniki badan uzyskano oceniajgc 905
chorych z cukrzycg typu 2, u ktérych obecno$¢ przeciwciat
IgG reagujacych ze zmodyfikowanymi formami lipoprotein
tworzyta krazace kompleksy immunologiczne, korelujace
z obecnoscig albuminurii [86]. W jednym z niedawnych
badan wykazano ponadto obecno$¢ podwyzszonego miana
przeciwciat przeciwko kolagenowi IV u chorych z cukrzycg
insulinoniezalezng i nadcisnieniem tetniczym, ktérych
liczba korelowata z obecnoscig powiktann o charakterze
mikroangiopatii  [76]. Autoantygenem  podejrzewanym
0 udziat w patogenezie nefropatii cukrzycowej sg komorki
srodbfonka. W badaniu VA NEPHRON-D obejmujacym
305 chorych z cukrzycg typu 2, obecno$¢ przeciwciat
przeciwko komérkom $rédbtonka miata zwigzek ze stopniem
albuminurii, rozwojem schytkowej niewydolnosci nerek
oraz ze $miercig z przyczyn nerkowych [88]. Na podstawie
tych badan wysunieto podejrzenie, iz odpowiada za to
zmniejszona liczba regulatorowych limfocytéw B, o fenotypie
CD19+CD24hiCD38hi obserwowana u chorych z nefropatig
cukrzycowa [98]. Jak wykazano w innym badaniu, aktywnosé
nefropatii u chorych z cukrzyca korelowata réwniez z wieksza
liczbg limfocytéw folikularnych CD4+CXCR5+ oraz stezeniem
IL-6 i -17 [99], o wiasciwosciach prozapalnych.

Autoprzeciwciata w neuropatii cukrzycowej

Neuropatia cukrzycowa jest najczestszym, przewleklym
powiktaniem cukrzycy o zlozonej i wcigz niewystarczajgco
poznanej etiologii. Oprécz teorii metabolicznej i naczyniowej
wyjasniajacych jej patogeneze [100], coraz wiecej badan
wskazuje na udziat czynnikéw immunologicznych.
W badaniach z ostatnich lat zwracano uwage na role
receptoréw Toll-podobnych (TLR), ktére odpowiadajg za
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prawidtowe odréznienie antygendw ,wiasnych” od ,obcych”
oraz regulujg odpowiedz immunologiczng. Sugeruje sie,
Ze sygnalizacja zwigzana z receptorem TLR 2 i 4 wplywa
na rozwdj neuropatii czuciowej zwigzanej z zaburzeniami
metabolicznymi [101]. Wykazano réwniez istotnie wyzsze
miano przeciwciat przeciwjgdrowych ANA w surowicy krwi
pacjentéw z obwodowa neuropatig cukrzycowa w poréwnaniu
do grupy kontrolnej [102]. Zauwazono tez zalezno$é
miedzy mianem przeciwciat  przeciwgangliozydowych
w surowicy chorych z cukrzycg i obwodowg neuropatig
czuciowg a stezeniem biatka ostrej fazy (CRP), czynnika
wzrostu nowotworéw (TNF-alfa) oraz inhibitora aktywatora
plazminogenu (PAI-1) [89], co wskazywatoby na $cistg
zalezno$¢ migdzy procesami autoimmunizacyjnymi i indukcjg
stanu zapalnego.

Mimo ze obecnos$¢ autoprzeciwciat badana jest od wielu
lat, ich rola nadal nie jest doktadnie poznana, a wyniki badan
czesto sg sprzeczne. W badaniu 394 pacjentdéw z cukrzyca
typu 1 wskazano czestsze wystepowanie autoprzeciwciat
przeciwko strukturom uktadu autonomicznego w poréwnaniu
do zdrowych osobnikéw, bez zwigzku z rozwojem retinopatii,
nefropatii lub neuropati  obwodowej [91]. Natomiast
w badaniu prospektywnym, przeprowadzonym w grupie 112
pacjentéw z cukrzyca typu 1 w czasie 16-letniej obserwacji,
wykazano zwigzek miedzy obecnoscig przeciwciat przeciwko
strukturom autonomicznego uktadu nerwowego a ryzykiem
rozwoju neuropatii uktadu autonomicznego. Nieobecno$é
przeciwciat prawie w 90% wigzata sie z prawidtowymi
wynikami testéw oceniajgcych uktad autonomiczny, takich
jak proba Valsalvy lub test glebokich oddechéw [103].
Zwigzku miedzy wymienionymi przeciwciatami a dysfunkcjg
uktadu autonomicznego nie wykazano w grupie chorych
z cukrzycg typu 2 [104], co sugerowatoby odmienne podioze
patogenetyczne rozwoju neuropatii w obu typach cukrzycy.

Autoprzeciwciata w niewydolnosci
serca w cukrzycy

Coraz wigcej badan wskazuje, ze podioze patogenetyczne
kardiomiopatii cukrzycowej jest ztozone i rozni sie w zaleznosci
od typu cukrzycy, przy czym w cukrzycy typu 1 znaczaca
role w jej rozwoju moze odgrywa¢ autoimmunizacja [105].
Proponowanym autoantygenem komérek T CD 4+ w rozwoju
kardiomiopatii cukrzycowej jest izoforma a taficucha ciezkiego
miozyny (a-MyHC). Dowiedziono, ze zardwno w mysim
modelu spontanicznego zapalenia migénia sercowego, jak
i u ludzi z zapaleniem migsnia sercowego, w $rodszpikowych
komoérkach nabtonkowych grasicy (mTEC) i obwodowych
limfoidalnych komoérkach zrebu brakuje transkryptow genéw
kodujacych a-MyHC, dlatego naruszona zostaje centralna
tolerancja wobec tego autoantygenu [106]. Wykazano, ze
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w zwierzecym modelu cukrzycy typu 1 u nieotytej myszy
(NOD) po zawale serca wystapito przedtuzone wytwarzanie
autoprzeciwcial przeciwko a-miozynie sercowej, ktore
nie wystepowalo w modelu myszy bez genetycznej
predyspozycji do rozwoju cukrzycy typu 1 (C57BL/6). Co
istotne, wytwarzanie autoprzeciwciat korelowato z naciekiem
limfocytarnym i destrukcjg migsnia sercowego, wywotlujac
rozwoj niewydolnosci serca [92]. Podobne wyniki uzyskano
u chorych z cukrzyca typu 1 po zawale serca, u ktérych prawie
u 83% badanych stwierdzono obecno$¢ autoprzeciwciat
przeciwko a- i B-miozynie sercowej, troponinie sercowej
lub aktyninie-2, w zestawieniu z chorymi po zawale migsnia
sercowego, bez cukrzycy (przeciwciata byly obecne tylko
u 4% badanych) lub z cukrzycg typu 2 (przeciwciata
byly obecne u 15% badanych) [92]. W innym badaniu
zasugerowano, iz czynnikiem wyzwalajagcym wytwarzanie
przeciwciat przeciwsercowych u chorych na cukrzyce typu
1 moze by¢ incydent kwasicy ketonowej. Wyniki tych badan
wskazywaly na zwigzek miedzy obserwowang w surowicy
chorych po incydencie kwasicy ketonowej obecnoscig
przeciwcial przeciwko miozynie sercowej, vimentynie
i K alpha 1-tubulinie, a wytwarzaniem cytokin prozapalnych
prowadzacych do rozwoju kardiomiopatii cukrzycowej [93].
W badaniu kohortowym potwierdzono zwiazek migdzy
obecnoscig przeciwciat przeciwsercowych, a stanem
zapalnym i podwyzszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym,
przy czym zaleznos¢ ta byta istotniejsza u pacjentéw ze ztym
wyréwnaniem metabolicznym i wystepowata tylko w typie 1
cukrzycy [107]. Powyzsze obserwacje moga wyjasni¢ gorszy
przebieg i rokowanie incydentéw sercowo-naczyniowych
u pacjentéw z cukrzycg typu 1, wskazujac na wazny udziat
dysfunkcji w uktadzie immunologicznym.

Autoprzeciwciata w enteropatii cukrzycowej

Wedtug najnowszej hipotezy u podioza enteropatii cukrzycowej
lezy nie tylko neuropatia autonomiczna, ale réwniez zaburzenie
rownowagi miedzy stezeniem insulinopodobnego czynnika
wzrostu (IGF-1), a biatkiem wigzacym insulinopodobny
czynnik wzrostu (IGFBP-3). Podejrzewa sie, ze obnizenie
stezenia IGF-1 w surowicy chorych z cukrzycg typu 1,
przy wzroscie stezenia IGFBP-3, wplywa na aktywnosc¢
receptora TMEM219, znajdujgcego sie w kryptach jelitowych,
uruchamiajgc szlak kaspaz zaburzajgcych réznicowanie
komérek macierzystych okreznicy [108, 109]. Brak
negatywnego wptywu IGF-| na wydzielanie hormonu wzrostu
powoduje jego nadmierne wydzielanie oraz moze wplywacé na
rozwoj powiktan naczyniowych [110]. Najnowsze doniesienia
sugerujg ponadto zwigzek miedzy réwnowaga hormonaing
a autoimmunizacjg w rozwoju enteropatii cukrzycowej.
Hormon uwalniajacy gonadotroping (GnRH1) coraz czesciej
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postrzegany jest jako gtéwny neuroprzekaznik w jelitowym
uktadzie nerwowym, a przeciwciata przeciwko niemu moga
mie¢ zwigzek z przewleklymi zaburzeniami Zotgdkowo-
jelitowymi u chorych z cukrzycg [33]. Wykazano wyzsze
miano przeciwciat przeciwko GnRH1, progonadoliberynie-2,
hormonowi luteinizujgcemu (LH) u chorych z cukrzyca
i zaburzeniami zotadkowo-jelitowymi w poréwnaniu do grupy
kontrolnej [94]. Badanie przeprowadzono jednak w niewielkiej
grupie chorych, dlatego do okreslenia dokfadnej roli tych
autoprzeciwciat w patogenezie powiktan cukrzycowych oraz
wykorzystania tej wiedzy w praktyce potrzeba jeszcze wielu
badan.

Autoprzeciwciata w rozwoju stawu Charcota

Powiktaniem cukrzycowym silnie zwigzanym z neuropatia,
ktérego poditoze wcigz pozostaje nie w pelni poznane, jest
neuroartropatia Charcota. W jednym z badan obejmujgcym
124 chorych z cukrzyca typu 2 wykryto obecno$¢ przeciwciat
przeciwko oksydacyjnie zmodyfikowanemu kolagenowi
typu Il u chorych z neuroartropatig, co sugerowatoby udziat
czynnikéw autoimmunizacyjnych w jej patogenezie [95].
Biorgc pod uwage przebieg i ciezkos¢ tego powiktania
oraz brak skutecznej przyczynowej terapii, wydaje sie, ze
pogtebienie wiedzy o immunopatogenezie tego powikiania
mogtoby zosta¢ wykorzystane w opracowaniu terapii, ktora
umozliwitaby skuteczne zahamowanie destrukcji aparatu
kostno-stawowego u chorych z cukrzyca.

Podsumowanie

Najnowsze doniesienia badawcze sugerujgce wazny udziat
uktadu odpornosciowego w rozwoju nie tylko typu 1, ale
rowniez typu 2 cukrzycy oraz obserwowany ich zwigzek
z innymi schorzeniami o podiozu autoimmunizacyjnym
zZmieniajg sposéb postrzegania patogenezy powikian
cukrzycowych. Na podstawie przegladu badan mozna
stwierdzi¢, ze komponenta autoimmunizacyjna powodujgca
ich rozwdj, cho¢ obecna w obu typach cukrzycy, bardziej
wyrazona jest w cukrzycy insulinozaleznej, szczegolnie
w powikfaniach sercowo-naczyniowych, negatywnie rzutujgc
na przebieg choroby. Tym samym konieczne wydaje sie
odmienne podejécie terapeutyczne do tych powikian,
w zaleznosci od dysfunkcji w ukladzie immunologicznym
pacjenta. Jak wykazano, opisane wyniki wskazujgce na
udziat autoagresji w uszkodzeniu poszczegélnych narzadow
w cukrzycy — cho¢ majg charakter eksperymentalny i dotycza
modeli zwierzecych — mogaq zainspirowac¢ badania kliniczne
i by¢ moze wypracowa¢ nowe standardy leczenia powiktan
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cukrzycy z wykorzystaniem terapii ukierunkowanych na uktad
odpornosciowy.

Wykaz skrotow

ANA - przeciwciata przeciwjgdrowe  (anti-nuclear
antibodies), APCA — autoprzeciwciata przeciwko komérkom
oktadzinowym zotadka (anti-parietal cell antibody), CTLA-
4 — antygen 4 limfocytéw T cytotoksycznych (cytotoxic T cell
antigen 4), FOXP3 — czynnik transkrypcyjny FOXP3 (forkhead
box P3), GADA - przeciwciata przeciwko dekarboksylazie
kwasu glutaminowego (anti-glutamic acid decarboxylase
antibody), GnRH1 - hormon uwalniajgcy gonadotropine
(gonadotropin-releasing hormone), HLA — antygeny ludzkich
leukocytow (human leukocyte antigen), IAA - przeciwciata
przeciwinsulinowe (insulin autoantibodies), IA2 - przeciwciata
przeciw fosfatazie tyrozyny (insulinoma-associated antigen
2), ICA — przeciwciata przeciwwyspowe (islet cell antibodies),
IF — czynnik wewnetrzny (intrinsic factor), IFN — interferon,
IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth
factor), IGFBP3 — biatko wigzace insulinopodobny czynnik
wzrostu (insulin-like growth factor-binding protein 3), IL —
interleukina (interleukin), LH— hormon luteinizujgcy (luteinizing
hormone), MHC — gléwny ukfad zgodnosci tkankowej (major
histocompatibility complex), MPO - mieloperoksydaza
(myeloperoxidase), NK — naturalne komorki cytotoksyczne
(natural killers), OxLDL - utleniona posta¢ lipoprotein
o niskiej gestosci (oxidized low-density lipoproteins), PD-1 —
receptor programowanej $mierci (programmed death receptor
1), PTPN22 - niereceptorowe biatko fosfatazy tyrozynowej
typu 2 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22),
P450scc - enzym oddzielajacy boczny faicuch cholesterolu
(cholesterol side-chain cleavage enzyme), Tc — limfocyty T
cytotoksyczne (T cytotoxic), Th — limfocyty T pomocnicze (T
helper), TLR - receptory Toll-podobne (Toll-like receptors),
TRAb - przeciwciata wigzace sie z receptorem TSH,
Treg - limfocyty T regulatorowe (T regulatory cells), tTG —
transglutaminaza tkankowa (tissue transglutaminase), ZnT8A
— przeciwciata przeciwko transporterowi cynku 8 (antibodies
against the zinc transporter 8).
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Abstract

Introduction: Tt has been hypothesized that autoimmunity may contribute to cardiovascular complications and may be an important trig-
ger for processes leading to atherosclerosis, especially in type 1 diabetes mellitus (1'1DM). This pilot study aimed to answer the question of
whether markers of thyroid autoimmunity are associated with increased carotid intima-media thickness (cIMT) in young, asymptomatic
T1IDM women.

Material and methods: The study population consisted of 102 women, including 72 with TIDM and 30 healthy controls. All patients had
thyroid hormones within the normal range. According to the antiperoxidase antibodies (aTPO) titre, the TIDM women were divided into
an alPO-positive (I1TDM aTPO+) (n = 41) and an a1PO-negative (ITDM alPO ) (n = 31) group. In all patients, a1PO, thyroglobulin
antibody (aTC) titres, thyroid-stimulating hormone (TSH), free thyroxine (FT3), free triiodothyronine (FT4), lipid parameters, glycated
haemoglobin, thyroid ultrasonography, and cIMT assessment were evaluated. The association of c(IMT with different risk factors related
to thyroid autoimmunity was determined.

Results: Carotid intima-media thickness was significantly greater in TIDM aTPO+ females (0.66 + 0.10 mm) than in TIDM
aTPO- (0.59 £ 0.11 mm) and healthy controls (0.58 = 0.10 mm) (p — 0.007, p — 0.001, respectively). In all women cIMT was significantly,
positively correlated with aTPO (p — 0.005, r — 0.273), Hashimoto’s thyroiditis (HT) duration (p — 0.00015,r — 0.367), levothyroxine dose per
week (p = 0.006, r = 0.269), and ultrasound features of H1 (p = 0.004, r = 0.281) and inversely with f13 concentration (p = 0.014, r = 0.243)
and FT3/FT4 ratio (p = 0.042, r = -0.201). A logistic regression analysis showed that ITT duration (OR: 1.102,95% CI: 1.008-1.206, p = 0.032)
and a positive history family of ITT (OR: 3.909, 95%CI: 1.014-15.071, p = 0.045) were risk factors for increased cIMT. [ Towever, multivariate
regression analysis showed that the studied parameters related to thyroid autoimmunity are notindependent risk factors forincreased ¢IMT,
Conclusions: We expanded the data on cIMT in young women with T1IDM and showed that thyroid autoimmunity, and in particular the
duration of exposure to anti-thyroid antibodies, despite adequate levothyroxine substitution, is associated with subclinical atherosclerosis in
young women with TIDM. However, thyroid-related paramcters are not independent risk factors for increased cIMT in cuthyroid women.

Key words: type 1 diabetes; thyroid autoimmunity, anti-thyroid antibodies; atherosclerosis

Introduction opment of diabetic complications, of which the most
significant association is suspected in CV complica-

Type 1 diabetes mellitus (TTDM) has an autoimmune  tion in TIDM [3]. It seems that an imbalance in the
aetiology and is associated with many complications, ~ immune system may be a key trigger of processes un-
of which cardiovascular (CV) diseases caused by ac-  derlying atherosclerosis, which include inflammation
celerated atherosclerosis remain the most challenging  [4], endothelial dysfunction [5], and accumulation of
in clinical practice [1]. Coexistence of autoimmune  prothrombotic factors [6]. Tnterestingly, autoimmune
disorders, of which IHashimoto's thyroiditis (HT) is the  factors in CV complications appear to be particularly
most common [2], is believed to amplify the elevated  relevant in women. It was found that the antioxidant
CV risk. However, evidence that thyroid autoimmunity ~ and anti-inflammatory effects of oestrogen observed
is a predictor of atherosclerosis is controversial. in healthy women are due to the regulatory Th2, mac-
An increasing number of reports indicate the  rophage, and T regulatory cell immune response and
involvement of immunological factors in the devel-  are probably disrupted in the presence of autoimmune

Beata Mrozikiewicz-Rakowska, Department of Diabetology and Internal Diseases, Medical University of Warsaw, Poland;
e-mail: rakowskab123@gmail.com

This article is available in open access under Creative Common Attribution-Non-C Mo Derivatives 4.0 {CC BY-NC-ND 4.0) license, allowing to download articles 1
and share them with others as long as they credit the authors and the publisher, but without permission to change them in any way or use them commercially

48



Thyroid autoimmunity in subclinical atherosclerosis in young women with TIDM

Magdalena Maria F.ukawska-Tatarczuk et al.

disease [7]. This may explain the increased CV risk in
premenopausal women with TIDM compared to those
without diabetes as well as the sex differences in CV
disease development [8]. In fact, a recent meta-analysis
has reported that women with diabetes have a 58% and
13% greater risk of coronary heart disease and all-cause
mortality, respectively, compared to men with the same
disease [9]. The latest guidelines of the European Society
of Cardiclogy suggest that CV complications increase
most in young women with early onset 111DM, high-
lighting the need for further research on new CV risk
factors specific to this group [10].

It is estimated that up to 25% of people with TIDM
have elevated thyroid antibodies, and about half of
them will develop clinical autoimmune thyroid disease
[11]. There is increasing evidence that coexistence of
diabetes and thyroid disease leads to endothelial dam-
age, which has asignificantimpact on the development
of macro- and microangiopathic complications [12].
Despite the proven impact of already subclinical hypo-
thyroidism on the increased CV risk in young patients
with TIDM [13], the data on the influence of the thyroid
autoimmunity on the CV system in euthyroid patients
are still inconclusive [14, 15]. Thus, the aim of this study
was to answer the question of whether thyroid markers
of immunological response are associated with elevated
carotid intima-media thickness (cIMT) in young women
with TTDM, providing new insight into CV risk factors
in this group of patients.

Material and methods

Study population

Atotal of 72 female with TIDM were prospectively recruited from
the patients of the Diabetes Outpatient Clinic of the Central Clinical
Iospital of the Ministry of Internal Affairs in Warsaw between May
2018 and October 2020. Data on duration of diabetes, daily insulin
dose, levothyroxine dose per week, presence of microangiopathy
complications, and family history of HT were collected from the
medical interview and past medical records. The inclusion criteria
were diagnosis of TIDM, age 18-40 years, female sex, glycated hae-
moglobin (HbA ) < 10%, body mass index (BMI) < 30 kg/m? and
current euthyreosis status in laboratory tests. The exclusion criteria
were as follows: smoking behaviour, pregnancy, hypertension,
history of any other CV disease, infectious disease, kidney disease,
and taking any medication other than insulin or levothyroxine. The
diagnosis of HT was established based on standard criteria: positive
aTPO or thyroglobulin antibody (aTG) and a typical ultrasound
image. Based on laboratory tests, patients with TIDM were divided
into antiperoxidase antibody (a1PO)-positive (11DM aTPO+) and
aTPO-negative (T1IDM aTPO-) subgroups.

The control group consisted of healthy medication-free,
age-matched women. Inclusion criteria were as follows: age 18-40
years, female sex, BMI < 30 kg/m?, and no history of diabetes, CV
disease, hypothyroidisi, or any other disease. Patients with posi-
tive antithyroid antibodies and with HT features on ultrasound
examination were excluded from the control group.

The study protocol was approved by the Lthics and Surveillance
Committee for Research in [Tuman and Animal Sciences at the
Central Clinical Hospital of the Ministry of Internal Affairs in War-
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saw and was conducted according to the Declaration of ITelsinki.
All participants had signed an informed consent form before they
were included within the study.

Anthropometric, laboratory, and ultrasound data
Interview and physical examination were performed for all study
participants. The body mass index (BMI) was determined as
body weight [kg]/height [metres] squared. For laboratory tests,
thyroid-stimulating hormone (TSIT) (normal values 0.27-4.2
wIU/mL), free thyroxine (I'T4) (normal values 0.93-1.7 ng/dlL), free
triiodothyronine (FT3) (normal values 2-4.4 pg/mL, aTG (positive
values were > 115 [U/mL), aTPO (positive values were > 34 IU/mL),
HbA , and lipid concentrations were performed in the morning
after an overnight fast in the hospital laboratory using standard
methods. The [13:114 ratio was derived by dividing plasma con-
centrations of fT3 by those of fT4.

All patients underwent thyroid ultrasonography and bilateral
B-mode ultrasound to evaluate cIMT according to the guidelines
presented by the Polish Ultrasonography Society [16, 17]. Carotid
arteries were examined using a 10 MHz linear transducer probe
using a high-definition echograph (Canon Aplio a) and were per-
formed by the same experienced sonographer. ¢cIMT was measured
three times on each side (right and left), and the mean value was
calculated for all six measurements. The volume of the thyroid
gland considered in the study was the sum of the volumes of the
right and left lobe. The analysis included the assessment of the
features of HT — reduced echogenicity of the parenchyma and
hyperechoic echoes from the stromal connective tissue.

Statistical analysis

Analysis was performed using Statistica 13. Continuous variables
are presented as the mean + 15D, while categorical variables are
presented as numbers (percentage). The Lilliefors and Shapiro-Wilk
tests were used to verify the normal distribution of data. Student’s
t-test for normally distributed data, the Mann-Whitney U test and
Kruskal-Wallis ANOVA for variables non-normally distributed, and
the chi-square test for categorical variables were used to compare
the differences between the groups. Correlations and their sig-
nificance were calculated using the non-parametric Spearman test.
cIMT was assumed to be a binary variable, and the threshold value
of IMT for pathology was adopted at level 0.75 mm (IMT = 0.75 mm
was calculated as pathology). Logistic regression analyses and
multivariate logistic regression analysis were performed to evaluate
effects of various factors on (IMT. The statistical significance level
was set at p < 0.05.

Results

I'he general characteristics of analysed groups are
presented in Table 1. The study population comprised
102 females, including 30 controls with mean age
26.57 % 3.68 years and 72 participants with TIDM with
mean age 26.26 = 4.86 years and with mean diabetes
duration 0f 12.10 + 6.31 years and I IbAlc at the time of
the analysis 8.01 = 1.51%. TIDM patients were divided
into two subgroups depending on the titre of aTPO:
TIDM aTPO+ (n = 41) and T1IDM aTPO- (n = 31).
Among studied patients, in the TTDM aTPO + group,
26 (63,41%) were treated chronically with levothyroxine.
Among studied patients in the TIDM aTPO- group, 7
(22.58%) were treated chronically with levothyroxine
but without typical elevated antibodies. All study
participants had thyroid hormones within normal
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Table 1. Anthropometric, clinical, biochemical, and ultrasound characteristics of the studied groups

_ P P
(n"_"g"z, n ?:"_a::?* "([:IM_a;r)" ::nml";los: (TIDMvs.  (T1DM aTPO+
- - - - Controls) vs. TIDM aTP0-)
Age [years] 2626+ 486  27.02+489 2526 +470 2657 + 368 0.561 0.130
BMI [kg/m?] 2266 + 287 2289 +298  2236+274 2278 + 328 0.921 0.556
Diabetes = duration 15104531 1268733 1132 = 463 0 < 0.001%* 0.549
(years)
E;'::’S'I"S”"" dose 3926+ 1789 3879+ 1940  39.87 + 15.98 0 < 0.001%%% 0.587
Presence of diabetes
microangiopathy 9.0 97 12.9 0 < 0.007%#* 0.679
complications (%)
HbA, , (%) 8.01 £ 151 8.14+130 785+ 177 5.18 £ 0.26 <0.001%** 0.248
Ef;/‘ d”ﬂ""’smm' 17729 £ 3252 17790 +3247 17848 =33.10  172.87 = 28.80 0,690 0.621
LDL-C [mg/dL] 90,87 + 2951  90.29+2978 91652961 846 = 28.20 0.476 0.830
HDL-C [mg/dL] 70111851 71.51=1861  68.26 = 1851  72.70 = 20.94 0586 0.297
Triglyceride [mg/dL] 86.28 = 42.68  80.51+4090  93.90 = 4444  79.23 + 28.57 0.801 0.117
HT duration [years] 3.83 £ 561 6.76 + 5.99 0 0 < 0.001*** < 0.007***
Lthyroxine dose por 5 o4 4 308,17 355,07 = 326,86 101.61 = 210.84 0 < 0.001%+* <0001+
week [ug]
TSH [ulU/mL] 216+ 1.72 233+ 210 193 = 1.03 233+1.03 0.096 0.659
t4 ng/dL] 124 0.2 1.27 = 0.24 121 =018 1.25 + 0.17 0.779 0.120
t3 [pg/mL] 2.90 = 0.45 2.91 = 0.42 2.89 = 0.49 3.25 = 0.54 < 0.001%%* 0.435
T3/fT4 ratio 0.237 = 0.04 0.23 = 0.05 0.24 = 0.04 0.26 = 0.0 0.022% 0.470
aTPO [IU/mL] 118.34 + 18044 19877+ 20579 1197 =709 881 579 < 0.001%** <0.001%**
aTG [IU/ml] 197.92 + 48594 316.41+ 61598 4121 = 9154 6841+ 12596 < 0.001%** <0.001%**
Thyroid volume [ml] 1168 + +337 1186+ 368 1143 =295 1170 + 399 0.586 0.651
Ultrasound features rix .
ol T (5 61.11 100 9.6 0 < 0.001 <0.001
Positive family history
ol T ) 55.56 60.97 4839 53.33 0.839 0.294
cIMT mean [mm] 0.63 +0.11 0.66 = 0.10 0.59 = 0,11 0.58 +0.10 0.028* 0.007*

*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; *Data presented as mean = SD or N (%); BMI — body mass index; HbA, — glycated haemoglobin; LDL-C — low-density
lipoprotein cholesterol; HOL-C — high-density lipopratein cholesterol; HT — Hashimoto's thyroiditis; TSH — thyroid-stimulating hormone; fT4 — free thyroxine;
T3 — free triiodothyronine; aTPO-anti — thyroid peroxidase antibody; aTG — anti-thyroglobulin antibody; cIMT — carotid intima-media thickness

range. There were no differences in age, BMI, lipids
parameters, TSI, T4 levels, thyroid volume, and
positive family history of HD between patients with
and without T1IDM (p > 0.05). F13 and the {13/(14 ra-
tio were significantly lower in the TIDM group than
in controls (p < 0.001, p = 0.022, respectively). The
studied subgroups of T1DM also did not differ signifi-
cantly in age, BMI, lipid parameters, TSH, fT4, thyroid
volume, and positive family history of HD as well as in
fI3, mean diabetes duration, daily insulin dose, pres-
ence of diabetes microangiopathy complications, and
HbA, . Asintended, the groups differed significantly in
anti-thyroid antibody titres (aTPO and aTG) and the
presence of features of 11T in ultrasonography (lab. 1).
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To compare the cIMT values between groups,
the mean of all six measurements from both sides
were calculated. We found that mean cIMT was sig-
nificantly higher in TIDM patients than in controls
(p = 0.028) and significantly higher in aTPO-positive
T1DM patients than aTPO-negative T1DM patients
(p = 0.007). Conversely, there was no significant dif-
ference between cIMT in the TIDM aTPO- group and
controls (p = 0.704). Figure 1 shows the differences in
cIMT between groups: the TIDM aTPO+ vs, TIDM
alPO- vs. controls.

We evaluated the association of cIMT with thyroid
parameters including clinician date — HT duration, le-
vothyroxine dose per week reflecting the severity of I,
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Figure 1. Carolid intima-media thickness (cIMI) in women
with type 1 diabetes mellitus (I1DM) and positive antithyroid
peroxidase antibody titre (aTPO+) vs. women with T1DM and
negative aTPO titre (aTPO-) (p = 0.007) vs. healthy controls
(v = 0.001)

family history of I1'l; laboratory date — TSI, I'T3, I'T4,
alPO, al1G, and ultrasound data — thyroid volume,
ultrasound features of H1. In Table 2, we present results
of the correlation analysis between cIMT and studied
variable factors in all women (n = 102), in women with
TIDM (n = 72), and in controls (n = 30).

In the whole population, cIMT was positively cor-
related with age, HT duration, levothyroxine dose
per week, alPO, and ultrasound features of HT and

negatively correlated with fI3 levels and free triiodo-
thyronine/free thyroxine (f13/fT4) ratio. In the T1IDM
group (n = 72), we also found a significantly positive
correlation between cIMT and age, duration of HT, and
levothyroxine dose per week, but without significant
correlation with other parameters. There was also no
significant correlation between all cIMT measurements
and the studied parameters in the control group.

To examine risk factors of cIMT among thyroid pa-
rameters, univariate logistic regression analyses were
performed (Tab. 3).

Our results showed that the increased cIMT was
significantly associated with H1 duration with an odds
ratio of 1.102 (p = 0.032, 95% CI: 1.008-1.206) and posi-
tive family history of H'T with an odds ratio of 3.909
(p = 0.045,95% CI: 1.014-15.071). Interestingly, we did
not show statistical significance [or age as a major risk
factor for atherosclerosis, which is probably due to the
narrow age range in the study group (18-40 years),
the young age of the study population (88% of the
studied women were under 31 years of age), and the
relatively small sample size. Surprisingly, logistic regres-
sion analysis showed that higher aTG was a beneficial
factor against cIMT (p = 0.006) with an odds ratio of
0.995. However, in other tests we did not confirm these
results. The Mann-Whitney U test indicated that the
group of patients with thicker (IMT had a higher me-
dian alg and a lower mean alg than the group with
thinner cIMT. The discrepancy is because incidentally
several patients in our study had very high aTG fitre
and thin cIMT thickness, causing a statistical artefact.

Table 2. Analysis of the intima-media thickness correlation with selected variables in all women (n = 102), in women with
diabetes type 1 mellitus (TIDM) (n = 72), and in controls (n = 30)

Variable vs. cIMT All patients
All women (n = 102) T1IDM (n = 72) Controls (n = 30)
r p r p r p
Age 0.266 0,007** 0.268 0.023* 0220 0.241
HT duration 0367 0.00015*** 0.358 0.002** - -
L-thyroxine dose per week 0.269 0.006%* 0.242 0.040* - -
TSH [uluAL] -0.123 0.217 —0.236 0.044 0.304 0.102
4 0.057 0.572 0.066 0.583 0.036 0.849
3 -0.243 0.014* -0.133 0.266 -0.291 0.119
fT3/T4 -0.201 0.042* -0.098 0411 -0.279 0.136
aTP0 0273 0.005** 0.226 0.055 -0.043 0.820
alG 0.179 0.072 0.103 0.390 -0.048 0.800
Thyroid volume -0.086 0.391 -0.096 0.424 -0.201 0.288
Ultrasound features of HT 0.281 0.004** 0.225 0.057 - -
Positive family history of HT -0.006 0.946 0.014 0.906 -0.050 0.792

*p< 0,05, **p < 0.01, ***p < 0.001. HT — Hashimoto's thyroiditis; TSH — thyroid-stimulating hormone; fT4 — free thyroxine; fT3 — free triiodothyronine;
aTP0 — anti-thyroid peroxidase antibody; aTG — anti-thyroglobulin antibody; cIMT — carotid intima-media thickness
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Table 3. Univariate logistic regression analyses of thyroid risk factors for intima-media thickness

Dependent variable Predictors 0dds ratio 95% CI p value
Age 1.083 0.961-1.219 0.183
HT duration 1.102 1.008-1.206 0.032
L-thyroxine dose per week 1.001 0.999-1.002 0.315
TSH 0.778 0.457-1.323 0.348
T4 1.908 0.134-27.402 0.629
oMT T3 0.315 0.081-1.221 0.091
T3/ 0.000 0.000-45.553 0.160
aTPO 1.000 0.997-1.004 0.730
alG 0.995 0.992-0.999 0.006
Thyroid volume 0.860 0.712-1.038 0.112
Ultrasound features of HT 3ng 0.967-10.058 0.054
Positive family history of HT (%) 3.909 1.014-15.071 0.045

HT — Hashimoto's thyroiditis; TSH — thyroid-stimulating hormone; fT4 — free thyroxine; fT3 — free triiodothyranine; aTPO — anti-thyroid peroxidase antibady;
aTG — anti-thyroglobulin antibady; cIMT — carotid intima-media thickness; CI — confidence interval

Therefore, we cannot consider the obtained result from
the logistic regression analysis regarding alG as reli-
able. On the other hand, for reduced echogenicity of
the thyroid gland on ultrasound, we found a minimally
non-significant association with cIMT (p = 0.054) with
an oddsratio of 3.12. However, dividing the patients into
two subgroups according to the reduced echogenicity
on ultrasonography using Wilcoxon Mann-Whitney
test, we found that patients with ultrasound [eatures
of HT had significantly higher cIM 1 (p = 0.004), which
may also suggest the significance of the association of
this factor with atherosclerosis. I'or other examined
variables, the effects on ¢(IMT were not significant. Mul-
tivariate logistic regression analysis showed that, of the
studied parameters related to thyroid autoimmunity,
there were no significantindependent predictive factors
for increased cIMT.

Discussion

Although CV risk factors have been studied quite ex-
tensively in diabetic groups, most of these data come
from analyses of groups without sex stratification, es-
pecially in TIDM. The current study provides a unique
opportunity to explore the new CV risk factors linked
to thyroid autoimmunity in young women with TTDM.

As is well known, hyperlipidaemia is one of the
most important risk factors responsible for the devel-
opment of atherosclerosis. Interestingly, in our study
there were no significant differences in lipid parameters
between the aTPO-positive and aTPO-negative groups,
and despite this, there were significant differences in
cIMT thickness. We suspect that other factors related
to thyroid autoimmunity may be the cause of sub-
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clinical atherosclerosis in this group of patients. In H'l,
anti-thyroid antibodies are a marker of autoimmunity,
and among HT patients the prevalence of aTlO is
about 90%, whereas aTG is 60-80% [18]. Their action
outside the thyroid is not clear. Although our studied
groups differed significantly in both antithyroid anti-
body levels, we found a significant, positive correlation
with cIMT only for the aTPO antibody. IHowever, in
multivariate logistic regression analysis we did not
confirm that alPO is an independent risk factor for
cIMT. In fact, antithyroid antibodies appear to have
only an indirect relationship with the development of
atherosclerosis, with unknown exact mechanisms ex-
plaining this relationship. It is well recognized that local
thyroid autoimmunity is closely related to the activation
of the inflammatory process, which probably affects
other tissues, even in in the cuthyroid stage [19, 20].
Interestingly, one study found a correlation between
positive aTPO titres and increased oxidative stress and
advanced glycation end products in serum in euthyroid
1T patients, which may promote atherosclerosis [21].
Notably, patients with autoimmune thyroid disease
present an imbalance between Th1/I'h2and Th17/Ireg,
causing activation of the inflammatory process and
exacerbating thyroid damage [22|. Thus, it seems that
polyautoimmunity may enhance this imbalance and the
pro-inflammatory effect also in other tissue. In the pres-
ent study, there was a significant positive correlation
between ultrasound features of HT and increased ¢IMT,
which confirms this hypothesis. Of interest, similarly
to our study, Pittoco D et al. showed that in patients
with two autoimmune discases — TIDM and celiac
disease — cIMT was greater than in those presenting
only TIDM or celiac disease [23]. In addition, in the
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THYROID
AUTOIMMUNITY

ATHEROSCLEROSIS

Figure 2. Thyroid autoinmmunity is possibly associated with activation of the pathways that promote atherosclerosis, which may
contribute to the loss of vasoprotection in women, explaining why they are at higher cardiovascular risk. Own elaboration based on the
data oblained in the study and [5, 6, 8, 21, 22, 29, 31, 38, 41]. Th— T helper cell; HI — Hashimolo’s thyroiditis; aTPO —anli-thyroid

peroxidase antibody; f13 — free tritodothyronine

study by Raterman et al. aTPO was associated with
increased progression of cIMT in patients with another
autoimmune disease — rheumatoid arthritis [15].

To date, only a few studies have presented data on
cIMT thickness in patients with TIDM and coexisting
thyroid autoimmunity in euthyreosis. In contrast to
our study, the data obtained by Glowinska-Olszewska
ct al. showed no significant effect of the presence of
HT on ¢IMT in the cuthyroid T1IDM population [14].
One explanation for these discrepancies may be thatin
this study the groups included both sexes. As we hy-
pothesise, thyroid autoimmunity may have a stronger
effect on cIMT in women because of the disruption of
the anti-inflammatory effect of vestrogens likely to oc-
cur in people with autoimmune disorders [7]. Indeed,
consistent with this view are the results obtained by To-
paloglu et al. in euthyroid premenopausal women with
HT but without TIDM [24], suggesting a link between
thyroid autoimmunity and subclinical atherosclerosis
in this group of patients. In fact, referring to previous
studies in nondiabetic women with HT, thyroid autoim-
munity was associated with chronic inflammation that
may cause endothelial dysfunction [5], which promotes
the development of atherosclerosis.

Of note, correlation analysis showed a signifi-
cant association between the increase in cIMT and
age and duration of HI in T1DM women. In fact, as
demonstrated in previous studies, there is an increase
in the intima-media complex with age [25], which is
a well-known risk factor for atherosclerosis [26]. This
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is likely to be related to atherogenic remodelling in
response to age and haemodynamic factors, including
disruption of endothelial barrier integrity, stiffening of
the intima, and deposition of fibronectin and collagen
[27]. Notably, with age the structure of intima changes
due to migration of smooth muscle cells from the
media to intima and the degree of inflammatory cell
infiltration correlates with the severity of atherosclerotic
plaques [28]. It therefore appears that the presence of
an autoimmune disease may favour the progression
of inflammation in the tunica intima-media and my be
more important with longer duration.

Similarly to our study, lower serum f13 levels
were associated with elevated ¢IMT, but in patients
without diabetes [29] and with type 2 diabetes [30].
The anti-atherosclerotic effect of f13 is probably due
to its inhibition of angiotensin II-induced expression
of pro-inflammatory cytokines and vascular smooth
muscle cell hypertrophy, as well as by increasing vaso-
dilation [31]. A negative correlation between 13 levels
and the f13/fT4 ratio and the presence of peripheral
artery disease was found among the euthyroid Chi-
nese population [32], which also is in agreement with
our results. In contrast, recent studies have revealed
that a higher f13/f14 ratio is a significant predictor of
insulin resistance and metabolic syndrome [33, 34],
which can contribute to higher CV risk. However, in
our study we found an inverse correlation of f13/f14
with cIMT. One reason for the observed differences
may be the levothyroxine substitution used by some of
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our study patients, which has proved to decrease the
fI3/fT4 ratio [35]. Therefore, the negative correlation of
the fT3/fT4 ratio with cIMT in our study may indirectly
indicate an association with levothyroxine supplemen-
tation and thereby the insufficient hormone production
resulting from thyroid autoimmunity. Similarly, the
positive correlation between levothyroxine dose per
week and an increase in cIMT shown in our study does
not mean that the hormone replacement favours the
formation of atherosclerotic changes, but only indirectly
indicates the relationship with the degree of progres-
sion of thyroid insufficiency. Increased cIM1 has been
also shown in women with 17, regardless of thyroid
function and other CV risk factors, but only if connected
with overweight or obesity [36]. This is because thyroid
autoimmunity probably has some effect on adipose tis-
sue evenin euthyroidism [37]. Although all the women
in our study were non-obese, the BMI in the TIDM
alPO+ group was slightly higher than in the TIDM
alPO-group. Interestingly, ina study by Liu et al. aIPO
levels were associated with chronic inflammation and
insulin resistance in patients without obesity [38]. These
findings may suggest that a1PO promotes endocrine
dysfunction of adipose tissue also in non-obese people,
which may promote atherosclerotic plaque formation.

Our results also indicate that a positive fam-
ily history of IIT may be a risk factor of increased
cIMT, which could suggest the influence of genetic
factors. Relevant studies have shown that human
leukocyte antigen (I11LA), autoimmune regulator
(AIRE), lymphoid protein tyrosine phosphatase (LYP),
forkhead box protein P3 (FOXP3), and cytotoxic T
lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4) confer
susceptibility to the development of autoimmune thy-
roiditis and TIDM [39]. What is important, these fac-
tors associated with autoimmunity are also important
in regulating the inflammatory processes that underlie
CV complication [40]. Interestingly, epigenetic factors
may mediate the link between autoimmunity, adipose
tissue, and the atherosclerotic plaque formation [41],
but the exact mechanism of these relationships remains
unclear and requires further study. Figure 2 shows
the possible mechanisms involved in the association
between factors related to thyroid autoimmunity and
atherosclerosis in women.

The strength of our study was to qualify a homo-
geneous group of young asymptomatic women with
T1DM to eliminate CV risk factors such as obesity,
hypertension, or hyperlipidaemia. Moreover, for the
first time we performed a thorough analysis of factors
associated with thyroid autoimmunity in young TIDM
women. However, there were also some limitations in
our study. First, the number of paticnts in this study was
relatively small. Second, data on diabetes and associated
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complications were assessed based on medical diagno-
ses recorded from interviews and past medical records,
implying a potential misclassification. Moreover, in view
of the possible long interval between the appearance
of subclinical changes in the CV system and the first
manifestation of CV discase, prolonged follow-up of
women with TIDM aTPO+ is needed.

Conclusions

The original findings of our study are that not only
the co-occurrence of alPO, but also the duration of
antibody exposure, severity of H1, and genetic pre-
disposition independent of thyroid function may be
associated with subclinical atherosclerosis. [lowever,
parameters associated with thyroid autoimmunity
are not independent risk factors for increased cIMT in
women with type 1 diabetes. In fact, thyroid autoim-
munity probably has no harmful effect per se but may
be an indicator of animmune imbalance that indirectly
induces pathways involved in atherosclerotic plaque
formation. We suspect that intima-media thickening
may be mediated by autoimmunity, which may be
related to sex differences. Overall, future research
on a larger group of patients is needed for a better
understanding of the mechanisms leading to athero-
sclerosis in TIDM women, which may contribute to
personalized and gender-specific treatment of vascular
complications.

Acknowledgments

We are grateful to the participants and staff of the Department of
Internal Diseases, Endocrinology, and Diabetology of the Central
Clinical ITospital of the Ministry of Internal Affairs in Warsaw for
making the study possible.

Contflict of interests
None of the authors have any potential conflicts of interest associ-
ated with this rescarch,

Funding
This research was funded by a Diabetes Poland Scientific Grant
(27.08.2020).

Contributors

M.L.T contributed to the conception and design of the study and
data collection, researched and analysed the data, and wrote the
manuscript. J.Z. contributed to the conception and statistical data
analysis and the critical revision of the manuscript. BM.R., EE,
and I..C. contributed to the conception and design of the study
and the critical revision of the manuscript. All approved the final
version of the manuscript.

Ethical approval

The study was approved by the Ethics and Surveillance Comumit-
tee for Research in Human and Animal Sciences at the Central
Clinical Hospital of the Ministry of Internal Affairs (no. 222018
0l 09.05.2018).



Thyroid autoimmunity in subclinical atherosclerosis in young women with TIDM

Magdalena Maria F.ukawska-Tatarczuk et al.

References

1.

6.

11.

12

de lerranti SD, de Boer 111, lonseca V, et al. lype 1 diabetes mellitus
and cardiovascular disease: a scientific statement from the American
Heart Association and American Diabetes Association. Circulation.
2014; 130(13): 1110-1130, doi: 10.1161/CIR.0000000000000034, indexed
in Pubmed: 25114208.

Kozhakhmetova A, Wyatt RC, Caygill C, et al. A quarter of patients with
type 1 diabetes have co-existing non-islet autoimmunity: the findings ot
a UK population-based family study. Clin Exp Immunol. 2018; 192(3):
251-258, doi: 10.1111/cei. 13115, indexed in Pubmed: 29431870.
Lukawska-Tatarczuk M, Mrozikiewicz-Rakowska B, Franek [, et al.
Molecular pathogenesis of heart failure in diabetes mellitus — new
direction for the therapeutic approach. Postepy Hig Med Dosw. 2020;
74: 452-463, doi: 10.5604/01.3001.0014.4856.

Lim H, Kim YUk, Sun H, et al. Proatherogenic conditions pro-
mote autoimmune T helper 17 cell responses in vivo. Immunity.
2014; 40(1): 153-165, doi: 10.1016/).immuni.2013.11.021, indexed in
Pubmed: 24412615,

Isgiiven B Giindiiz Y, Kihg M. Effects of Thyroid Autoimmunity on Early
Atherosclerosis in Euthyroid Girls with Hashimota's Thyroiditis. ] Clin
Res Pediatr Endocrinol. 2016; 8(2): 150 156, doi: 10.4274/jcrpe.2145,
indexed in Pubmed: 26761929,

Moschonas TC, Tselepis AD. The pathway of neutrophil extracel-
lular traps towards atherosclerosis and thrombosis. Atherosclero-
sis. 2019; 288: 9-16, doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2019.06.919, indexed
in Pubmed: 31280097.

DiFlorio DN, Sin [, Coronado M], et al. Sex differences in inflamumation,
redox biclogy, mitochondria and autoimmunity. Redox Biol. 2020; 31:
101482, doi: ]ﬂ,lﬂl(x/j redox.2020.101482, indexed in Pubmed: 32197947,
Madonna R, Balistreri CR, De Rosa S, et al. lmpact of Sex Differences and
Diabetes on Coronary Atherosclerosis and Ischemic I leart Disease. | Clin
Med. 2019; 8(1), doi: 10.3390/jcm8010098, indexed in Pubmed: 30654523.
Wang Y, O'Neil A, Jiao Y, et al. Sex ditterences in the association
between diabetes and risk of cardiovascular disease, cancer, and
all-cause and cause-specitic mortality: a systematic review and
meta-analysis of 5,162,654 participants. BMC Med. 2019; 17(1): 136,
doi: 10.1186/s12916-019-1355-0, indexed in Pubmed: 31296205.
Grant PJ, Cosentino F, Cosentino F, etal. ESC Scientilic Document Group.
2019 ESC Guidelines on diabetes, pre-diabetes, and cardiovascular dis-
eases developed in collaboration with the EASD. Eur Heart . 2020; 41(2):
255 323, doi: 10.1093/eurheartj/ehz486, indexed in Pubmed: 31497854,
Kahaly GJ, Hansen ME Type 1 diabetes associated autoimmunity.
Autoimmun Rev. 2016; 15(7): 644-648, doi: 10.1016/j.autrev.2016.02.017,
indexed in Pubmed: 26903475,

Stefanowicz-Rutkowska MM, Baranowska-Jurkun A, Matuszewski W,
et al. Thyroid dysiunction in patients with diabetic retinopathy. En-
dokrynol Pol. 2020; 71(2): 176183, doi: 10.5603/ERa2020.0013, indexed
in Pubmed: 32396211.

. Denzer C, Kargos B, Nike A, et al. DPV Initiative and the BMBF-Com-

petence Network Diabetes Mellitus. Subclinical hypothyroidism and
dyslipidemia in children and adolescents with type 1 diabetes mel-
litus. Eur J Endocrinol. 2013; 168(4): 601-608, doi: 10.1530/FJE-12-0703,
indexed in Pubmed: 23384709.

. Glowinska-Olszewska B, Borysewicz-Sanczyk H, Sawicka B, et al. Does

Hashimoto’s Thyroiditis Increase the Risk of Cardiovascular Disease
in Young Type 1 Diabetic Patients? Front Endocrinol (Lausanne). 2020;
11: 431, doi: 10.3389%/fendo.2020.00431, indexed in Pubmed: 32793113

. Raterman HG, Voskuyl AF, Simsek 5, et al. Increased progression ol

carolid intima media thickness in thyroid peroxidase antibadies-positive
rheumatoid arthritis patients. Eur ] Endocrinol. 2013; 169(6): 751-757,
doi: 10.1530/EJE-13-0394, indexed in Pubmed: 24005313,

. Trzebinska A, Dobruch-Sobezak K, Jakubowski W, et al. Standardy

badan unltrasonograticznych Polskiego Towarzystwa Ultrasonograti
cznego - aktualizacja. Badanie ultrasonograti czne tarczycy oraz biopsja
tarczycy pod kontrolg ultrasonografi i. ] Ultrasonography. 2014; 14(36):
49-60, doi: 10.15557/jou.2014.0005.

. Elwertowski M, Malek G. Standardy badan ultrasonogralicznych

Polskiego Towarzystwa Ultrasonograticznego — aktualizacja. Badanie
zewnalrzezaszkowych odcinkow tetnic szyjnych oraz kregowych.
] Ultrasonography. 2014; 14(57): 179-191, doi: 10.15557/jou.2014.0018.

. Carvalho GA, Perez CL, Ward LS. The clinical use of thyroid func-

tion tests. Arq Bras Endocrinol Metabol. 2013; 57(3): 193-204,
doi: 10.1590/s0004-27302013000300005, indexed in Pubmed: 23681265.

. Bilge M, Yesilova A, Adas M, et al. Neutrophil- and Platelet- to Lym-

phocyte Ratio in Patients with Euthyroid Hashimoto's Thyroiditis. Exp
Clin Endocrinol Diabetes. 2019; 127(8): 545-549, doi: 10.1055/a-0723-3441,
indexed in Pubmed: 30267388

. Sieminska L, Wojciechowska C, Walczak K, et al. Associations between

metabolic syndrome, serum thyrotropin, and thyroid antibodies
status in postmenopausal women, and the role of interleukin-6. En-
dokrynol FPol. 2015; 66(5): 394-403, doi: 10.5603/EP2015.0049, indexed
in Pubmed: 26457493,

55

206.

27.

28.

29.

30.

36.

39.

40.

41.

34. Stepanek 1, Hordkovd D, §

. Ruggeri RM, Vicchio TM, Cristani M, etal. Oxidative Stress and Advanced

Glycation Lnd Products in Iashimoto's Thyroiditis. Thyroid. 2016; 26(4):
504-511, doi: 10.1089/thy.2015.0592, indexed in Pubmed: 26854840,

. Janyga S, Marek B, Kajdaniuk D, et al. CD4+ cells in autoimmune thyroid

disease. Endokrynol Pol. 2021; 72(5): 572 583, doi: 10.5603/EPa2021.0076,
indexed in Pubmed: 31647609

. Pitocco D, Giubilato S, Martini [ et al. Combined atherogenic effects

of celiac disease and type 1 diabetes mellitus. Atherosclerosis. 2011;
217(2): 531-535, doi: 10.1016/.atherosclerosis.2011.04.042, indexed in
Pubmed: 21601206.

. Topaloglu O, Gokay L Kucukler K, et al. Is autoimmune thy-

roiditis a risk factor for carly atherosclerosis in premenopausal
women even il in enthyroid status? Endocrine. 2013; 44(1): 145-151,
dot: 10.1007/512020-012-9842-5, indexed in Pubmed: 23184180.

. Loizon CE, Nicolaides A, Kyriacou E, et al. A Comparison of Ultrasound

Intima-Media Thickness Measurements of the Left and Right Com-
mon Carotid Artery. TEEE ] Transl Eng Health Med. 2015; 3: 1900410,
doi: 10.1109/JTEHM.2015.2450735, indexed in Pubmed: 27170894
Head T, Daunert S, Goldschinidt-Clermont PJ. The Aging Risk
and Atherosclerosis: A Fresh Look at Arterial Homeostasis. Front
Genet. 2017; 8: 216, doi: 10.3389/tgene.2017.00216, indexed in
Pubmed: 29312440.

VanderBurgh JA, Reinhart-King CA. The Role of Age-Related Tnti-
mal Remodeling and Stiffening in Atherosclerosis. Adv Pharmacol
2018; 81: 365-391, doi: 10.1016/bs.apha.2017.08.008, indexed in
Pubmed: 29310802,

Milutinovic A, §npu| D, Zorc-Pleskovic R. Pathogenesis of athero-
sclerosis in the tunica intima, media, and adventitia of coronary
arteries: An updated review. Bosn ] Basic Med Sci. 2020; 20(1): 21-30,
doi: 10.17305/bjbms.2019.4320, indexed in ubmed: 31465719.

Zhou Y, Zhao L, Wang, 1, et al. Free Triiodothyronine Concentrations are
Inversely Associated with Elevated Carotid Intima-Media Thickness in
Middle-Aged and Elderly Chinese Population. ] Atheroscler Thromb.
2016; 23(2): 216-224, doi: 10.5551/jat.30338, indexed in Pubmed: 26423715.
Wang L, Chen L, Yu J, et al. Clinical Associations of Thyroid [lormone
Levels with the Risk of Atherosclerosis in Luthyroid Type 2 Dia-
betic Patients in Central China. Int J Endocrinol. 2020; 2020: 2172781,
doi: 10.1155/2020/2172781, indexed in Pubmed: 32714391,

. Tukuyama K, Ichiki T, Imayama L et al. Thyroid hormone inhibits vascu-

lar remodeling through suppression of cAMI’ response element binding
protein activity. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2000; 26(9): 2049-2055,
doi: 10.1161/01.ATV.0000233358.87583.01, indexed in Pubmed: 16794221

. Wang Po, DUR, Lin L, et al. Association between Free Triiodothyronine

Levels and Peripheral Arterial Disease in Euthyroid Participants. Biomed
Environ Sci. 2017; 30(2): 128-133, doi: 10.3967/bes2017.016, indexed in
Pubmed: 28292350.

. Park SoY, Park SeF, Jung SW, et al. Free triiodothyronine/lree thyroxine

ratio rather than thyrotropin is more associated with metabolic param-
eters in healthy euthyroid adult subjects. Clin Endocrinol (Oxf). 2017;
87(1): 87-96, doi: 10.1111/cen. 13345, indexed in Pubmed: 28374508,
Vt("p.fm(\k T, et al. Free tﬁindnlhymnino/lrnc
thyroxine (FT3/FT4) ratio is strongly associated with insulin resistance
in euthyroid and hypothyroid adults: a cross-sectional study. En-
dokrynol Pol. 2021; 72(1): 8 13, doi: 10.5603/ERa2020.0066, indexed in
Pubmed: 33125089.

35, Strich D, C]\ay C, Karavani G, et al I.vvnthymxinr\ Thrrapy Achieves

Physiological FT3/FT4 Ratios at Higher than Normal TSH Levels:
A Novel Justilication lor T3 Supplementation? Horin Metab Res. 2018;
50(11): 827-831, doi: 10.1055/a-0751-0498, indexed in Pubmed: 30396211.
Ciccone MM, De Pergola G, Porcelli MT, et al. Increased carotid IMT
in overweight and obese women attected by Hashimoto's thyroiditis:
an adiposity and autoimmune linkage? BMC Cardiovasc Disord. 2010;
10: 22, doi: 10.1186/1471-2261-10-22, indexed in Pubmed: 20509904.

. lamer G, Mert M, Tamer I, et al. Effects of thyroid autoimmunity on

abdominal obesity and hyperlipidaemia. Endokrynol Pol. 2011; 62(5):
421428, indexed in Pubmed: 22069103,

38. TiuJ, Duan Y, FuJ, etal. Association Between Thyroid Hormones, Thy-

roid Antibodies, and Cardiometabolic Factors in Non-Obese Individuals
With Normal Thyroid Iunction. Front Endocrinol (Lausanne). 2018;
9: 130, doi: 10.3389/fend0.2018.00130, indexed in Pubmed: 29674996.
LiL, LiuS, Yu ]. Autoimmune thyroid disease and type 1 diabetes mel-
litus: same pathogenesis; new perspective? Ther Adv Endocrinol Metab.
2020; 11: 2042018820958329, doi: 10.1177/2042018820958329, indexed in
Pubmed: 32973994,

Fang Pu, Li X, Dai ], et al. Immune cell subset difterentiation
and tissue inflamunation. ] Hematol Oncol. 2018; 11(1): 97,
doi: 10.1186/s13015-018-0637-x, indexed in Pubmed: 30064419,
Eukawska-Tatarczuk M, Franek E, Czupryniak L, et al. Sirtuin 1, Vis-
fatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic l'emales in Relation
to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease.
Biomolecules. 2021; 11(8), doi: 10.3390/biom11081110, indexed in
Pubined: 31439776.



6.4. Association of antithyroid peroxidase antibodies with cardiac function in
euthyroid women with type 1 diabetes mellitus - assessment with two-

dimensional speckle-tracking echocardiography.

Title:
Association of antithyroid peroxidase antibodies with cardiac function in euthyroid
women with type 1 diabetes mellitus - assessment with two-dimensional speckle-tracking

echocardiography

Running Head:

Thyroid autoimmunity and cardiac function

Magdalena Lukawska-Tatarczuk', Agnieszka Pawlak®*, Jakub Zielinski’, Edward Franek ',
Leszek Czupryniak®, Beata Mrozikiewicz-Rakowska?"

! Department of Internal Diseases, Endocrinology and Diabetology, Central Clinical Hospital of the MSWiA in Warsaw,
Warsaw, Poland,

2 Department of Diabetology and Internal Diseases, Medical University of Warsaw, Warsaw, Poland

3 Department of Invasive Cardiology, Central Clinical Hospital of the MSWiA in Warsaw, Warsaw, Poland

4 Department of Human Epigenetics, Mossakowski Medical Research Institute, Polish Academy of Sciences, Warsaw, Poland
* Interdisciplinary Centre for Mathematical and Computational Modeling, University of Warsaw, Warsaw, Poland
*Correspondence, Beata Mrozikiewicz-Rakowska, MD, PhD, Department of Diabetology and Internal Diseases, Medical
University of Warsaw, Banacha 1a, 02-097 Warsaw, Poland; tel. (+48) 22 599 25 83; e-mail: rakowskab123@gmail.com

Abstract

Introduction: The presence of diabetes is associated with loss of cardioprotection in
premenopausal women; however, the mechanisms involved remain unknown. Autoimmune
factors are suspected to play a role in cardiovascular complications, especially in type 1 diabetes
(T1DM). The aim of this pilot study was to explore whether antithyroid peroxidase antibody
(aTPO) as a marker of increased immune activity is related to cardiac dysfunction in young,
asymptomatic women with T1DM.

Material and Methods: Eighty-eight euthyroid women (59 with TIDM and 29 healthy
controls) underwent physical examination, laboratory tests, thyroid ultrasound, and two-
dimensional speckle-tracking echocardiography. According to the antiperoxidase antibodies
(aTPO) titre, the TIDM women were divided into an aTPO positive (TIDM aTPO+) (n=34)
and an aTPO negative (T1DM aTPO-) (n=25) group. The relationship between thyroid
autoimmunity parameters and echocardiographic parameters was evaluated.

Results: Global longitudinal strain (GLS) was slightly reduced in TIDM aTPO+ group
compared to TIDM aTPO- and significantly compared to controls (p=0.051, p=0.015,
respectively). Although, the lower values of longitudinal strain of left ventricular were found

in the majority of segments in the TIDM aTPO+ group in comparison to TIDM aTPO- and
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controls, significant differences were only found in the two-chamber view (specifically in the
anterior segments) between the T1IDM aTPO+ and T1DM aTPO- groups (p=0.030) and in the
four-chamber view (specifically in the anterolateral segments) between the TIDM aTPO+ and
controls (p=0.021). Echocardiographic parameters of diastolic and systolic function of both
ventricles were significantly correlated with parameters of thyroid autoimmunity. A logistic
regression analysis showed that Hashimoto’s thyroiditis (HT) duration (OR: 0.997, 95%CI:
0.995-0.999, p=0.008), the dose of levothyroxine (OR: 0,814, 95%CI: 0.689-0.960, p=0.013),
and reduced echogenicity on thyroid ultrasound (OR: 0,309, 95%CI: 0.120-0.793, p=0.013) had
significant influence on reduced GLS.

Conclusions: Our results suggest that coexistence of aTPO with TIDM was associated with
poorer myocardial function, particularly in the anterior and anterolateral segments, which may
be related to an autoimmune factor. The impaired function of these segments is probably the
first sign of myocardial systolic dysfunction in women with TIDM, which needs to be
confirmed in further studies.

Keywords: type 1 diabetes mellitus; thyroid autoimmunity; speckle tracking

echocardiography; diabetic cardiomyopathy; heart failure

INTRODUCTION

The most challenging problem in clinical practice in patients with diabetes are
cardiovascular (CV) complications, as they develop more rapidly and are associated with a
significantly worse course in this group of patients [1]. On the basis of preclinical and clinical
evidence, it is hypothesized that autoimmunity may be a determinant factor in their
development especially in type 1 diabetes mellitus (T1DM) [2-4].

Recently, one of the meta-analysis including more than 12 million individuals showed
that the excess risk of heart failure (HF) associated with diabetes is significantly greater in
women than in men, with T1IDM increasing by 47% and in type 2 diabetes by about 9% [5].
Hashimoto’s thyroiditis (HT) is the most common autoimmune concomitant disease with
TIDM and is more prevalent in women [6]. Previous studies demonstrated that already
subclinical hypothyroidism is associated with impaired systolic and diastolic function of the
left ventricle (LV), but some adverse changes can be reversed by levothyroxine therapy [7].
Despite the known effects of thyroid hormones on the CV system [8], the number of studies
evaluating the effects of thyroid autoimmunity on cardiac function is limited. Antithyroid
peroxidase antibodies (aTPO) are frequently detected in TIDM patients (up to 50%), but their

importance during euthyroidism is not sufficiently studied [9]. On the basis of our knowledge,
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to date, whether the presence of aTPO in asymptomatic young euthyroid women with TIDM
is associated with myocardial dysfunction has not been investigated. This assessment seems all
the more appropriate since, in children and young adults with T1DM, cardiac disfunction has
been demonstrated, despite short disease duration, good metabolic control, and the absence of
other complications [10,11]. Given that premenopausal women with TIDM present increased
incidence of CV disease than diabetic men [12] and are also more at risk of developing
autoimmune conditions [6], we hypothesized that autoimmunity specifically may contribute to
the development of HF in this group of patients.

Accordingly, the aim of this pilot study was to determine whether aTPO and other
parameters associated with thyroid autoimmunity are associated with echocardiographic signs
of subclinical cardiac dysfunction in young, asymptomatic, euthyroid women with T1DM using

tissue Doppler and speckle tracking echocardiography (STE).

MATERIALS AND METHODS
Participants and Study Design

For this prospective pilot study, we enrolled 59 females with TIDM aged 20 to 35 years
and 29 age- and sex-matched healthy controls. Participants of study group were recruited from
the patient population attending the Diabetes Outpatient Clinic of the Central Clinical Hospital
of the Ministry of Internal Affairs and Administration in Warsaw, while control group was
recruited from hospital employees, and their relatives between May 2018 and October 2020.
The study protocol was approved by the local medical ethics committee (permit No. 22/2018
of 09.05.2018) and was prepared in accordance with the Declaration of Helsinki. All subjects
signed informed consent papers before participation.

Exclusion criteria for all participants were as follows: history of any CV disease
(especially hypertension, coronary artery disease, cardiac arrhythmia, congenital heart disease),
smoking, known renal disease, or any other chronic disease. All patients who were taking drugs
other than insulin and levothyroxine were excluded from the study.

Inclusion criteria for the study group were as follows: diagnosed T1DM, HbAlc <10%,
aged between 20 and 35 years, female, and current euthyreosis status in laboratory tests.
Patients were qualified on the basis of the results of previous medical records indicating an
autoimmune background of the T1DM (presence of diabetes-specific autoantibody) or a typical
clinical picture based on the National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE)
recommendations for the diagnosis of TIDM in adults [13]. The diagnosis of Hashimoto’s

thyroiditis (HT) was based on the demonstration of circulating antibodies to thyroid antigens
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(aTPO and/or antithyroglobulin antibody (aTG)) and reduced echogenicity on thyroid
ultrasound [14]. For the control group, a negative history of diabetes or thyroid disorders was
required.

All women meeting the inclusion and exclusion criteria for the study were surveyed
concerning the duration of diabetes, daily insulin dose, the presence of microangiopathy
complications, duration of HT, levothyroxine dose per week, and comorbidity with other
autoimmune diseases. The data on the presence of microangiopathy complications and the
duration of HT were assessed on the basis of past medical records (all patients qualified for the
study with TIDM were under regular care of a hospital outpatient clinic). Body mass index
(BMI) was determined as the weight in kilograms divided by the square of height in meters.
The systolic and diastolic blood pressures were measured during echo analysis using a standard
mercury sphygmomanometer after 10 minutes of rest. Heart rate was estimated by measurement
from standard 12-lead electrocardiography (ECG). Data of study population were collected on

a computerized data sheet.

Laboratory Evaluation and Thyroid Assessment

Glycosylated hemoglobin Alc (HbAlc), serum total cholesterol (TC), low-density
lipoproteins (LDL), high-density lipoproteins (HDL), triglyceride (TG), glycated hemoglobin
(HbAlc), thyroid-stimulating hormone (TSH), free thyroxine (fT4), free triiodothyronine (fT3),
aTPO, and aTG were measured for all patients using standard methods in the hospital
laboratory. The range of normal values for fT4 was between 0.93 and 1.7 (ng/dL), for T3, it
was between 2 and 4.4 (pg/ml), and for TSH, it was between 0.27 and 4.2 (uIU/ml). The positive
values for antibodies were >34 IU/mL for aTPO and >115 (IU/mL) for aTG. Thyroid
ultrasonography using a 5 to 12 MHz linear array transducer was performed in all patients by
the same experienced sonographer using a high-definition echograph (Aplio a, Canon Medical

System) according to the guidelines presented by the Polish Ultrasonography Society [15].

Echocardiography

A complete echocardiographic study was performed on each patient and control using
an EPIQ system (version 7C/CVx, Philips Medical Systems, Best, The Netherlands) by a single
experienced echocardiographer, blinded to the examined group. It included a detailed
conventional, tissue Doppler and two-dimensional (2D) STE imaging evaluation. All
measurements were made in accordance with the recommendations of the European

Association of Cardiovascular Imaging and the American Society of Echocardiography [16,17].
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Using 2D imaging in the parasternal long-axis view LV dimension, the interventricular
septum (IVS), the posterior wall dimensions (PWD) in systole and diastole, and the right
ventricular dimension in diastole (RVDd) were measured. The left atrial volume index (LAVI)
was calculated by dividing the left atrium volume by the body surface area (BSA). The LV
mass index was calculated according to the formulae of Devereux at al. [18]. Tricuspid plane
systolic excursion (TAPSE) was obtained from the four-chamber (4CH) view as the difference
between end-diastolic and end-systolic positions of the tricuspid annulus. The LV ejection
fraction (EF) was assessed with Simpson’s method from the apical 4CH and two-chamber
(2CH) views [17].

Using pulse-wave Doppler imaging, the mitral early diastolic flow (E), late diastolic
flow (A) velocities and E/A ratios were calculated. The deceleration time (DT) of the E-wave
was also determined. The isovolumic relaxation time (IVRT) was calculated from the end of
the maximal systolic myocardial velocity until the beginning of the early diastolic myocardial
velocity wave.

Using the tissue Doppler peak, the early (Emed') and late (Amed’) diastolic velocity of
the septal mitral annulus were measured. Mitral E/Emed' and E/Amed' ratios were calculated.
Speckle tracking analyses were performed on standard images from apical 4-, 3-, and 2CH
views for LV longitudinal strain (LS). We used the automatic global longitudinal strain (GLS)
evaluation software AutoStrain, which eliminates manual errors, providing an efficient and
reproducible results [19]. Strain values of LV were assessed in 18 segments, and the mean value

of each strain was calculated as GLS.

Statistical Analysis

Analysis was performed using Statistica 13. Continuous variables were examined
through the Shapiro—Wilk test for normality. To assess differences between the two groups, we
used the Student's t test for variables with a normal distribution or the Mann-Whitney U test for
variables with a nonnormal distribution. To assess differences between the three groups, we
used the analysis of variance with Tukey’s post hoc RIR test for unequal numbers for variables
with a normal distribution or the ANOVA rang Kruskal-Wallis test and the pairwise Mann-
Whitney U tests with Bonfferoni correction for variables with a nonnormal distribution.
Categorical variables were presented as percentages and compared using Fisher's exact test.
The degree of association between thyroid data and echocardiography measurements was
demonstrated using the Spearman test. Univariate logistic regression analyses were performed

to identify clinical predictors of abnormal LVGLS in the whole group. The LVGLS threshold
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for pathology was adopted at a level of -18% (LVGLS>-18% (LVGLS<18% in absolute values)
was calculated as pathology). Odds ratios (ORs) with 95% confidence interval (95% CI) were

calculated. The statistical significance level was set at p < 0.05.

RESULTS
Clinical characteristics

This study included 59 women with T1DM (mean age, 26 + 4.5 years; diabetes duration
13.1+6.2 years, HbAlc 7.8 £ 1.3%) and 29 age- and sex-matched healthy controls (mean age,
26.8 + 3.8 years). All patient with TIDM use an insulin pump or multiple daily insulin
injections. None of our patients had nephropathy, but five had history of diabetic retinopathy
and three had chronic sensorimotor peripheral neuropathy. According to the antithyroid
peroxidase antibody (aTPQ) titer, the TIDM women were divided into an aTPO positive
(TIDM aTPO+) (n=34) and an aTPO negative (TIDM aTPO-) (n=25) group. Diabetes
duration, daily insulin dose, presence of microangiopathy complication, HbAlc, TSH, fT4 and
T3 were similar in both groups of TIDM (aTPO+ and aTPO-), whereas aTPO, aTG, ultrasound
features of HT, HT duration, and levothyroxine dose per week were significantly higher in the
TIDM aTPO+ group than the TIDM aTPO- group. No significant differences were detected
between the TIDM subgroups and the healthy controls with regard to age, BMI, lipid
parameters, TSH, fT4, heart rate and systolic and diastolic blood pressure. FT3 was
significantly lower in patients with TIDM aTPO- than in the control group (p<0.05) (Table 1).

Table 1
There were no significant differences between groups in terms of BSA, LVEDd, PWS, PWD,
IVSD, RVDd, LAVIL, LVML E, A, E/A, E/Emed’, EVAmed', DT of LVEF. Table 2 shows the
echocardiographic parameters in the study groups and the results of the comparative analysis.
Table 2

Within cardiac chamber size, we found significant differences only in the IVS in systole,
in both the T1IDM aTPO+ and T1DM aTPO- groups compared to controls (p =0.007, p=0.030,
respectively).

In certain parameters describing diastolic function, we found significant differences in
the Emed’, with the lowest values in the TIDM aTPO+ groups (p = 0.025 in comparison to
controls) and in the IVRT, with the highest values in the TIDM aTPO+ groups (p<0.0001 in
comparison to controls). Emed’ was also significantly different (p=0.047), while IVRT was
similar (p=0.053) between the T1DM aTPO+ and TIDM aTPO- groups (Figure 1A, 1B).
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Within systolic function, we found significant differences in TAPSE (RV systolic
function), with the lowest values in the TIDM aTPO+ group (p = 0.0002 in comparison to
controls), and in GLS (LV systolic function), with the lowest values in the TIDM aTPO+ group
(p=10.015 in comparison to controls). However, when comparing the TIDM aTPO+ and TIDM
aTPO- groups, the difference for TAPSE was nonsignificant (p=0.814), while for GLS was
borderline insignificant (p=0.051) (Figure 1C, 1D).

Figure 1

We also performed a comparative analysis of LS from three apical views: 4CH,
reflecting the function of inferoseptal and anterolateral segments; 3CH, showing the function
of inferolateral and anteroseptal segments; and 2CH, presenting the function of inferior and
anterior segments of LV. The lowest values of LS were found in the majority of segments in
the TIDM aTPO+ group. However, significant differences were only found in the 4CH view
between the TIDM aTPO+ and the control group (p=0.021) and in the 2CH view between the
T1DM aTPO+ and TIDM aTPO- groups (p=0.030) (Figure 2).

Figure 2

When assessing the differences between segmental LV LS, we found that both the
TIDM aTPO+ and T1DM aTPO- groups had significantly lower anterolateral wall strain as
compared to controls (p=0.016, p=0.014, respectively) and only T1DM aTPO+ group exhibited
significantly lower anterior wall strain as compared to controls (p=0.017).

Table 3

Our results may contribute to the identification of characteristics for the development of
diabetic cardiac dysfunction. Figure 3 shows an example of the LS bull's eye plot in women
with T1DM.

Figure 3

We performed correlation analyses between thyroid parameters and selected
echocardiographic parameters, which were significantly different in the comparative analysis.
IVSS was significantly negatively correlated with aTPO levels (r=0.26, p=0.02). Figure 4
shows the results of the most significant correlation between thyroid parameters and selected
echocardiographic parameters.

Figure 4

In the univariate regression analyses, the risk factors for GLS in all women (n=88) were
HT duration, levothyroxine dose per week, and reduced echogenicity on thyroid ultrasound
(Table 4). The remaining thyroid-related parameters, such as T3, T4, aTPO, aTG, the presence

of connective tissue echoes on ultrasound were not significantly associated with GLS.
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Table 4
DISCUSSION

On the basis of our knowledge, this is the first report to evaluate echocardiographic
parameters in euthyroid women with TIDM in relation to aTPO and others thyroid
autoimmunity parameters in such detail. The strength of this study is the use of the STE, which
is an accurate and angle-independent technique that allows an objective analysis of myocardial
deformation [20]. Importantly, among different types of strain assessment, GLS allows precise
evaluation of subendocardial longitudinal fibre damage, which are the most vulnerable and
affected even in subclinical disease stages [21]. It has been proven that GLS can be a biomarker
of diabetic cardiomyopathy in patients with preserved ejection fraction [22]. Although imaging
patterns of LF systolic function using STE provide valuable insight into the characteristics of
various cardiomyopathies [23], the current literature does not contain comprehensive data on
the typical “bull's eye” pattern in patients with diabetes. Our results suggest that coexistence of
aTPO with TIDM was associated with worse strain function specifically in anterior and
anterolateral segments, which may be related to the autoimmunity factor. We are led to this
conclusion by the fact that autoimmunity probably participates in the development of cardiac
complications in T1DM, and the presence of antithyroid antibodies indicates increased activity
of the immune system. The impairment of the function of these segments probably appears in
the early development of diabetic cardiac dysfunction. Our results are the first to contribute to
the identification of characteristic strain “bull’s eye” plot patterns in women with diabetes or
coexisting diabetes and aTPO, which may be of great value in early cardiac diagnosis.
Nevertheless, studies on a larger group of patients are needed.

We found that Emed’ values were significantly lower in the TIDM aTPO+ group as
compared with the T1DM aTPO- group and controls, which may suggest greater predisposition
to diastolic dysfunction [24]. Other parameters suggestive of worse myocardial diastolic
function, such as a prolongation of IVRT, a reduction in mitral E velocity, and an increase in
E/Emed' ratio, were also present in the TIDM aTPO+ group in comparison with the TIDM
aTPO- group, but without statistical significance. In turn, comparing the TIDM aTPO+ group
with the control group, a statistical difference was found between two parameters reflecting
diastolic function (Emed' and IVRT). These findings are consistent with previous results related
to diastolic dysfunction at very early stages of diabetes in asymptomatic patients with TIDM
[25,26]. Interestingly, we demonstrated that both Emed’ and IVRT were correlated with the
presence of antithyroid antibodies (aTPO, aTG), and the features of thyroid autoimmunity on

ultrasound, levothyroxine dose, and the duration of HT. Whereas, the most significant effects
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on GLS were the duration of HT and the severity of HT as reflected by levothyroxine dose and
ultrasound features of HT, but not the presence of antithyroid antibodies. It may be that, already
in the early stages of thyroid autoimmunity, there are processes that promote myocardial
dysfunction, which develops as HT disease progresses and includes successively diastolic and
systolic dysfunction. In accordance with this assumption, there are recent reports that suggest
that hyperglycemia in TIDM may induce autoimmunity, which leads to the development of
long-term CV complications, possibly through inflammatory pathways [27]. In fact, both
T1DM and HT exhibit immune dysfunction associated with infiltration of CD4+ cells involved
in stimulation of effector cell cytotoxicity and humoral responses, implying CV complications
[28,29]. This is evidenced by anticardiac antibodies being identified in TIDM patients with
cardiac abnormalities, which was not observed in type 2 diabetes [30]. Importantly, cardiac
autoantibodies production correlated with lymphocytic infiltration and myocardial destruction,
inducing the development of HF [31]. Thus, it cannot be excluded that processes resulting from
autoimmunity in the thyroid gland, leading to parenchymal destruction and fibrosis, also occur
in myocardial tissue. Indeed, in both autoimmune thyroiditis and HF in diabetes, there is
increased transforming growth factor-p expression associated with increased fibrotic processes
[32,33]. Our results showed a significant positive correlation between the presence of
connective tissue echoes in thyroid on ultrasound and echocardiographic parameters reflecting
systolic and diastolic function of LV. The possible mechanisms associated with this relationship
may be the activation of the inflammatory process and oxidative stress connected with thyroid
autoimmunity, which may have a systemic effect [34-36]. Indeed, it has recently been shown
that early myocardial dysfunction may be related to sirtuin 1 and interleukin 27, whose serum
concentrations were higher in women with TIDM and HT than in women with TIDM alone
and correlated significantly with several echocardiographic parameters [37]. This is a new
insight into the development of HF in women with T1DM and needs to be verified in further
research.

In addition to the importance of IVRT in the assessment of diastolic function, this
parameter also proved to be a good tool for differentiating between different types of cardiac
remodeling, e.g., concentric cardiac hypertrophy in pressure overload with decreased IVRT and
eccentric hypertrophy in LV volume overload with increased IVRT [38]. Interestingly, clinical
studies on HF in diabetes mainly describe two phenotypes: a dilated phenotype with eccentric
LV remodeling, more frequently observed in TIDM, and a restrictive phenotype with
concentric LV remodeling, characteristic of patients with type 2 diabetes [39]. A significantly
longer IVRT time was observed in the TIDM aTPO+ and TIDM aTPO- group compared to
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controls, supporting the eccentric nature of myocardial hypertrophy. Nevertheless, all our study
participants had normal myocardial dimensions and normal EF, showing only discrete
differences in echocardiographic parameters. Surprisingly, LVMI and IVSS were lower in
patients with TIDM as compared to controls. This may be explained by the fact that the
autophagy process is enhanced in T1DM, which may precede cardiomyocyte hypertrophy [40].
In fact, in an animal model of TIDM, heart weights were reduced, and cardiac fibrosis
developed in parallel with changes in cardiac diastolic function, although cardiomyocyte size
remained unchanged [41]. This observation from preclinical rodent studies could explain our
results, although this requires further investigation.

TAPSE reflects the longitudinal function of the right ventricle (RV) and appears to
signal early systolic dysfunction and vascular stiffness [42]. In all study groups, TAPSE was
within the normal range; however, when comparing groups with TIDM, significant differences
were found as compared to the controls. These findings suggest that metabolic disturbances
associated with diabetes, can influence right ventricular function, which is consistent with
previous studies conducted in both type 1 [43,44] and type 2 diabetes [45,46]. This may be due
to systemic effects of glucotoxicity, lipotoxicity, and epigenetic or immunological factors
underlying heart failure in diabetes [47]. Although there were no significant TAPSE differences
between the TIDM aTPO+ and T1DM aTPO- groups, the correlation analysis showed a
significant negative association with aTPO and the presence of reduced echogenicity of the
thyroid parenchyma on ultrasound. These findings are coherent with previous results showing
impaired RV and LV function in euthyroid HT patients when compared with controls [48-50].

Our study had several limitations. Firstly, data on the presence of microangiopathies
were assessed on the basis of medical diagnoses in the history and there was a lack of a cardiac
autonomic neuropathy assessment; thus, we cannot exclude the possibility of misclassification.
Secondly, considering the demonstration of only minor differences between groups in terms of
cardiac function, there is the possibility of a chance finding due to the relatively small group of
patients. Given that the precise immunological mechanisms linking thyroid autoimmunity and
cardiac dysfunction in TIDM women could be used to improve prevention and even to develop
sex- and immune-targeted therapies further exploration on a larger group of patients in this area
is critical.

Conclusions

Although our data do not allow us to conclude a direct link between the presence of

aTPO and cardiac dysfunction in women with T1IDM, they indicate an association of thyroid

autoimmunity parameters with several echocardiographic parameters of right and left
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ventricular diastolic and systolic function. Our results are the first to suggest that the anterior
and anterolateral segments are likely to be primarily affected in the early stages of cardiac
dysfunction in women with T1DM; although these data need to be confirmed in a larger group

of patients, they may have important implications in early cardiac diagnosis.

Acknowledgments: We are grateful to the participants and staff of the Department of Internal Diseases,
Endocrinology and Diabetology of the Central Clinical Hospital of the Ministry of Internal Affairs in Warsaw for
making the study possible.

Disclosure: None of the authors have any potential conflicts of interest associated with this research.
Contributors: MLT contributed to the conception and design of the study, date collection, researched and
analyzed the data and wrote the manuscript. AP contributed to the date collection and critical revision of the
manuscript, JZ contributed to the conception and statistical data analysis and the critical revision of the manuscript.
BMR, EF and LC contributed to conception and design of the study and the critical revision of the manuscript. All
approved the final version of the manuscript.

Funding: This research was founded by Diabetes Poland Scientific Grant (27.08.2020).

Ethical Approval: The study was approved by the Ethics and Surveillance Committee for Research in Human
and Animal Sciences at the Central Clinical Hospital of the Ministry of Internal Affairs; No. 22/2018 of
09.05.2018).

66



Table 1. Characteristics of the studied subgroups of type 1 diabetes mellitus (T1DM): with positive antiperoxidase

antibody titer (T1DM aTPO+) and negative antiperoxidase antibody titer (T1DM aTPO-) and healthy controls (p
value of the analysis of variance or the ANOVA Kruskal-Wallis test).

T1DM aTPO+ (n=34) T1DM aTPO- (n=25)  Controls (n=29) p

Age (years) 26 (23-30) 24 (23-27) 26 (24-29) 0.355
BMI = (kg/m2) 22.5(20.8-24.9) 22.0(20.3-24.5) 22.0(20.3-23.0) 0.397
Diabetes duration (years) 13 (8-19) 11 (9-16) - 0.29]1*
daily insulin dose (units) 36 (30-46) 41 (25-45) - 0.699*
microangiopathy (%) 4(11.7) 4(16.0) - 0.711*
HbAlc (%) 7.8(7.0-9.2) 7.4 (6.8-8.0) - 0.080%*
Total cholesterol (mg/dl) 174 (160-196) 173 (151-196) 173 (153-191) 0.848
LDL (mg/dl) 89 (72-117) 83 (67-104) 83 (66-104) 0.685
HDL (mg/dl) 66 (57-78) 71 (51-82) 67 (1-85) 0.904
Triglyceride (mg/dl) 67 (58-86) 76 (60-108) 77 (61-109) 0.368
TSH (uIU/mL) 2111 20+£1.1 24+1.0 0.285
fT4 (ng/dl) 1.2(1.1-1.4) 1.2(1.1-14) 1.2(1.1-1.2) 0.345
T3 (pg/ml) 3.2(2.8-32) 3.0(2.6-3.2) 3.2(3.0-34) 0.019
aTPO (IU/ml) 185 + 203 12+8 11+9 p <0.001
aTG (IU/ml) 179 (57-388) 12 (11-33) 11 (5-70) p <0.001
Reduced echogenicity of the

thyroid gland En ultrgsound (%) (1) 91.2% 0 0 p=0.001
Presence of connective tissue

echoes on thyroid ultrasound (%) (21) 61.8% 0 0 p<0.001
HT duration (years) 72+6.5 0 0 p <0.001
I-thyroxine dose per week (ug) 336.4 +338.4 91.0 +220.9 0 0.029%*
Heart rate 72 (63-78) 69 (65-85) 72 (55-90) 0.970
Systolic blood pressure (mm Hg) 1157 117£6 1154 0.163
Diastolic blood pressure (mm Hg) 73+7 75+6 76+4 0.252

*p of Mann-Whitney U test for variables with nonparametric distribution or Student's t test for variables with
parametric distribution or Fisher's exact test for categorical variables between TIDM aTPO+ vs. TIDM aTPO-;
Data presented as median (interquartile range) or mean + SD (standard deviation) or number (percentage); aTG—
anti-thyroglobulin antibody; aTPO—anti-thyroid peroxidase antibody, BMI—body mass index; fI3—
free triiodothyronine; fT4—free thyroxine; HbAlc—glycated hemoglobin; HDL—high-density lipoprotein; HT—
Hashimoto's thyroiditis; LDL—low-density lipoprotein; SD—standard deviation; TSH—thyroid-stimulating

hormone.
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Table 2. Echocardiography parameters in women with type 1 diabetes mellitus (TIDM) and positive
antiperoxidase antibody titers (T DM aTPO+) versus women with T1DM and negative aTPO titers (T1DM aTPO)

versus the control group (p value of the analysis of variance or the ANOVA Kruskal-Wallis test).

T1DM aTPO+ (n=34) T1DM aTPO- (n=25)  Controls (n=29) p value
BSA [m2] 1.71 (1.65-1.78) 1.69 (1.61 — 1.78) 1.67 (1.59 - 1.79) p =0.597
Cardiac chamber size
LVEDd [mm] 43.0 (41.0 — 46.0) 44.5 (42.0 — 46.0) 45.0 (43.0 - 46.0) p=0.368
IVSD [mm] 9.0 (8.0-9.0) 8.0 (8.0-9.0) 9.0 (8.0-9.0) p=0.263
PWD [mm] 9.0 (8.0 - 10.0) 8.5(8.0-9.0) 9.0 (8.0-9.0) p =0.151
LVSDd [mm] 32.0(29.0 - 34.0) 30.0 (27.0 - 32.0) 31.0(29.0 - 33.0) p =0.221
IVSS [mm] 11.0 (10.0 - 12.0) 10.5 (9.0 -12.0) 12.0 (11.0-13.0) p=0.021*
PWS [mm] 12.0 (11.0 - 13.0) 11.0 (10.0-13.0) 12.0 (12.0 - 13.0) p=0.129
RVDd [mm] 26.0 (24.0 —29.0) 26.5(23.0 — 28.0) 27.0 (25.0 — 28.0) p =0.801
LAVI [mL/m2] 21.0(17.8-25.0) 26.0 (22.0 -28.6) 24.0 (19.0 - 26.0) p =0.094
LVMI [g/m2] 70.0 (60.5 — 80.0) 67.9 (61.0-77.0) 73.9(71.0-79.3) p =0.076
Diastolic function
E [cm/s] 88.3 (80.0 — 96.0) 94.1 (84.9 — 106.0) 94.0 (82.0 — 99.0) p =0.594
A [cm/s] 58.0 (53.0 — 63.5) 49.0 (43.7-67.4) 55.0 (48.0 — 69.0) p=0.289
E/A 1.53(1.3-1.7) 1.72(1.4-2.1) 1.50 (1.1 -2.0) p =0.350
Emed’ [cm/s] 11.8(10.7-13.1) 12.9 (12.1-13.6) 13.8 (11.5-14.8) p=0.031®
E/Emed' 7.4(6.4-38.6) 7.2(6.7-8.1) 6.8 (6.4-17.5) p=0.173
E/Amed' 1.7(1.6-2.0) 1.9(1.6-2.5) 1.8(14-23) p=0313
DT [ms] 211.0 (180.0 —236.0) 218.0 (197.0 — 250.0) 211.0 (194.0-243.0) p =0.490
IVRT [ms] 98.0 (90.0 — 104.0) 91.5(85.0-99.0) 81.0(79.0 — 85.0) p <0.0001¢
Systolic function
TAPSE [mm] 22.0(20.0 — 24.0) 22.0(20.0 — 24.0) 26.0 (23.0 - 27.0) p=0.0001"
LV GLS [%] 17.1 (16.20 - 18.15) 18.3 (17.4-19.6) 18.5 (17.1=20.0) p=0.031F
LV ¢jection fraction [%)] 62.5+3.1 62.6+3.9 63.3+24 p=0.570

Data presented as median (interquartile range) or mean + SD (standard deviation); in A,B,C,D below, we present
the significant differences that came out between groups:

AT1DM aTPO+ vs. controls, p=0.007; TIDM aTPO- vs. controls, p=0.030;

BT1DM aTPO+ vs. controls, p=0.025; TIDM aTPO+ vs. TIDM aTPO-, p=0.047;

CT1DM aTPO+ vs. controls, p<0.0001; TIDM aTPO- vs. controls, p=0.0002;
PT1DM aTPO+ vs. controls, p=0.0002; TIDM aTPO- vs. controls, p=0.0001;

ET1DM aTPO+ vs. controls, p=0.015.
A—mitral inflow peak late velocity; BSA—body surface area; DT—deceleration time; E—mitral inflow peak
carly velocity; E/A—mitral E-wave velocity divided by mitral A-wave velocity; Emed’—early diastolic velocity
of the septal mitral annulus; E/Amed’—mitral E-wave velocity divided by late diastolic velocity of the septal
mitral annulus; E/Emed’—mitral E-wave velocity divided by early diastolic velocity of the septal mitral annulus;
IVRT— isovolumic relaxation time; IVSD—interventricular septum end-diastolic diameter; IVSS—
interventricular septum end-systolic diameter; LAVI—left atrial volume index; LVEDd—Ieft ventricle end-
diastolic diameter; LVESd—Ieft ventricle end-systolic diameter; LV GLS—Ieft ventricular global longitudinal
strain; LVMI—left ventricular mass index; PWD—posterior wall thickness at end-diastole; PWS—posterior
wall thickness at end-systole; RVDd—right ventricular dimension in diastole; TAPSE—tricuspid annular plane

systolic excursion.
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Figure 1. Comparison of selected echocardiographic parameters: (A) early diastolic velocity of the septal mitral

annulus (Emed"); (B) isovolumic relaxation time (IVRT); (C) tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE)

(D) left ventricular global longitudinal strain (LV GLS) in absolute values between groups.
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Figure 2. Images of left ventricular longitudinal strain (LV LS) from apical views: (A) four-chamber (4CH)
inferoseptal and anterolateral segments; (B) three-chamber (3CH) inferolateral and anteroseptal segments; and (C)
two-chamber (2CH) inferior and anterior segments. The graphs next to images show that the lowest longitudinal
strain values were in the group of women with type 1 diabetes and positive antithyroid peroxidasc antibodics
(T1DM aTPO+). However, significant differences were found only in 4CH LV LS between the TIDM aTPO+
group and controls (p=0.021) and in 2CH LV LS between the TIDM aTPO+ and T1DM aTPO- groups (p=0,03).
LS in the graphs is presented in absolute values.
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Table 3. Comparison of left ventricular longitudinal strain (LV LS) from apical views in women with type 1
diabetes mellitus and positive antiperoxidase antibody (T 1DM aTPO+) versus women with type 1 diabetes mellitus
and negative antiperoxidase antibody (T1DM aTPO-) versus control group. LS presented in absolute values (p
valuc of thec ANOVA Kruskal-Wallis tcst).

T1DM aTPO+ (n=34) T1DM aTPO- (n=25) Controls (n=29) p value
LV LS 4CH strain % 17.3 (16.0-19.0) 17.7 (15.6-20.4) 19.5 (17.5-20.5) 0.057A
atfesioratera 16.8 (14.6-18.5) 17.2 (15.3-18.6) 19.2 (17.4-20.3) 0.0148
inferior septal 18.1(16.6-20.2) 19.2 (15.5-19.9) 19.2(17.8-21.2) 0.321
LV LS 3CH strain % 17.4 (16.1-18.9) 17.7 (16.6-19.6) 17.1(165-192)  0.619
Siioplnterdl 16.9 (15.4-18.6) 17.4(15.4-19.4) 184(165219) 0154
anterior septal 17.5 (16.2-19.2) 17.7 (16.5-21.2) 17.1 (14.5-19.3) 0.447
LV LS 2CH strain % 17.3 (16.2-19.7) 19.9 (17.4-21.1) 19.2 (17.5-21.3) 0.093¢
afiterior 15.7 (14.5-18.2) 17.7 (15.5-19.7) 18.3 (16.2-19.7) 0.056°
inferior 19.7 (17.8-20.5) 19.6 (18.4-22.0) 19.9 (17.6-21.7) 0.629

In A,B,C,D below, we present the significant differences that came out between groups:
AT1DM aTPO+ vs. controls, p=0.021;

BT1DM aTPO+ vs. controls, p=0.016;T1DM aTPO- vs. controls, p=0.014;

CT1DM aTPO+ vs. TIDM aTPO-, p=0.030;

DT1DM aTPO+ vs. controls, p=0.017.
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Figure 3. Examples of the longitudinal strain bull’s eye plot derived from 2D speckle tracking imaging in the study
population of women with type 1 diabetes mellitus (TIDM). A. 29-year-old female with positive antiperoxidase
antibody (T1DM aTPO+) with a 15-year duration of TIDM and Hashimoto’s thyroiditis (HT). B. 23-year-old
female with positive antiperoxidase antibody (T1DM aTPO+) with an 8-year duration of TIDM and 5 years of
HT. C. 31-year-old female with negative antiperoxidase antibody (T1DM aTPO-) with a 16-year duration of
TIDM.
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Figure 4. The corrclation analyses between parameters related to thyroid autoimmunity and
echocardiographic parameters of diastolic and systolic function.

Table 5. Univariate logistic regression analyses of thyroid risk factors for global longitudinal
strain (GLS).

Dependent Predictors Odds ratio 95%CI p value
variable
GLS HT duration 0.997 0.995-0.999 0.008
|-thyroxine dose per week 0.814 0.689-0.960 0.013
reduced echogenicity on thyroid 0.309 0.120-0.793 0.013
ultrasound
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Abstract: The loss of cardioprotection observed in premenopausal, diabetic women may result from
the interplay between epigenetic, metabolic, and immunological factors. The aim of this study was to
evaluate the concentration of sirtuin 1, visfatin, and TL-27 in relation to cardiovascular parameters
and Hashimoto’s disease (HD) in young, asymptomatic women with type 1 diabetes mellitus (TTDM).
Thyroid ultrasound, carotid intima-media thickness (cIMT) measurement, electrocardiography, and
echocardiography were performed in 50 euthyroid females with TIDM (28 with HD and 22 without
concomitant diseases) and 30 controls. The concentrations of serum sirtuin 1, visfatin and 1L-27
were assessed using ELISA. The TIDM and HD group had higher cIMT (p = 0.018) and lower left
ventricular global longitudinal strain (p = 0.025) compared to females with TIDM exclusively. In
women with a double diagnosis, the sirtuin 1 and TL-27 concentrations were non-significantly higher
than in other groups and significantly positively correlated with each other (r = 0.445, p = 0.018) and
thyroid volume (r = 0.511, p = 0.005; r = 0.482, p = 0.009, respectively) and negatively correlated with
relative wall thickness (r = -0.451, p = 0.016; r = -0.387, p = 0.041, respectively). These relationships
were not observed in the control group nor for the visfatin concentration. These results suggest that
sirtuin 1 and IL-27 contribute to the pathogenesis of early cardiac dysfunction in women with TIDM
and HD.

Keywords: sirtuin 1; TL-27; visfatin; female; type 1 diabetes mellitus; thyroid autoimmunity;
cardiovascular disease

1. Introduction

The accelerated atherosclerosis and early development of heart failure (HF) observed
in diabetes patients have a multifactorial background and are still insufficiently under-
stood [1]. In recent years, increasing attention is being paid to sex differences in cardio-
vascular (CV) risk, which in combination with diabetes leads to a loss of cardioprotection
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observed in premenopausal women. However, the mechanisms by which sex may modu-
late the effect of diabetes on CV risk have not been exhaustively investigated.

It has been shown in large meta-analyses that there is a significantly higher risk of
coronary heart disease [2] and HF associated with diabetes in women than men, especially
in type 1 diabetes mellitus (T1DM) [3]. In fact, TIDM was associated with a 47% greater
risk of HF in females than males as opposed to a 9% greater risk in type 2 diabetes mellitus
(T2DM) [3]. Additionally, a registry-based cohort study confirmed that the onset of TIDM
before the age of 10 years results in a higher loss of life years by 3.5 years in women than
men [4]. Indeed, in light of the above studies, the latest guidelines from the European
Society of Cardiology (ESC) in collaboration with the European Association for the Study
of Diabetes (EASD) indicate the need for further investigation explaining the excess CV
risk in females, especially with early-onset TIDM [5].

According to current knowledge, the loss of cardioprotection in diabetic women may
be due to genetic and epigenetic mechanisms [6], differences in anatomical structure and
metabolism of adipose tissue [7], hormone-related oxidative stress [8], and the gut micro-
biome connected with inflammation [9] and molecular factors involved in the formation
of AGEs [10]. Another possible explanation is that there is a link between CV diseases
and autoimmunity, potentially through inflammatory pathways, especially in TIDM [11].
Furthermore, it appears that the coexistence of a second autoimmune condition, of which
Hashimoto’s disease (HD) is the most common, may be associated with increased CV
risk [12]. Nevertheless, the exact mechanism of this phenomenon remains unclear.

As shown in Figure 1, the suspected link between epigenetic, metabolic, and immuno-
logical pathways may be sirtuin 1, an NAD+—dependent deacetylase that belongs to the
enzymes of longevity [13,14].

Immune factors Epigenetic factors

TGF-B

dietary restrictions
* resveratrol

IL-27

IL-12

o <SG UoSU
\ - lipolysis 1 (PPAR-y) y
' - fatty acid beta-oxidation 1 (PGC-1a)
- oxidative stress | (p53, FOXOs) /
- inflammation | (NF-xB)

<

Figure 1. Sirtuin 1 is a possible link between metabolic and immunological pathways. The expres-
sion of sirtuin 1 depends on epigenetic factors and influences adipose tissue metabolism through
various transcription factors to reduce lipogenesis [15] and oxidative stress [16], and it also has
anti-inflammatory effects [17] and regulates the secretion of adipokines [18]. Visfatin intracel-
lularly (iNampt) catalyzes the reaction of the NAD+ synthesis pathway, which increases sirtuin
1 activity [19], while extracellularly (eNampt) it regulates responses to oxidative stress and inflam-
mation [20]. Sirtuin 1 influences the immune system through cytokines, maintaining the balance
between Th1/Th2/Th17/Treg lymphocytes’ defense against autoimmunity [21]. IL-27, together with
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Treg lymphocytes, can exert an anti-inflammatory effect [22], protecting against autoimmune inflam-
mation or a pro-inflammatory effect when secreted by dendritic cells (DCs), depending on the Toll-like
receptor 4 (TLR 4) [23]. Abbreviations: DCs—dendritic cells, eNampt—extracellular nicotinamide
phosphoribosyltransferase, FOXO—forehead box O, iNampt—intracellular nicotinamide phos-
phoribosyltransferase, NF-kB—nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells, PGCla—
peroxisome proliferator-activated receptor ¢ coactivator 1a, PPAR-y—peroxisome proliferator-
activated receptor gamma, TNF-a—tumor necrosis factor «, Treg—T regulatory lymphocytes.

Sirtuin 1, the epigenetic enzyme that regulates various cellular pathways, has attracted
significant attention over recent years because it is involved in the pathogenesis of both
CV diseases [24] and autoimmune disorders [25]. A recent meta-analysis of preclinical
studies demonstrated that resveratrol and metformin reduce hyperglycemia, dyslipidemia,
and insulin resistance, and exhibits a pro-inflammatory response by increasing the sirtuin
1-dependent intracellular antioxidant capacity [26]. Thus, it appears that sirtuin 1, due to its
antioxidant properties, may be important in alleviating diabetic complications. Moreover,
the ability of sirtuin 1 to regulate interleukin 27 (IL-27) expression probably determines
the maintenance of the immune balance [27] and may be involved in the development of
T1DM [28]. TL-27 can exert both pro-inflammatory and anti-inflammatory effects, which is
currently being considered in novel therapeutic approaches for cardiovascular [29] and
autoimmune diseases [30]. Another insufficiently explored molecule related to sirtuin 1 is
visfatin [31]. This adipokine exhibits nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT)
activity, and as an intracellular form (iNAMPT) maintains the activity of NAD-dependent
enzymes, such as sirtuin 1 [19], while the extracellular form (eNAMPT) can induce in-
flammation and endothelial dysfunction [32]. Recently, this adipokine was suggested to
be a therapeutic target in cardiovascular-metabolic disorders [33]. Despite the known
interaction between visfatin and sirtuin 1 in the regulation of many processes responsible
for cell metabolism and control of circadian rhythm [34], these relationships are still not
well understood, especially in relation to TIDM.

Given the often atypical or clinically silent progression of CV diseases in women with
diabetes, identification of specific risk factors is a key step in early diagnosis and effective
prevention. Thus, the purpose of this pilot study was to evaluate the potential utility of
sirtuin 1, visfatin, and IL-27 as markers of early development of atherosclerosis or HF
in young, asymptomatic women with TIDM and HD. To the best of our knowledge, no
research to date has assessed these serum levels in this context. The most relevant finding
of our study is the demonstration of a positive correlation between sirtuin 1 and IL-27
levels and their significant association with thyroid and echocardiographic parameters in
women with TIDM and HD.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

Fifty patients with TIDM were enrolled at the Diabetes Outpatient Clinic of the Central
Clinical Hospital of the Ministry of Interior and Administration in Warsaw, Poland. Inclusion
criteria were a diagnosis of TIDM, HbAlc < 10%, age 18-37 years, female, and current
euthyreosis status in laboratory tests. Patients were excluded if they were pregnant or
breastfeeding, had a positive history of CV diseases (hypertension, coronary heart disease,
arthythmia, HF), were smokers, or had hepatic or renal disorders. Women taking any
additional medication apart from insulin treatment and levothyroxine were also excluded.
The participants were divided into two study groups: group 1 (n = 28) included women
diagnosed with both TIDM and HD, while group 2 (1 = 22) included women diagnosed
with TIDM without other diseases. The diagnosis of Hashimoto’s thyroiditis was stated on
the basis of the standard criteria: Elevated thyroid antibodies (aTPO and/or aTG) titer and
typical ultrasound. Among the female patients with HD, 18 were treated chronically with
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levothyroxine, and 10 had elevated antibodies and a typical ultrasound image indicating
thyroid autoimmunity but with normal TSH and T4 without medication.

Thirty age-matched, healthy women recruited from hospital employees and their
relatives formed the control group (n = 30). The inclusion criteria were as follows: normal
physical examination and no history of diabetes, CV diseases, autoimmune disorders, or
other diseases. All the patients in the control group were without obvious features of
thyroid autoimmumity during the ultrasound and had euthyreosis status in laboratory
tests. Women taking any kind of medication, or who were pregnant or breastfeeding,
were excluded.

The study protocol was prepared in accordance with the Declaration of Helsinki and
was approved by the local Ethical Committee (Approval of the Ethics and Surveillance
Committee for Research in Human and Animal Sciences at the Central Clinical Hospital
of the Ministry of Internal Affairs; No. 22/2018 of 09 May 2018). Each patient provided
informed written consent to participate in this study.

2.2. Clinical Data Collection

Medical history and anthropometric measures were recorded during patient inter-
views. All the enrolled patients underwent a physical examination. The BMI (body mass
index) was estimated as body weight divided by the squared height (kg/m?). Basic data
were collected from each individual on a computerized datasheet.

2.3. Echocardiography and Electrocardiography

Complete 2-dimensional echocardiograms and Doppler scan studies were performed
and analyzed by an expert echocardiographer following the recommendations of the
European Association of Cardiovascular Imaging [35] using an EPIQ system (version 7C,
Philips Medical Systems, Best, The Netherlands. The observer was blinded to the group
under examination.

The left ventricular dimension (LVD), interventricular septum (IVS5), and posterior
wall dimensions (PWD) in systole and diastole were measured using M-mode by the
parasternal long-axis view. Atrial volumes and left ventricular ejection fraction (EF) were
assessed using Simpson’s method [35]. The left atrial volume index (LAVI) was calculated
by dividing the left atrium (LA) volume (measured from standard apical two- and four-
chamber views at end-systole) by the body surface area of participants. The left ventricular
mass (LVM) was calculated using the Devereux formula indexed to body surface area (left
ventricular mass index (LVMI)) [36]. The relative wall thickness (RWT) was calculated
as double the PWD divided by the left ventricle diastolic diameter [37]. E/ A ratios were
calculated using pulse-wave Doppler early (E) and late (A) diastolic mitral peak velocities
together with the isovolumic relaxation time (IVRT) and deceleration time (DT). Pulse-
wave Tissue Doppler Imaging was used to measure peak diastolic velocities of the septal
(E’spt, A'spt) and lateral (E'lat, A'lat) corner of mitral annulus in apical four-chamber
view. Two-dimensional speckle tracking analyses was performed in the longitudinal three-
chamber, two-chamber, and four-chamber views for left ventricular global longitudinal
strain (GLS) [35]. A 12-lead standard electrocardiography ECG (10 mm = 1mV, 25 mm/s)
was performed in a supine position during rest. The QT interval was corrected (QTkc) for
heart rate using the Bazett formula [38].

2.4. Measurement of Carotid Intima-Media Thickness and Thyroid Assessment

Carotid arteries were examined bilaterally using B-mode ultrasonography with a
10 MHz linear transducer and this procedure was performed by the same sonographer
according to the guidelines of the Polish Ultrasonography Society [39]. CIMT was measured
three times on each side (right and left) and the mean value was calculated for each side
and for all six measurements included in the analyses. All participants underwent thyroid
ultrasonography according to the guidelines of the Polish Ultrasonography Society [40].
The thyroid volume was calculated using a simplified formula for the volume of a spheroid:
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V=0.5x W x H x L, where V is the volume of the lobe, 0.5 is the simplified coefficient,
W is the width, H is the height, and L is the length. The volume of the thyroid gland
considered in the study was the sum of the volumes of the right and left lobes.

2.5, Biochemical Analysis

For laboratory tests, venous blood was collected after overnight fasting and in-
cluded measurements of glycated hemoglobin (HbAlc), total cholesterol (TC), high-density
lipoprotein (HDL), low-density lipoprotein (LDL), triglyceride (TG) levels, and thyroid
parameters. The range of normal values for fT4 was between 0.93 and 1.7 ng/dL, for fT3 it
was between 2.0 and 4.4 pg/mL, and for TSH it was between 0.27 and 4.2 ulU/mL. The
positive values for antibodies were >34 [U/mL for anti-TPO-Abs and >115 IU/mL for
anti-TG-Abs. All of the collected blood samples were subjected to biochemical analyses
immediately after collection on an ongoing basis in the hospital laboratory using standard
methods. For all participants, sera were separated by centrifugation of the whole blood
samples for 10 min and were stored at —80 °C for further measurement of immune markers.

2.6. Sirtuin 1, Visfatin, and IL-27 Measurements

Serum concentrations of sirtuin 1, visfatin, and IL-27 were analyzed using commercial
immunoenzymatic assays by an experienced laboratory technician in the Department
of Experimental and Clinical Pharmacology (Medical University of Warsaw, Warsaw,
Poland). The IL-27 serum concentration was assessed in duplicate by the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit (Human IL-27 ELISA Kit, Covalab, Bron, France; sensi-
tivity: 12.8 pg/mL; reference range: 0-1000 pg/mL). The optical density was assessed at
450 nm using a BIOTEK spectrophotometric reader (EPOCH model, Winooski, VT, USA.).
The visfatin serum level was determined in duplicate using a commercial ELISA kit (Hu-
man PBEF/Visfatin ELISA Kit, Abclonal, Wuhan, China; sensitivity: 0.55 ng/mL; reference
range: 0-100 ng/mL). Optical density was assessed at 450 nm using spectrophotometric
reader BIOTEK (model ELx800, Winooski, VT, USA). Finally, the serum concentration
of sirtuin 1 was measured by competitive ELISA (Human SIRT1 (Sirtuin 1) ELISA Kit,
FineTest, Wuhan, China; sensitivity: 0.188 ng/mL; reference range: 0.313-20 ng/mL).
Optical density was assessed at 450 nm using a BIOTEK spectrophotometric reader (model
ELx800, Winooski, VT, USA). Measurements for sirtuin 1 serum concentration were per-
formed in a single replicate based on dilution tests. All procedures were performed in
accordance with the manufacturer’s recommendations.

2.7. Statistical Analysis

Data were analyzed using Statistica 13. The Lilliefors and Shapiro-Wilk tests were
used to verify the normal distribution of data. A non-parametric Mann-Whitney U test
was used to compare two groups of unrelated variables. Differences between multiple
groups were evaluated using a Kruskal-Wallis ANOVA test. To explore correlations among
variables, a Spearman’s correlation (r) test was used. Statistical significance was set at a
p-value < 0.05.

3. Results
3.1. Study Population

The study population consisted of 80 females (mean age 26.4 + 4.4 years and range
18-37 years) including 30 controls and 50 participants with TIDM divided into two groups:
T1DM and HD (T1DM + HD, n = 28) and T1DM without any other additional diseases
(T1DM - HD, n = 22) (Table 1).
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Table 1. The main demographic and clinical characteristics of each test group.

(z 135% m 3}: ;8:“) T '(Jnl\i EZ,HD ((::':;‘(’;f (TIDMvs.  (T1DM+ HD vs.
Controls) T1DM — HD)

Age (years) 262+475 2668 + 4.64 2559 +492 %7 +372 0548 0363
BMI (kg/m?) 2245 +3.14 2278+ 3.9 2044295 2055+ 3.03 0941 0481
Diabe(t“fs;;‘)‘aﬁ"“ 13.04 + 644 14434720 1127 £493 0.00 0.000 0.143
Daily (“Sflt't]:;‘ dose 3848 + 18.86 39.85 + 2150 3673+ 15.15 0.00 0.000 0.837
HD duration (years) 408 £ 5.99 729 + 640 0.00 0.00 0.000 0.000
HbAlc (%) 774133 803 +135 728+ 1.20 518 +0.28 0000 0071
Tom(lm“;“/’}iﬂeml 173.06 + 28.27 17457 4 27.97 1710442919 17277 + 2923 0917 0.647
LDL (mg/dL) 86.36 + 25.01 8775 + 28.61 M59LDE 8393283 0735 0.822
HDL(mg/dL) 7066 + 19.35 7075 + 18.73 7055+2054 72572110 0713 0718
TG (mg/dL) 8114 = 33.32 80+ 34.96 8259 L3186 8273 +30.3% 0651 0777
TSH (uIU/mL) 2264195 253 £ 245 190+ 092 244115 0127 0718
4 (ng/dL) 125+ 0.3 128 +026 122+ 018 123 +017 0608 0.200
3 (pg/mL) 297 +0.46 294+042 3014052 326+ 053 0007 0992
aTPOTU/ml. 10251417589 17470420932 10644768 2485+ 65.16 0000 0.000
aTG IU/mL 14451 + 16758 22589+ 16898 40959853 8088+ 13232 0.004 0.000
Thyroid volume (mL) 1148 £ 355 1138+ 394 1161 £3.08 152+ 38 0626 0.740
FKG-HR 7286 + 1135 725+ 1056 733241253 715341016 0673 0992
EKG-Qte 42638 +19.51 771 E1945 446841991 42127 1976 0220 0.853
oIMT (mm) 066 +0.28 072+ 034 058 + 0.12 058 +0.10 0.046 0.018
EF (%) 6227 1 363 6234+ 3.40 6219 +3.99 6453+ 203 0001 0.399
LAVI mL/m? 2295 +53 2051 +5.19 2478 + 497 2429 + 5.88 0398 0.032
LVEDd (mm) 429+ 416 4211+ 455 1391 +3.45 4457+ 245 0089 0151
TVSD (mm) 856 + 146 864+ 168 845+ 1.14 9+ 131 0114 0.992
PWD (mm) 892 +1.14 921 +£1.20 8.55 + 0.96 8.93 £0.98 0.858 0.082
LVMI g/m? €9.02= 1173 6879 = 11.76 9321197 7668+1016 0010 0.792
RWT 042+0.10 045+ 0.12 039 + 0.04 040 + 0.04 0592 0.040
Awave (ms) 5801 + 1441 5961 £12.16 5981692 6045+ 1572 0499 0.324
E'sep (cm/s) 1234+221 12114224 12634217 1320+ 316 0127 0122
DT (ms) 20572 + 4266 2186+ 4178 22063 14423 21047 £ 4070 0945 0.384
IVRT (ms) 945+ 13.14 96.61 + 13.66 9182+ 1221 79.87 + 898 0000 0.278
LVGLS 1759 + 197 16,90+ 212 1832+ 153 18.96 + 250 0054 0.025
Sirtuin 1 (ng/mL) 1951 = 65,70 3268 + 86.06 276 + 4.88 17,51 + 3839 0106 0.278
Visfatin (ng/mL) 1450 = 47.82 887+ 37.47 2665861 2206+ 6038 0347 0.097
1127 (pg/mL) 18.23 + 52.33 2782 + 68.87 6.05 + 3.5 1347 + 33.88 0622 0132

There were no significant differences found in age, sex, body mass index (BMI), lipid
parameters, TSH and T4 levels, heart rate, or QTc interval among the sample groups.
Importantly, women in all study groups had normal BMI and a favorable lipid profile.
Notable, the rather low levels of LDL and TG, and fairly high levels of HDL present
in the group with TIDM would generate a low atherogenicity index. Nevertheless, the
group with TIDM had significantly thicker ¢cIMT (p = 0.046) and lower EF (p = 0.001)
compared to the control group. One explanation for these differences may be the association
between historic glycemic exposure and its ‘metabolic memory” and the long-term CV
risk [41]. It appears that non-enzymatic glycation of proteins and lipids leads to the
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activation of oxidative stress, causing long-term CV complications despite the attainment
of glycemic control, which has been reported in TIDM [42]. Indeed, the metabolic memory
phenomenon results from the dysregulation of epigenetic mechanisms that lead to changes
in the expression of pathological genes responsible for chronic inflammation, which plays
a key role in the development of atherosclerosis or cardiac dysfunction [43].

The groups of patients with TIDM were similar in diabetes duration, HbAlc, daily in-
sulin requirement, lipid parameters, and thyroid hormones. However, women with TIDM
and HD exhibited significantly thicker cIMT (p = 0.018) and lower left ventricular GLS
(p =0.025) compared to women with TIDM only (Figure 2). These observed differences
may be due to the relationship between autoimmunity and CV risk, as further explained in
the discussion. Among the echocardiographic parameters considered, we found signifi-
cantly lower LVMI (p = 0.01) and higher IVRT (p < 0.0001) in women with TIDM compared
with the control group, and lower LAVI (p = 0.032) and higher RWT (p = 0.04) in women
with TIDM and HD compared to women with TIDM only.

ANT-SEP ANT-SEP

INF-LAT

Figure 2. Left ventricular global longitudinal strain (GLS) in (A) a healthy subject, (B) women with exclusively type
1 diabetes mellitus (TIDM), (C) women with TIDM and Hashimoto’s disease (HD); and ultrasound images of carotid
intima-media thickness (cIMT) measurement in (D) a healthy subject, (E) women with exclusively TIDM, and (F) women

with TIDM and HD.

3.2. Circulating Sirtuin 1, IL-27 and Visfatin Levels

Although there were no significant differences in the concentration of the mark-
ers tested between the sample groups, we highlight the differences that did exist. The
levels of sirtuin 1 were non-significantly higher in patients with TIDM compared to con-
trols (19.51 & 65.70 ng/mL vs. 17.51 & 38.39 ng/mL). Dividing TIDM patients into two
groups according to the presence (T1IDM + HD) or absence of HD (T1DM — HD), a higher
sirtuin 1 concentration was found in the TIDM + HD group (32.68 % 86.06 ng/mL vs.
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2.76 + 4.88 ng/mL. The sirtuin 1 concentration was lower in patients with TIDM alone
compared with the control group. These results suggest a possible association of elevated
sirtuin 1 concentration with patients that have TIDM and HD (Figure 3A).
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Figure 3. (A) Sirtuin 1 serum levels, (B) IL-27 serum levels, and (C) visfatin serum levels for each sample group in the

study population.

The levels of IL-27 were also non-significantly higher in women with TIDM compared
to controls (22.06 pg/mL vs. 14.5 pg/mL). Similar to sirtuin 1, the levels of TL-27 were
highest in the group with TIDM and HD (27.82 pg/mL) (Figure 3B). We found a significant
positive correlation between sirtuin 1 and IL-27 levels in patients with TIDM (R = 0.329,
p = 0.02) and with TIDM and HD (R = 0.445, p = 0.018). There was no significant association
between sirtuin 1 and IL-27 levels in controls. In turn, the levels of visfatin were non-
significantly lower in women with T1IDM compared to controls (14.50 £ 47.82 ng/mL
vs. 22.06 & 60.38 ng/mL). In the TIDM + HD group, the visfatin concentration was even
lower than in women with TIDM only (8.87 £ 37.47 ng/mL vs. 21.66 + 58.61 ng/mL)
(Figure 3C). We found no correlation in the serum levels of visfatin and sirtuin 1 or visfatin
and IL-27 in any of the groups.

3.3. Correlation Analysis between the Circulating Markers and Other Studied Variables Using
Spearman'’s Correlation (r) (Supplementary Tables 51-53)

We explored the correlation between sirtuin 1 (Table 81), IL-27 (Table S2), and visfatin
(Table S3) levels with known CV risk factors (duration of diabetes, HbAlc, BMI, lipid
parameters), thyroid parameters (TSH, T4, fT3, anti-TPO, anti-TG, thyroid volume), and
selected CV parameters (cIMT thickness, QTc interval, resting HR, echocardiographic
parameters). All analyses were performed in four groups: group 1 + 2 included all women
with TIDM (n = 50), group 1 comprised women with TIDM and HD (n = 28), group 2
comprised women with TIDM and no other conditions (1 = 22), and group 3 contained
healthy women as controls (1 = 30).

Spearman’s correlation tests revealed that there were no significant correlations be-
tween sirtuin 1, visfatin, and IL-27 serum levels with duration of diabetes, total daily
dose of insulin, and HbAlc levels. The visfatin level was positively associated with BMI,
but only in the control group (R = 0.370, p = 0.044), and was negatively correlated with
total cholesterol in group 1 (T1IDM + HD) (R = —0.375, p = 0.049). With regard to the
lipid parameters, there was a negative correlation between triglyceride levels and IL-27
(R =—0.437, p = 0.042) and sirtuin 1 levels (R = —0.489, p = 0.021) in women with TIDM
only (group 2). IL-27 levels were negatively associated with LDL levels in women with
T1DM only (R = —0.424, p = 0.05). These findings suggest a possible role of sirtuin 1,
visfatin, and IL-27 in the lipid balance of women with TIDM.

Considering thyroid parameters, women with TIDM and HD (group 1) exhibited a
strong positive correlation between thyroid volume and both sirtuin 1 (R = 0.511, p = 0.005)
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and IL-27 levels (R = 0.482, p = 0.009). Similar, although less pronounced associations
were found in all women with TIDM, in which IL-27 was positively correlated with aTG
(r=10.331, p = 0.019). In turn, visfatin levels were positively associated with aTPO in all
women with TIDM (r = 0.321, p = 0.023) and were negatively correlated with fT4 levels
in group 2 (T1DM - HD) (R = -0.591, p = 0.004). These results suggest that higher visfatin
concentrations in the group of women with TIDM but without HD may be associated
with reduced thyroid endocrine function and perhaps a greater predisposition to the
development of autoimmune thyroid disease.

The electrocardiographic parameters QTc interval and HR at rest were negatively
correlated with sirtuin 1 in the TIDM — HD group (R = -0.435, p = 0.043 and R =-0.506,
p = 0.016, respectively); in the control group, the QTc interval was significantly positively
associated with sirtuin 1 (R = 0.510, p = 0.004). These differences may be due to the varied
effects of sirtuin on the CV system depending on metabolic disturbances. Our results
showed no significant correlation between either visfatin or IL-27 levels and QTc interval.

cIMT was positively correlated with visfatin levels in the control group (R = 0.447,
p = 0.013). There was no correlation between cIMT and study markers in women with
T1DM. Our results suggest a possible association of visfatin with subclinical carotid artery
atherosclerotic lesions, but this relationship does not appear to be specific to TIDM.

Among the echocardiographic parameters studied, we found a significant negative
correlation between RWT and PWD with sirtuin 1 (R = —0.451, p = 0.016; and R = —0.522,
p = 0.004, respectively) in women with TIDM and HD (group 1). In patients with TIDM
only (group 2), sirtuin 1 was correlated with wave E, E/A'med, and A'med (R = —0.440,
p =0.040; R = 0.426, p = 0.048; R = —0.478, p = 0.024, respectively). In the control group
there was one significant correlation between sirtuin 1 and A'med (R = 0.391, p = 0.033).
Thus, sirtuin 1 levels appear to be correlated with echocardiographic parameters related to
diastolic function, specifically in women with T1IDM or a double diagnosis.

IL-27 was correlated with RWT in patients with TIDM and HD (R = —0.389, p = 0.041),
but this correlation was not observed in the other groups, which suggests an association
of this cytokine with changes associated with myocardial hypertrophy in women with
a double diagnosis. In contrast, visfatin levels were positively correlated with DT time
(R =0.424, p = 0019) in the control group, suggesting an association between this adipokine
and early myocardial dysfunction, irrespective of the presence of TIDM.

4. Discussion

In this study, we focused on young asymptomatic women with TIDM, who were
divided into groups according to the co-occurrence of HD. As recent reports indicate, this
diabetic group is at high risk of developing CV complications [2-4]. Although it is widely
recognized that patients with autoimmune diseases are in a higher CV risk group, the
molecular factors involved in this process are not well-known. A possible hypothesis is
that this involves an interaction between epigenetic, metabolic, and immunological factors.

Our results show that women with TIDM and HD, despite laboratory euthyroidism,
have more unfavorable CV parameters (i.e., significantly thicker cIMT and lower left
ventricular GLS) compared to women with TIDM without HD. Such findings suggest the
involvement of an autoimmune component connected with autoimmune thyroid disease
in the development of CV complications. In order to gain a deeper understanding of the
pathogenesis of CV disease in women, we also assessed sirtuin 1, IL-27, and visfatin levels
in the study population and we checked their correlation with selected CV parameters.
Despite finding no significant differences in marker concentrations between groups, we
found that women with a double autoimmune diagnosis had higher sirtuin 1 and IL-
27 levels and lower visfatin serum levels than women with TIDM only, or women in
the control group. Moreover, the sirtuin 1 was positively correlated with IL-27 levels in
women with TIDM and HD, which suggests an association with thyroid autoimmunity.
Indeed, it has been shown that sirtuin 1 interacts with transcription factor IRF-1 (Interferon
Regulatory Factor 1) at the molecular level, leading to the regulation of IL-27 expression,
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which is important in Th17 differentiation [44]. In turn, Th17 lymphocytes have been
shown to play an essential role in the induction of organ-specific autoimmune diseases
including chronic lymphocytic thyroiditis [45]. Our data suggest a possible detrimental
effect of IL-27, which is likely to contribute to the development of autoimmune thyroid
disease in individuals with TIDM. In contrast, a recent study found reduced IL-27 serum
levels in patients with Graves’ disease, suggesting a possible anti-inflammatory role of
these cytokines [46]. A possible explanation for these differences is the effect of IL-27 on
the Th1 to Th2 ratio [47], which is dominant in HD, whereas it is non-dominant in Graves’
disease [48]. TL-27 most likely enhances Th1 lymphocyte function and suppresses Th2,
which would suggest an immune imbalance similar to that seen in TIDM or HD [49]. In
line with this assumption, studies of single nucleotide polymorphisms have confirmed an
association between IL-27 [50] and the SIRT1 gene with autoimmune thyroid diseases [51].
In this study, aTG was positively correlated with the IL-27 serum levels in women with
T1DM, but not significantly with sirtuin 1 serum levels. However, both markers were
significantly associated with thyroid volume, which may be connected to the autoimmune
connective tissue proliferation. Therefore, an evaluation of the local concentration of sirtuin
1 and IL-27 in thyroid tissue should be considered as a future research direction.

Based on our findings, the marker most associated with echocardiographic parameters
related to early cardiac dysfunction in women with TIDM is sirtuin 1. Interestingly, a
significant negative correlation between sirtuin 1 with RWT and PWD was only found
in women with TIDM and HD, which suggests an association between this marker with
the left ventricular remodeling in this group of patients. Our results indicated that higher
sirtuin 1 levels were correlated with reduced RWT, which on the one hand may be ben-
eficial, but on the other can be associated with increased LVMI, which may suggest a
higher risk of eccentric myocardial hypertrophy. As was suggested by previous studies,
patients with TIDM are more likely than those with T2DM to have the dilated type of
cardiomyopathy with systolic cardiac dysfunction, which is characterized by eccentric
myocardial hypertrophy [52]. Notably, such cardiac remodeling is probably related to
autoimmunity [53]. Moreover, the observed differences in the phenotype of HF depending
on the type of diabetes have been explained by experimental studies in animal models,
indicating different autophagy activity in cardiomyocytes, which was increased in subjects
with TIDM and decreased in those with T2DM [54]. Indeed, the greater predisposition to
developing HF with a dilated phenotype observed in longstanding T1DM is associated
with cardiomyocyte loss and progressive fibrosis, which may have an autoimmune ba-
sis [55]. However, data on the assessment of sirtuin 1 and IL-27 in relation to CV parameters
in autoimmune diseases are limited. The results of studies conducted in patients with
T2DM were contradictory [56-58]. Nonetheless, a growing body of evidence suggests that
increasing the sirtuin 1 expression using antidiabetic drugs, such as metformin [59] or
SGLT2 inhibitors [60], may have a beneficial effect on the CV system. At the molecular level,
it has been shown that this is associated with a strong antioxidant and anti-inflammatory
effect by interacting with signaling pathways related to nuclear factor-kappa 3 (NF-kB),
mitochondrial adapter p66Shc, and forehead box O (FoxO) [24]. Sirtuin 1 probably reverses
vascular endothelial dysfunction by inhibiting NF-kB transcriptional activity, which me-
diates the production of inflammatory cytokines and prothrombotic markers [61]. Blood
vessels can be protected from hyperglycemia-induced endothelial dysfunction by reducing
the expression of p66Shc, which directly stimulates mitochondrial generation of reactive
oxygen species [62]. Moreover, accumulating evidence supports the proposal that sirtuin 1
increases endothelial nitric oxide synthase and upregulates FoxO, activating its antioxidant
properties and delaying cellular aging. Furthermore, sirtuin 1 is believed to inhibit the
release of proinflammatory adipokines from dysfunctional perivascular adipose tissue
that mediates vascular calcification [63]. Sirtuin 1 also exerts cardioprotective effects by
reducing endoplasmic reticulum stress against myocardial infarction injury [64,65]. In
conclusion, the protective properties of sirtuin 1 against oxidative stress reduce endothelial
dysfunction, inflammation, remodeling of arterial walls, vascular aging, atherosclerosis,

86



Biomolecules 2021, 11, 1110

110f17

and heart damage [24]. It has been suggested by experimental studies that the cardiopro-
tective effect of sirtuin 1 depends on its concentration: A mild to moderate expression of
sirtuin 1 exerted a beneficial effect, inhibiting aging of the heart, whereas a high level of
sirtuin 1 increased oxidative stress and cardiac damage [66]. Furthermore, one recently
published study has shown that sirtuin 1 activity in circulating peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) can be a biomarker of different HF phenotypes, with increased levels
associated with a loss of myocardial systolic function [67]. Although in this study we mea-
sured serum sirtuin 1 levels in asymptomatic patients, our results gave similar observations.
Indeed, higher serum sirtuin 1 levels were present in TIDM and HD patients who had
lower left ventricular GLS, which is an early marker of cardiac systolic dysfunction. We
found a significant positive correlation between IL-27 and RWT in women with TIDM and
HD. This observation is in accordance with previous studies that showed an association
between the IL-27 gene polymorphism involving SNP rs153109 with a predisposition to
dilated cardiomyopathy [68] and the deterioration of left ventricular function in the course
of acute coronary syndrome [69]. Our findings confirm the need for further research of the
role of IL-27 in the pathogenesis of HF and have for the first time highlighted its association
with sirtuin 1 levels.

We found a significant negative correlation between sirtuin 1 levels and the QTc
interval in women with TIDM and a positive correlation for the same parameters in
women in the control group. Hence, it appears that sirtuin 1 may exert both beneficial and
negative effects on the development of CV complications depending on its concentration,
local expression, and individual variability. Kedenko et al. demonstrated associations
between genetic variations at the SIRT1 with carotid atherosclerosis, with about 34 times
higher effect sizes for women than men [70]. However, we found no significant association
between sirtuin 1 serum levels and cIMT in all groups of women. Similar results were
obtained for IL-27, although its pathogenic role in the development of atherosclerotic
disease has been indicated [71]. We did find an association between lipid parameters
and IL-27 and sirtuin 1 levels in women with TIDM, which may lead to an increased
risk of atherosclerosis. It was demonstrated in an experimental study that atherogenic
dyslipidemia enhances autoimmune responses in a Toll-like receptor 4 and IL-27-dependent
manner [23]. By contrast, in our study, women with TIDM had a favorable lipid profile,
suggesting a low atherogenic index. Despite this, we found significantly higher cIMT
and lower EF in the group of women with TIDM compared to the control group, and
a significantly higher cIMT and lower left ventricular GLS in the group of women with
T1DM and HD compared to women with TIDM exclusively. The hypothesis we propose
to explain our results is that there is an association between autoimmunity and CV risk.
Furthermore, increasing evidence suggests that inflammatory immune responses in patients
with TIDM or HD are not restricted to the pancreas or thyroid gland, instead of causing
systemic inflammation. [72,73]. It is important to note that our study was conducted with
women only, while the immune response that increases inflammation through various
signaling pathways is likely to depend on sex differences [74]. Sex steroids have been
shown to be able to switch immune cells from anti-inflammatory to pro-inflammatory
actions and to regulate mitochondrial production of reactive oxygen species. While in
healthy women estrogens have the ability to reduce oxidative stress, in the presence of
autoimmune disease this benefit diminishes, which could explain the increased CV risk
in TIDM women [75]. However, the exact mechanism governing these relationships is
not known, and there is a need for further research into the molecular basis of CV disease
progression in autoimmune disorders.

Given the association of sirtuin 1 with visfatin at the cellular level and the recognition
of this adipokine as a key mediator in the interaction between epigenetic and metabolic
factors in CV complications, its serum levels were assessed in our study. Based on previous
studies, visfatin has been identified as a potential biomarker of insulin resistance, obesity,
metabolic syndrome, type 2 diabetes mellitus, and CV disease [76]. Moreover, recent
reports have indicated its association with the development of inflammation in autoim-
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mune inflammatory disorders [20,77-79]. However, results concerning visfatin in TIDM
and/or HD are limited and conflicting. In previous studies, circulating visfatin levels in
T1DM were higher [80,81] or lower [82-84] compared to healthy controls. Recent studies
have suggested a relationship between increased visfatin levels and chronic autoimmune
thyroiditis [78,85]. Our study showed non-significantly lower serum levels of visfatin
in women with TIDM compared with women in the control group. The coexistence of
two autoimmune diseases (T1DM and HD) was associated with even lower visfatin levels
compared with women diagnosed exclusively with TIDM or healthy participants, but
these differences were also non-significant. Our results correspond with those obtained
in a recent study by Tompa et al., in which children with a combined diagnosis of two
autoimmune diseases (T1IDM and celiac disease) had lower visfatin levels compared with
children diagnosed exclusively with TIDM [86]. A possible mechanism underlying the
negative correlation of visfatin with autoimmune dual diagnosis may be due to the function
of visfatin in initiating de novo NAD biosynthesis, a deficiency of which is associated with
a decreased amount of Treg [87]. It is suspected that the altered function of natural Treg
cells results from epigenetic modification and may be connected with susceptibility to
common autoimmune diseases [88] including autoimmune thyroid diseases [89]. However,
the significant negative correlation found in our study between visfatin and ft4 in women
with TIDM only, and the positive correlation with aTPO in all women with TIDM, suggests
an adverse effect of visfatin on the development of autoimmune thyroid disease, which
needs to be verified through further study.

With regard to the CV parameters, no significant correlation with visfatin serum
levels was found in women with TIDM or with a diagnosis of TIDM and HD. The sig-
nificant association between visfatin serum levels and cIMT in controls suggest that this
adipokine may be involved in the progression of atherosclerosis, but without the link to
autoimmunity. Visfatin probably affects the endothelial function and secretion of pro-
inflammatory cytokines through the NF-kB pathway in the early stages of atherosclerotic
plaque formation [79]. Notably, we also found a significant positive correlation between
the deceleration time in controls, but not in TIDM women. This finding is consistent with
previous studies, suggesting that an increased visfatin plasma level may be involved in the
development of HF [90] or adverse CV events [91]. In fact, this adipokine, which is secreted
by adipocytes and pro-inflammatory cells [92], probably exerts its effect on CV organs both
through paracrine secretion in perivascular [93] and pericardial adipose tissue [94], as well
as through its release into the circulation. Therefore, visfatin should be considered as a
biomarker for the development of early atherosclerosis.

The main strength of our study is the inclusion of a homogeneous population of
women, which allowed us to determine differences in CV parameters independent of
poor metabolic control, hyperlipidemia, hypertension, or thyroid hormonal imbalance.
In addition, this is the first study to determine serum sirtuin 1, IL-27, and visfatin levels
in women with TIDM and HD in relation to CV parameters. Notably, parts of the study
were conducted by independent, blinded, experienced investigators from different centers,
which allowed a more objective summary of the results. However, this study also has
some limitations: (1) a small sample of patients was included in each group, which may
affect the results of the study; (2) a lack of local expression assessment of the markers
in thyroid tissue or myocardium means we could not provide a complete insight of the
interaction between the molecules; (3) we did not assess CV parameters and studied
markers in women with HD only. Moreover, to establish the female specificity of the
markers it would be necessary to compare their concentrations in male and symptomatic
patients with TIDM and CV diseases. Data regarding diet and physical activity, which
may alter the hormonal profile and outcomes associated with CVD and T1DM, could have
improved the study. Nevertheless, the limitations of our pilot study indicate new directions
for further research, providing a better understanding of the molecular mechanisms of CV
complications specific to women with TIDM, which, in light of the high CV risk of this
group of patients, is essential to discovering a new therapeutic approach.
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5. Conclusions

In this study, young asymptomatic women with TIDM and HD, despite laboratory
euthyroidism, had significantly higher cIMT thickness and lower left ventricular GLS
compared to women with TIDM only or without TIDM (control group). Although we
found no significant differences in serum concentrations of sirtuin 1, IL-27, or visfatin
between groups, our results indicate that cardiac dysfunction in TIDM and HD females
may be associated with higher levels of sirtuin 1 and IL-27, which were positively correlated
with each other and with echocardiographic parameters. Based on these findings, we
propose that an interaction between sirtuin 1 and IL-27 may be considered a biomarker of
early cardiac dysfunction in women with TIDM and HD. However, further research with a
larger sample size will be needed to assess the potential relevance of these serum levels
and their effect on CV complications in TIDM patients.
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Table S1. Correlation between sirtuin | serum levels and selected cardiovascular (CV) and thyroid parameters.

| T1DM (n=50) T1DM +HD (n=28) T1DM -HD (n=22) controls (n=30) |
Classical risk factor of CV

Rho p Rho p Rho P Rho p
BMI (kg/m2) -0.168 0.250 -0.106 0.590 -0.265 0.233 0.015 0.936
Diabetes duration -0.023 0.876 -0.112 0.570 -0.165 0.462 - -
(years)
Daily insulin dose -0.209 0.146 -0.255 0.190 -0.094 0.698 - -
(units)
HbAlc % -0.266 0.065 -0.266 0.171 -0.341 0.121 0317 0.089
Total cholesterol 0.047 0.749 0.165 0.400 0.154 0.495 0.184 0.330
(mg/dL)
LDL-C (mg/dL) -0.021 0.886 0.024 0.903 -0.201 0.369 0.184 0.331
HDL-C (mg/dL) 0.257 0.075 0.305 0.115 0.177 0.431 0.047 0.804
Triglyceride (mg/dL) -0.303 0.034 -0.187 0.340 -0.489 0.021 0.254 0.176

Thyroid parameters
TSH ulu/L -0.133 0.357 -0.118 0.550 -0.162 0.470 0.195 0.303
ft4 0.041 0.779 0.060 0.763 -0.137 0.545 0.256 0.172
3 0.092 0.526 -0.020 0.920 0.234 0.294 0.002 0.993
aTPO IU/ml 0.058 0.689 -0.111 0.575 0.075 0.740 0.051 0.788
aTG IU/ml 0.23 0.108 0.235 0.229 0.032 0.891 -0.198 0.295
Thyroid volume (ml) 0.285 0.045 0.511 0.005 -0.051 0.822 -0.100 0.597
Selected CV parameters
ECG-HR -0.076 0.599 0.199 0.311 -0.506 0.016 0.332 0.073
ECG-Qtc 0.059 0.685 0.334 0.082 -0.435 0.043 0.510 0.004
cIMT (mm) 0.071 0.623 -0.138 0.483 0.193 0.389 -0.052 0.783
LAVI ml/m2 -0.025 0.862 0.046 0.816 0.062 0.785 0.114 0.549
LVMI g/m2 -0.084 0.560 -0.164 0.403 0.168 0.455 -0.057 0.765
PWD -0.287 0.044 -0.522 0.004 -0.049 0.827 -0.111 0.560
RWT -0.260 0.069 -0.451 0.016 -0.032 0.886 -0.039 0.838
E -0.220 0.125 -0.108 0.583 -0.440 0.040 -0.225 0.233
E/A 0.060 0.677 0.035 0.861 0.183 0.416 -0.231 0.220
A'spt -0.185 0.197 0.029 0.885 -0.478 0.024 0.391 0.033
E'spt -0.021 0.883 0.101 0.608 -0.202 0.369 -0.152 0.424
E/E’spt -0.213 0.137 -0.205 0.296 -0.115 0.612 -0.214 0.256
E'/A'spt 0.189 0.189 0.119 0.545 0.426 0.048 -0.335 0.070
DT (ms) 0.020 0.893 0.255 0.191 -0.354 0.106 -0.112 0.556
IVRT (ms) -0.068 0.641 -0.280 0.149 0.182 0.418 -0.122 0.521
New biomarkers

Sirtuin 1 & Visfatin -0.095 0.512 -0.081 0.683 0.019 0.932 0.16 0.397
Sirtuinl & IL-27 0.329 0.020 0.445 0.018 0.151 0.502 0.305 0.101
Visfatin & IL-27 0.24 0.093 0.303 0.118 0.141 0.531 0.142 0.453

Abbreviations: BMI- body mass index; HbAlc- glycated hemoglobin; LDL-C - low-density lipoprotein cholesterol;
lipoprotein-cholesterol; TSH-

HDL-C- high-density
fT3- triiodothyronine;
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thyroid-stimulating  hormone;
anti-thyroglobulin  antibody; ECG-
electrocardiogram, cIMT- carotid intima-media thickness; LAVI- left atrial volume index; LVMI- left ventricular mass
index; PWD- posterior wall thickness dimension; RWT- relative wall thickness; DT- deceleration time;
IVRT- isovolumetric relaxation time.

aTPO-anti—thyroid peroxidase antibody;

aTG-

fT4-

free

thyroxine;



Table S2. Correlation between IL-27 serum levels and selected cardiovascular (CV) and thyroid parameters.

Variable T1DM (n=50) T1DM +HD (n=28) T1DM -HD (n=22) controls (n=30)
Classical risk factor of CV

Rho p Rho p Rho p Rho p
BMI (kg/m2) -0.055 0.705 0.034 0.862 -0.228 0.307 -0.222 0.237
Diabetes duration (years) 0.088 0.541 0.051 0.798 -0.116 0.608 - -
Daily insulin dose (units) 0.037 0.801 0.257 0.186 -0.205 0.360 - -
HbAlc % -0.048 0.739 0.049 0.805 -0.266 0.232 -0.217 0.250
Total cholesterol (mg/dL) -0.217 0.13 -0.126 0.522 -0.334 0.129 -0.050 0.794
LDL-C (mg/dL) -0.221 0.124 -0.122 0.537 -0.424 0.050 0.012 0.951
HDL-C (mg/dL) 0.049 0.737 -0.038 0.848 0.234 0.295 0.057 0.765
Triglyceride (mE/dL) -0.202 0.160 -0.036 0.855 -0.437 0.042 -0.260 0.165

Thyroid parameters
TSH ulu/L 0.150 0.298 0.096 0.626 0.232 0.299 -0.124 0.515
fta -0.053 0.715 -0.123 0.534 0.039 0.863 0.303 0.104
fT3 0.014 0.925 0.114 0.564 -0.119 0.599 0.002 0.993
aTPO IU/ml 0.104 0.471 0.007 0.971 -0.260 0.243 0.051 0.788
aTG IU/ml 0.331 0.019 0.243 0.213 0.408 0.066 -0.194 0.303
Thyroid volume (ml) 0.279 0.050 0.482 0.009 0.084 0.709 0.021 0.913
Selected CV parameters

ECG-HR 0.015 0.919 0.078 0.692 0.125 0.579 0.279 0.135
ECG-Qtc -0.139 0.336 0.083 0.673 -0.411 0.057 0.248 0.186
cIMT (mm) -0.046 0.752 -0.138 0.483 0.193 0.389 0.089 0.641
LAVI ml/m2 0.072 0.620 0.206 0.294 0.114 0.612 0.096 0.614
LVMI g/m2 -0.031 0.832 -0.091 0.645 0.138 0.539 -0.182 0.336
PWD -0.148 0.306 -0.371 0.052 0.043 0.848 -0.193 0.306
RWT -0.194 0.178 -0.389 0.041 -0.148 0.510 0.054 0.779
E/A 0.126 0.383 0.148 0.451 0.317 0.151 0.217 0.249
E/E’spt 0.022 0.881 0.053 0.789 -0.036 0.875 -0.270 0.150
E'/A'spt 0.184 0.202 0.145 0.462 0.334 0.129 0.151 0.425
DT (ms) 0.140 0.333 0.350 0.068 -0.071 0.754 0.079 0.677
IVRT (ms) -0.224 0.119 -0.256 0.189 -0.309 0.162 0.181 0.339

Abbreviations: BMI- body mass index; HbAlc- glycated hemoglobin; LDL-C - low-density lipoprotein cholesterol;
HDL-C- high-density lipoprotein-cholesterol; TSH- thyroid-stimulating hormone; fT4- free thyroxine;
fT3-  triiodothyronine; aTPO-anti-thyroid peroxidase antibody; aTG- anti-thyroglobulin antibody; ECG-
electrocardiogram, cIMT- carotid intima-media thickness; LAVI- left atrial volume index; LVMI- left ventricular mass
index; PWD- posterior wall thickness dimension; RWT- relative wall thickness; DT- deceleration time;
IVRT- isovolumetric relaxation time.
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Table S3. Correlation between visfatin serum levels and selected cardiovascular (CV) and thyroid parameters.

Variable TiDM (n=50) T1DM +HD (n=28) T1DM -HD (n=22) controls (n=30)
Classical risk factor of CV

Rho p Rho p Rho p Rho p
BMI (kg/m2) -0.071 0.625 -0.060 0.763 -0.139 0.538 0.370 0.044
Diabetes -0.007 0.961 -0.086 0.665 -0.011 0.960 - -
duration (years)
Daily insulin dose 0.001 0.996 0.068 0.732 -0.008 0.973 - -
(units)
HbA1c % 0.029 0.83% -0.088 0.658 -0.143 0.524 -0.243 0.196
Total cholesterol -0.297 0.036 -0.375 0.049 -0.336 0.126 0.144 0.449
(mg/dL)
LDL-C (mg/dL) 0.171 0.234 -0.157 0.425 -0.239 0.284 0.352 0.057
HDL-C (mg/dL) -0.221 0.123 -0.268 0.167 -0.205 0.360 -0.298 0.110
Triglyceride 0.099 0.492 -0.057 0.774 0.264 0.234 0.041 0.830

mg/a
Thyroid parameters
TSH ulu/L -0.018 0.899 -0.182 0.354 0.157 0.484 0.064 0.737
fta -0.240 0.093 -0.203 0.300 -0.591 0.004 0.238 0.205
fT3 -0.061 0.676 0.114 0.564 -0.187 0.405 -0.013 0.944
aTPO IU/ml 0.321 0.023 0.093 0.636 0.299 0.177 0.093 0.627
aTG IU/ml 0.137 0.344 0.119 0.546 -0.193 0.402 0.141 0.456
Thyroid volume 0.149 0.303 0.319 0.098 0.084 0.709 -0.019 0.919
(ml)
Selected CV parameters

ECG-HR 0.163 0.257 0.124 0.528 0.254 0.255 -0.266 0.156
ECG-Qtc -0.065 0.653 0.001 0.996 -0.164 0.466 -0.076 0.689
cIMT (mm) -0.068 0.63% -0.246 0.207 -0.050 0.825 0.447 0.013
LAVI ml/m2 0.165 0.251 0.275 0.156 0.136 0.548 -0.027 0.889
PWD 0.100 0.490 0.095 0.629 -0.049 0.827 0.073 0.703
LVMI g/m2 0.010 0.947 0.235 0.229 -0.161 0.473 -0.090 0.635
RWT 0.125 0.388 0.073 0.713 -0.027 0.906 0.165 0.384
E/A 0.013 0.931 0.020 0.919 0.057 0.802 0.144 0.448
E/E’spt -0.071 0.626 -0.095 0.631 -0.141 0.531 0.127 0.505
E'/A'spt 0.163 0.258 0.270 0.165 0.242 0.277 0.059 0.755
DT (ms) 0.066 0.649 0.107 0.588 0.066 0.770 0.424 0.019
IVRT (ms) 0.027 0.853 -0.001 0.995 -0.029 0.898 0.340 0.066

Abbreviations: BMI- body mass index; HbAlc- glycated hemoglobin; LDL-C - low-density lipoprotein cholesterol,
HDL-C- high-density lipoprotein-cholesterol; TSH- thyroid-stimulating hormone; fT4- free thyroxine;
fT3- triiodothyronine; aTPO-anti—thyroid peroxidase antibody; aTG- anti-thyroglobulin antibody;, ECG-
electrocardiogram, cIMT- carotid intima-media thickness, LAVI- left atrial volume index; LVMI- left ventricular mass
index; PWD- posterior wall thickness dimension; RWT- relative wall thickness; DT- deceleration time;
IVRT- isovolumetric relaxation time.
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7. Zakonczenie

7.1. Podsumowanie
Na podstawie przegladu dotychczasowego pismiennictwa, szczegdlowo opisanego

w pracach pogladowych nr 1 i 2 niniejszej dysertacji, mozna stwierdzi¢, ze podtoze
niewydolnosci serca w cukrzycy jest bardzo ztozone oraz roézni si¢ w zaleznosci od jej
typu. Mimo wielu badan eksperymentalnych oraz obserwacji klinicznych nadal nie jest
ono wystarczajaco dobrze poznane, szczeg6lnie w T1DM. Podejrzewa sig, ze
autoimmunizacja, ktora lezy u podtoza T1IDM odgrywa w tej grupie chorych réwnie
wazng rolg W rozwoju miazdzycy i niewydolno$ci serca negatywnie rzutujac na ich
przebieg.

Prezentowana rozprawa doktorska sktada si¢ z cyklu publikacji o spdjnej tematyce,
bowiem poczawszy od pogladowego przedstawienia jako wstep, znanych mechanizmow
molekularnych bioracych udziat w rozwoju niewydolnosci serca w cukrzycy
I uporzadkowania doniesien badawczych sugerujacych udzial autoimmunizacji
w rozwoju powiktan cukrzycowych prezentuje - jako czg¢$¢ zasadnicza — ujgte w pracach
oryginalnych zagadnienie zwigzku pomie¢dzy autoimmunizacjg tarczycy W przebiegu HT
oraz nowymi markerami aktywnosci immunologicznej, takimi jak sirtuina 1, IL-27
I wisfatyna a obecnoscig subklinicznej miazdzycy lub dysfunkcji serca u mtodych kobiet
z TIDM.

W pracy nr 3 przedstawiono doktadng analize zalezno$ci pomiedzy autoimmunizacja
tarczycy w przebiegu HT a gruboscia cIMT u mtodych, bezobjawowych kobiet z TLDM.
Obecnosc¢ przeciwcial aTPO w badanej grupie pomimo eutyreozy wigzata si¢ z grubszym
kompleksem cIMT w poréwnaniu do kobiet z T1DM bez HT lub zdrowa grupg kontrolna.
Sposréd parametrow zwigzanych z autoimmunizacja tarczycy istotne statystycznie
korelacje z cIMT wykazano dla: miana przeciwciat aTPO, czasu trwania HT,
tygodniowej dawki lewotyroksyny, obecnosci cech sugerujacych HT w badaniu
ultrasonograficznym tarczycy, nizszym fT3, mniejszym stosunkiem fT3/fT4 oraz
dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku HT. Co wazne, korelacje o najwigkszej sile
1 istotnosci stwierdzono dla czasu trwania HT. Analiza statystyczna wykazata jednak, ze
parametry zwigzane z autoimmunizacjg tarczycy nie sg niezaleznymi czynnikami ryzyka
zwickszenia cIMT u kobiet z TIDM. W istocie prawdopodobnie sg one jedynie
wskaznikiem og6lnych zaburzen rownowagi immunologicznej, ktore posrednio indukuja

szlaki biorgce udzial w tworzeniu blaszek miazdzycowych. Doktadne mechanizmy
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immunologiczne faczace autoimmunizacj¢ tarczycy oraz rozw6j miazdzycy nie sg jednak
nadal poznane i wymagaja dalszych badan.

W pracy nr 4 zaprezentowano analiz¢ zalezno$ci pomiedzy autoimmunizacjg
tarczycy w przebiegu HT a wybranymi parametrami echokardiograficznymi u mtodych,
bezobjawowych kobiet z T1IDM. Mimo ze uzyskane wyniki nie pozwolily na
stwierdzenie bezposredniego zwigzku pomigdzy dysfunkcja serca u miodych kobiet
z T1DM a obecnoscig przeciwcial aTPO, to wykazano istotne korelacje parametrow
autoimmunizacji tarczycy, przyktadowo takich jak czas trwania HT, obraz
ultrasonograficzny tarczycy sugerujacy HT lub nasilenie HT wyrazone przyjmowang
dawka lewotyroksyny z kilkoma echokardiograficznymi  parametrami  funkcji
rozkurczowej (IVRT, Emed’) iskurczowej prawej (TAPSE) i lewej (GLS) komory
migs$nia sercowego. Analiza statystyczna wykazata ponadto, ze czas trwania HT,
substytucja wyzszymi dawkami lewotyroksyny oraz zmniejszona echogeniczno$é
tarczycy w badaniu ultrasonograficznym mialy istotny wplyw na obnizenie globalnej
funkcji skurczowej mig$nia sercowego. Oznacza to, ze od samej obecnosci przeciwciat
aTPO, wigksze znaczenie ma prawdopodobnie czas ekspozycji na nie oraz stopien
zaawansowania HT. Uzyskane wyniki dodatkowo wskazaly na mozliwag przydatnosé
diagnostyczng oceny regionalnego odksztatcenia podtuznego (LS, ang. longitudinal
strain) lewej komory migsnia sercowego za pomocg techniki 2D STE w ocenie
subklinicznej postaci dysfunkcji serca u kobiet z TIDM. Wykazano, ze regionalne LS
lewej komory w grupie kobiet z TIDM i HT jest istotnie nizsze W projekcji dwujamowej
(szczegblnie w segmentach przednich) w poréwnaniu do kobiet z TIDM bez HT
I wprojekcji  czterojamowej  (szczegdlnie  w segmentach  przednio-bocznych)
W porownaniu do grupy kontrolnej. Takie wyniki 0znaczaja, ze segmenty przednie
i przednio-boczne sg prawdopodobnie jako pierwsze dotknigte we wczesnych stadiach
dysfunkcji serca u kobiet z TIDM, co moze wynikaé¢ z czynnika autoimmunologicznego,
ktorego markerem jest obecnos¢ przeciwcial aTPO w badanej grupie. Jakkolwiek dane te
wymagajg potwierdzenia W badaniach na wigkszej grupie pacjentow, to przedstawiaja
one nowa perspektywe praktycznego zastosowania we Wwczesnej diagnostyce
kardiologicznej, ktora mogtaby mie¢ duze znaczenie w profilaktyce pierwotnej rozwoju
niewydolnosci serca u kobiet z TIDM.

W pracy nr 5 przedstawiono wyniki badania pilotazowego, ktére miato na celu oceng
stezenia sirtuiny 1, wisfatyny i interleukiny 27 (IL-27) w surowicy Krwi miodych,

bezobjawowych kobiet z TIDM w odniesieniu do wybranych parametrow uktadu
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sercowo-naczyniowego i wspotwystepowania HT. Badanie przeprowadzono w oparciu
0 hipotezg, ze utrata kardioprotekcji obserwowana u kobiet z cukrzyca w okresie
przedmenopauzalnym, moze wynika¢é =z interakcji pomiedzy  czynnikami
epigenetycznymi, metabolicznymi i immunologicznymi. Pomimo braku istotnych roznic
w stezeniach sirtuiny 1, IL-27 | wisfatyny w surowicy krwi pomiedzy grupami, uzyskane
wyniki sugeruja, ze przebudowa serca i tarczycy u kobiet z TIDM i HT moze by¢
zwigzana z interakcja pomigdzy sirtuing 1 a IL-27, gdyz te byly dodatnio skorelowane ze
sobg w tej grupie chorych oraz z objetoscig tarczycy i wzgledng gruboscig $cian lewej
komory (RWT, ang. the relative wall thickness). Ta korelacja nie wystapita w grupie
kontrolnej, jak rowniez nie obserwowano jej dla wisfatyny. Wyniki badan nie dostarczyty
dowodow na obecnos¢ zwigzku pomiedzy stezeniami W surowicy krwi sirtuiny 1, 1L-27
lub wisfatny a obecnos$cig subklinicznej miazdzycy u kobiet z TIDM i HT lub TIDM bez
HT. Stwierdzono jednak dodatnig korelacj¢ pomigdzy stezeniem wisfatyny, a gruboscia
cIMT w grupie kontrolnej, co sugeruje jej zwigzek z powstawaniem blaszki
miazdzycowej jednak niezaleznie od czynnika zaleznego od T1DM lub HT. Podobnie nie
wykazano zwiazku pomiedzy wisfatyng a parametrami echokardiograficznymi
w grupach kobiet z TIDM i1 HT oraz TIDM bez HT, natomiast zaobserwowano zwigzek
z jednym parametrem funkcji rozkurczowej miesnia sercowego (z czasem deceleracji,
DT, ang. deceleration time) w grupie kontrolnej. Wydaje si¢ wiec, ze sposrdd badanych
markeréw jedynie sirtuina 1 i IL-27 moze mie¢ zwigzek z rozwojem dysfunkcji serca
u kobiet z TIDM, co wymaga dalszych badan. Biorgc pod uwagg, szczegdlnie wysokie
ryzyko sercowo-naczyniowe obserwowane w tej grupie chorych sg one niezbedne do
odnalezienia nowych metod terapeutycznych, celowanych w uktad immunologiczny
I umozliwiajacych personalizacje terapii — z uwzglednieniem réznic zaleznych od pfei,

ktore mogltyby uchronié t¢ grupe chorych przed przedwczesng $miercia.

7.2. WnioskKi
Na podstawie przeprowadzonych badan mozna postawi¢ nastepujgce wnioski:

1. Wspotwystepowanie HT u mtodych kobiet z TIDM w poréwnaniu do kobiet
z wylacznie T1IDM, pomimo eutyreozy moze wigza¢ si¢ ze zmianami
czynnosciowymi (nizsze wartos$ci regionalnego odksztalcenia podiuznego
lewej komory) i morfologicznymi (grubsza cIMT) w uktadzie sercowo-

naczyniowym.
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. Nieinwazyjna ocena zarowno cIMT, jak i odksztalcenia podtuznego lewej
komory za pomoca techniki $ledzenia markeréw akustycznych obrazéw
dwuwymiarowych (2D STE, ang. two-dimensional speckle tracking
echocardiography) dostarcza cennych informacji o obecnosci wczesnych
zmian w uktadzie sercowo-naczyniowym u mtodych, bezobjawowych kobiet
z T1DM, co mogloby =znalez¢ praktyczne zastosowanie W prewencji
pierwotnej, prognozowaniu oraz modyfikacji przebiegu choroby w tej grupie
chorych.

Ocena cIMT jako zastepczego punktu koncowego dla chorob sercowo-
naczyniowych sugeruje, ze mtode kobiety z TLIDM i HT - pomimo eutyreozy
- s3 bardziej narazone na wystapienie choroby niedokrwiennej serca lub udaru
mozgu niz kobiety z TLDM bez HT w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Taka
wiedza moze mie¢ znaczenie we wczesnej identyfikacji 0os6b o wysokim
ryzyku sercowo-naczyniowym oraz wskazuje na konieczno$¢ wczesnej
prewencji w grupie kobiet z TAIDM i HT, polegajacej by¢ moze na rutynowej
ocenie cIMT.

Obecnos¢ nizszej kurczliwo$ci migsnia sercowego, szczegolnie w segmentach
przednich i przednio-bocznych wykazana u kobiet z TIDM i HT
W poréwnaniu do kobiet z TIDM bez HT lub grupy kontrolnej oznacza, ze
uposledzenie funkcji tych segmentow prawdopodobnie pojawia si¢ we
wczesnym okresie rozwoju cukrzycowej dysfunkcji serca oraz jest zwigzane
z obecnoscig czynnika autoimmunologicznego, ktorego markerem jest
obecnos¢ przeciwciat aTPO, co wymaga weryfikacji w badaniach na wigkszej
grupie 0sob.

Sposrdd parametrow zwigzanych z autoimmunizacja tarczycy w przebiegu
HT silniejszy zwiazek z rozwojem subklinicznej miazdzycy lub obnizeniem
globalnej funkcji skurczowej migsnia sercowego od samej obecnosci
przeciwcial aTPO, ma prawdopodobnie czas ekspozycji na nie oraz stopien
zaawansowania HT - wyrazony obrazem ultrasonograficznym tarczycy lub
dawka przyjmowanej lewotyroksyny.

Obecnos¢ przeciwcial aTPO u kobiet z TIDM nie jest niezaleznym
czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy lub obnizenia globalnej funkcji
skurczowej migsénia sercowego, ale prawdopodobnie jest jedynie markerem

zaburzonej rownowagi immunologicznej, ktora z kolei odgrywa wazng role
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W patogenezie powiktan sercowo-naczyniowych w tej grupie chorych, przy
czym dokladne mechanizmy molekularne, lezace u podloza tego zwiazku,
nadal nie zostaly poznane.

Wyniki badan nie dostarczyly dowodoéw na obecno$¢ zwigzku pomig¢dzy
stezeniami W surowicy krwi sirtuiny 1, 1L-27 lub wisfatny a obecnoscig
subklinicznej miazdzycy u kobiet z TIDM i HT lub T1DM bez HT.
Wykazano jednak istotng korelacje pomiedzy st¢zeniami sirtuiny 1 i IL-27,
a parametrami zwigzanymi z przebudowg serca i tarczycy u kobiet z TIDM
I HT, czego nie stwierdzono w grupie kobiet z TIDM bez HT lub grupie
kontrolnej. Konieczne sg dalsze badania, majace na celu lepsze zrozumienie
interakcji pomigdzy sirtuing 1 i IL-27 w podtozu patogenetycznym dysfunkcji
serca u kobiet z TIDM i HT.
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9. Opinia Komisji Bioetycznej

Komisja Etyki i Nadzoru nad Badaniami na Ludziach i Zwierzetach
Centralnego Szpitala Klinicznego MSWiA w Warszawie
ul.Wotloska 137, 02-507 Warszawa
email: komisja.etyki@cskmswia.pl tel. +48-22-5081681 fax. +48-22-5081881
Przewodniczacy Komisji: prof. dr hab.n.med. Robert J. Gil

DECYZJA NR 22/2018
zdn. 09.05.2018 1.

Komisja Etyki i Nadzoru nad Badaniami na Ludziach i Zwierzgtach CSK MSWiA w Warszawie
na posiedzeniu w dniu 09 maja 2018 r.
- zapoznala si¢ z projektem nowego badania naukowego pt:

., Zwigzek podwyziszonego miana przeciwcial przeciwtarczycowych z wybranymi parametrami
ukladu sercowo-naczyniowego u pacjentéw z cukrzycq typu 1”.

ktérego badaczem jest: lek. med. Magdalena Fukawska - Klinika Choréb Wewnetrznych,
Endokrynologii i Diabetologii CSK MSWiA, 02-507 Warszawa, ul. Wotoska 137.

Po zapoznaniu si¢ z catoscia dokumentacji* zgodnie z zasadami ICH-GCP Komisja Etyki

- wyrazita zgode na przeprowadzenie badania zgodnie z zataczong dokumentacja.

W ramach niniejszego zezwolenia badania moga byé prowadzone do 06.03.2021 r.

Przewodnicz
Warszawa, 09.05.2018 r. Prof. dr hab.

*Do Komisji Etycznej wplynely nastepujace dokumenty:

Whiosek do Komisji Etyki,

Zgoda Dyrektora Szpitala,

Zgloszenie badania,

Opis badania,

Formularz Informacji dla uczestnika badania,

Formularz swiadomej zgody pacjenta na udziat w badaniu,
Ankieta dla pacjenta.

N B

1
Komisja Etyki i Nadzoru nad Badaniami na Ludziach i Zwierzgtach Centralnego Szpitala Klinicznego MSWiA
ul. Woloska 137, 02-507 Warszawa, tel. +48-22-5081681, fax. +48-22-5081881
email: komisja.etyki@cskmswia.pl
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10. Oswiadczenia wspotautorow
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........... (.‘.............‘....(miejscowoéé, data)
Dr hab.n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Podfoze molekularne niewydolnosci serca w cukrzycy — nowe
mozliwosci terapeutyczne” o$wiadczam, iz moéj wiasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w

formie publikacji stanowi:

R o
..................................................................... . N
1o /
M@j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako....... %.
Wkiad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jakoéi?%,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(47-1 ) [),,07 &év%?. /LAL?'W"-?/

obejmowat on: ..l.... (x,) .........

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajgcego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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/ P Z P e
( 7 VIO ) ,” 1A pe Z/
Mg 1504 L ds o)

Prof. dr hab. n. med. Edward Franek

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. Podfoze molekularne niewydolnosci serca w cukrzycy — nowe
mozliwosci terapeutyczne. oswiadczam, iz moéj wihasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badarn oraz przedstawienie pracy w

formie publikacji stanowi:

nadzor merytoryczny, krytyczna korekta manuskryptu, akceptacja wersji ostatecznej pracy

M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5 %.

Whktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako 80 %,
(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: .. koncepcja pracy, kwerenda literatury, pisanie manuskryptu

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajaceg

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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Prof. dr hab. n. med. Leszek Czupryniak

(imieg i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Podfoze molekularne niewydolnosci serca w cukrzycy — nowe
mozliwosci terapeutyczne.” odwiadczam, iz moj wiasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badar oraz przedstawienie pracy w

formie publikacji stanowi:

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$é rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

ia
ot r/vnyC“

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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Womesc 230} ot

..................... 1..........(m|ejscowosé data)
Dr hab. n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Rola autoimmunizacji w rozwoju powikfan cukrzycowych —
przeglgd badari” oswiadczam, iz mdj wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badar oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

q/\,g/ (/L:ﬂ/

MGj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako....... %.
5

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako....... %,

(imiei nazwnsko kandydata do stopnia)

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji) *

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpi's'oﬁwmﬂczajacego)

*w szczegblnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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MO ’//ZOQ—w%jscowosc, data)

Prof. dr hab. n. med. Edward Franek

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. Rola autoimmunizacji w rozwoju powikfari cukrzycowych —
przeglgd badan. oswiadczam, iz mdj wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

nadzér merytoryczny, krytyczna korekta manuskryptu, akceptacja wersji ostatecznej pracy
Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5 %.
Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako 80 %,
(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: koncepcja pracy, kwerenda literatury, pisanie manuskryptu

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegdInosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badari, interpretacji wynikéw

............................. [miejscowos¢, data)
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M/&O?ZQ

............................... (‘miejscowoﬁé, data)
Prof. dr hab. n. med. Leszek Czupryniak

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Rola autoimmunizacji w rozwoju powiktar cukrzycowych —
przeglqd badan.” o$wiadczam, iz méj wtasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badar oraz przedstawienie pracy w formie publikacji

stanowi:

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.. ... %.

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreglam jako@ﬁ?. %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(merytoryczny opis wkfadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegdInosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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................................ m|ejscowo$é data)
Dr n. med. Jakub Zieliriski

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. /s thyroid autoimmunity associated with subclinical
atherosclerosis in young women with type 1 diabetes mellitus?” oswiadczam, iz méj wiasny
wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstavg;enie pracy w formie publikacji stanowi:

)
Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.>.(“%.
/

V.
Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako.?fff%,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: C%C'(f Z 7[7 / Oéa“/f)& Jecrc /,? /%M

s DR %%Lfﬁ////7/L\ .............................................................................

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajgcego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badari, interpretacji wynikéw
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Prof. dr hab. n. med. Edward Franek /LGCLLL@ L0 /(r)j @(r /JQZZ
i ) L ;
i /‘, - 3

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. Is thyroid autoimmunity associated with subclinical
atherosclerosis in young women with type 1 diabetes mellitus?, iz méj wiasny wktad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badad oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

koncepcja i projekt badania, nadzdr merytoryczny, krytyczna korekta manuskryptu, akceptacja

wersji ostatecznej pracy
M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreélam jako 5 %.
Wkiad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreélam jako 75 %,

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: koncepcja i projekt badania, metodyka, wykonanie badori ultrasonograficznych

tarczycy oraz ocena cIMT, zebranie i analiza danych, pisanie manuskryptu

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$c rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegdInosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikdw
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WWM 73.0%.72

.............................. (miejscowos¢, data)
Prof. dr hab. n. med. Leszek Czupryniak

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Is thyroid autoimmunity associated with subclinical
atherosclerosis in young women with type 1 diabetes mellitus?” oswiadczam, iz méj wtasny

wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badar oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Mdj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okredlam jako..... %.
M,
%,

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako........

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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Worwen 13 R 222

.................. lovorrimn(migjscowose, data)
Dr hab. n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Is thyroid autoimmunity associated with subclinical
atherosclerosis in young women with type 1 diabetes mellitus?” oSwiadczam, iz m6j wtasny
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

MG6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako/ff.).. %.
3
O’H %,

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako...

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on(/lym vefjkwﬁl/w)}o ....... iy 7’ ...... L‘ %/ ................

............................ i B e R o conemrasiomssss

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

.......... 2 ol

(podpis biwiadczajacego)

*w szczegélnodci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badar, interpretacji wynikéw
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Z(m’?&%w@, 11.0U.2022 ¢

................................ (miejscowos¢, data)
Prof. dr hab. n. med. Agnieszka Pawlak

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. Association of antithyroid peroxidase antibodies with cardiac
function in euthyroid women with type 1 diabetes mellitus - assessment with two-
dimensional speckle-tracking echocardiography, iz moj wiasny wktad merytoryczny w

przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w

formie publikacji stanowi:

M¢j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.{‘.Q.. %.

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okre$lam jako?.'.O. %,
(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat onﬂgf‘aé{éﬁﬁ&wdlxﬂ’féfv%l/ WKL 120 E

U506 .pr.zy.ojy.,..z.%bmf?._ﬁ &ow&za,&(wgdé/‘wamgtwwé%o&(

(merytoryczny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

f)PAN
7Ka wiak, H{o

Dr hab. Mo ) j0l0g
I t gr.o bR i
Specjalitia A 5100701

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badar, interpretacji wynikow
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(@ AT Joyd T
a 70 2. 0L &miejscowost, data)

Dr n. med. Jakub Zieliriski

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. ,Association of antithyroid peroxidase antibodies with cardiac
function in euthyroid women with type 1 diabetes mellitus - assessment with two-
dimensional speckle-tracking echocardiography”, iz méj wtasny wktad merytoryczny w

przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badar oraz przedstawienie pracy w

formie publikacji stanowi: /é
g
......... é: @fﬂm/bfic” e R A T —

M6j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.’}/..@%.

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreélam jako 7o %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

71- / ’ >/ g .-
obejmowat 0N, f?kfz&is/d ..................... 9/’ 4/ £ aiii . 1 T

.7-;21..5.4.6:!-.:’.*.??.........:kéf;.'%?;?f‘;:.ﬁ. ;/j.;/;;? ............................................................

(merytoryczny opis wkfadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajacego)

/7
et

*w szczegblnosdi udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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{LOCLCL@U@/ T%O(ﬂ {’OZ iejscowos¢, data)

Prof. dr hab. n. med. Edward Franek

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. Association of antithyroid peroxidase antibodies with cardiac
function in euthyroid women with type 1 diabetes mellitus - assessment with two-
dimensional speckle-tracking echocardiography, iz méj wtasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w
formie publikacji stanowi:

koncepcja i projekt badania, nadzér merytoryczny, krytyczna korekta manuskryptu, akceptacja

wersji ostatecznej pracy
Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5 %.
Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako 70 %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: koncepcja i projekt badania, metodyka, wykonanie badar ultrasonograficznych

tarczycy, zebranie i analiza danych, pisanie manuskryptu

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegbInosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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L/‘)(M/?B'OS'Q miejscowosé, data)

Prof. dr hab. n. med. Leszek Czupryniak

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. ,Association of antithyroid peroxidase antibodies with cardiac
function in euthyroid women with type 1 diabetes mellitus - assessment with two-
dimensional speckle-tracking echocardiography” o$wiadczam, iz mdj wiasny wktad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badahn oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.=...

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako..s...... %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

ég (meéory(czny opis wkfadu kandydata do stopnia w powstanie publikajij*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

pyet. dr hab. med.
ek Czupryniak
® ‘60 WeWnetrznych
i dlabetologll :

2176677
(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegdlnodci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badar, interpretacji wynikéw
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2V ]
(),{OWLA'L/ v 3; \)5), /27‘2 L

................................ (miejscowosé, data)
Dr hab. n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Association of antithyroid peroxidase antibodies with cardiac
function in euthyroid women with type 1 diabetes mellitus - assessment with two-
dimensional speckle-tracking echocardiography”, oswiadczam, iz méj wiasny wkiad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badain oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

€ &%

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat onu"'“*’?/‘-«//"a’,)[’)”LZJ"B"/LC'L Lw%/
P e L 7 A

{merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

-0 e
(podpis oé\\aviadczajacego)

\

*w szczegblnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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/LO&(’('QA&/( /(% .Q.%(;.Lg(éng@wos’é, data)

Prof. dr hab. n. med. Edward Franek

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic
Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease, iz
moj wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

koncepcja i projekt badania, nadzér merytoryczny, krytyczna korekta manuskryptu, akceptacja

wersji ostatecznej pracy
M@j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 5 %.
Wkiad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako 70 %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on: koncepcja i projekt badania, metodyka, wykonanie badari ultrasonograficznych

tarczycy oraz ocena cIMT, zebranie i analiza danych, pisanie manuskryptu

(merytoryczny opis wkfadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegdlnodci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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.......... 1...............‘....imiejscowo§c', data)
Prof. dr hab. n. med. Leszek Czupryniak

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic
Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease”

oswiadczam, iz méj wtasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badan oraz przidstawmme pracy w formie publikacji stanowi:

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako...‘.C b.

7 .

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jakor......

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

‘7 ; Z‘; (merytoryczny gis ¢k u kandydata do stopnia w powstanie pubhka;;/f”.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)
rof, drhab. med

Leszek Czupry ewnqmn)'d‘

6 Wi
specgausza chy i" gl
f

(podpis oswiadczajacego)
*w szczeg6lnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow

................................ (miejscowos¢, data)
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Nexsaosa, 4042002

Dr hab. n. med. llona Joniec-Maciejak

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic
Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease”,
oswiadczam, iz méj wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badar oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

nqdzérmewon{c«my, ................................................................ et

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.'.z.'...g.. %.

Wkiad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreélam jako.}.Q. %,

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat onF"’OJektmeﬂ,m@{Odak&;N%(‘ﬁm(&m&bﬁéﬂn, .............

.Q,n.oslizom.a.(m.n.au:h,...tas.:s%égﬁ..mm&.esk. YOEh e

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegdlnodci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacii wynikéw
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/L\<('2/‘?¢‘Z&L,JQ l /( /l i O({ 2Ae72 i

................................ (miejscowosé, data)

Prof. dr hab. n. med. Agnieszka Pawlak

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic
Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease, iz moj
wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badar oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

/ -

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako..5... %.

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako.%Q %,

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on/fvv/eéfflammwmﬁ/&dy/é&,wy/wmzmc’é/ff/
ilcvfcpf?/tmxmzQ/Nf,zférwuwme%au/%,/z//oéue mwwgéfé

(merytoryczny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czeé¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

2b. .1 szka Pawlak, Prof. PAN
p;clLahsl ch efmplr chKrdolog
B 7 e

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badar, interpretacji wynikow
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[,Jvk/‘ﬂ-ﬂ-‘*% OLr 2'022 ...... vereaeene{MiEjsCOWOSE, data)

mgr Ewa Wojnar

(imig i nazwisko)

O0SWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy pt. ,Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic
Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease”,

o$wiadczam, iz moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okredlam iako.Z,S. %.

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako._I'fQ.. %,

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on:..{%.5 @/[’L-‘ZT 194 'W‘E%ﬁ v Qq.e;e__, fhr‘% AN ml,-,.s.gav(
:wl:\ssz ;(lij}aﬂ ?{;wicwiaﬂﬂ%ﬁv

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cze$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

.................................................

(podpis oswiadczajgcego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu kancepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikdw
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o
....... e (Mi€jsCOWOSE, data)
Dr n. med. Jakub Zieliiski

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic
Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease”,
oswiadczam, iz mdéj wtasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badan oraz przedstawnenle pracy,w formie publikacji stanowi:
LSl Tl slllit... /W?;%é?//}

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jakJiZK‘.:‘%.
Whktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okreslam jako.

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegdlnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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/ o . D00
U)O\/\M&J\“./..:.M:.(é.'.)..l...&»#lileﬁc‘o“oﬁé, data)

Prof. dr hab. n. med. Dagmara Mirowska-Guzel

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic
Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease”,
oswiadczam, iz méj wtasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

wﬁ»w Lo ‘F"‘W .............................................................

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on...pﬂq%...wwnw‘ wak M,W&W i .&\231/.&{;1./«%6

doeden {’*Mw&.« WIMAQ«W e T T

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes$¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

........ & (@\(K/QQ

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczeg6lnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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%Wu L3. 55 o

Dr hab. n. med. Beata Mrozikiewicz-Rakowska

(imie i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy pt. ,Sirtuin 1, Visfatin and IL-27 Serum Levels of Type 1 Diabetic
Females in Relation to Cardiovascular Parameters and Autoimmune Thyroid Disease”,
oswiadczam, iz méj wiasny wkitad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

——RSARE s e

Maj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.:).... %.

Wktad Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk w powstawanie publikacji okredlam jako.?.’.\?%,
(imie i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on:.... B g /) Qg_)/ Lefro ZAM

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czes¢ rozprawy doktorskiej lek.

Magdaleny tukawskiej-Tatarczuk

{imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oéwiadczajacego)

*w szczeg6lnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badarn, interpretacji wynikoéw
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