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10 Streszczenie

Cukrzyca typu 1 wigze sie z rozwojem powiktan przewlektych, przede wszystkim
z uszkodzeniem naczyn obejmujagcym zmiany w matych naczyniach krwionosnych
(mikroangiopatie) i miazdzyce tetnic (makroangiopatie). Celem leczenia cukrzycy typu 1
u dzieci i mtodziezy jest zapobieganie ostrym i przewlektym powiktaniom choroby oraz
osiggniecie prawidtowego wzrostu i rozwoju dziecka przy zapewnieniu mozliwie najlepszej
jakosci zycia pacjentowi i jego opiekunom. Dzieci z cukrzycy typu 1 sg objete badaniami
przesiewowymi w kierunku powiktarh mikronaczyniowych (m.in. okresowa ocena wydalania
albumin z moczem — albuminurii i badanie okulistyczne). Ponadto monitoruje sie
potencjalne ryzyko rozwoju powiktarn makronaczyniowych oceniajgc rozwdj fizyczny dzieci
(réwniez pod katem nadwagi/otytosci), wartosci cisnienia tetniczego i stezenia lipidow we
krwi oraz regularnie przeprowadza sie badania przesiewowe w kierunku celiakii
i autoimmunologicznego zapalenia tarczycy (w szczegdlnosci choroby Hashimoto).
Hemoglobina glikowana (HbAlc) jest nadal najczesciej wykorzystywanym biomarkerem
dtugookresowego wyrdéwnania metabolicznego cukrzycy typu 1, dla ktdrego
udokumentowano zaleznosci z rozwojem powikfarn mikro- i makronaczyniowych. Mimo, ze
HbA1c ma ogromne znaczenie praktyczne, to u pojedynczych pacjentow, np. w przypadku

wspotistnienia niektdrych rodzajow niedokrwistosci, parametr ten nie jest wiarygodny.

Jednym z mechanizméw uczestniczacych w patogenezie przewlektych powikfan cukrzycy
(mikro-, makronaczyniowych i neuropatii) jest nadmierna produkcja koricowych produktow
zaawansowanej glikacji (ang. advanced glycationed products, AGEs), w tym glikacja
kolagenu oraz biatek zawartych w tkankach i ptynach ustrojowych. Ocena ich zawartosci
moze odzwierciedla¢ nasilenie proceséw patologicznych wtérnych do hiperglikemii.
Pomiaru AGEs mozna dokona¢ w bioptacie skory, jednak takie oznaczenie jest badaniem
inwazyjnym. Wykorzystujgc zdolnos¢ AGEs do fluorescencji opracowano urzadzenia
stfuzagce do nieinwazyjnego pomiaru ich akumulacji w skérze poprzez ocene
autofluorescencji skory (ang. skin autofluorescence, sAF). W opublikowanych badaniach
dotyczacych dorostych pacjentdow z cukrzycg typu 1 zaobserwowano, ze wartosci sAF
odzwierciedlajg wyrownanie glikemii oceniane stezeniem HbAlc i ryzyko sercowo-

naczyniowe oraz wykazujg korelacje z obecnoscia powiktan mikronaczyniowych.
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Dotychczasowe, stosunkowo nieliczne opublikowane dane na temat przydatnosci oceny
sAF w ocenie ryzyka powiktan w populacji dzieci i mtodziezy z cukrzyca typu 1, dotyczg
przede wszystkim pacjentéw stosunkowo dfugo chorujgcych i sugeruja, ze rdwniez w tej
grupie wartosci sAF sg wyzsze u 0séb z powiktaniami — np. z neuropatig wegetatywng lub
retinopatig niz u pacjentéw bez powiktan cukrzycy. Wartosci sAF fizjologicznie wzrastajg
z wiekiem, co sugeruje, ze wskazane jest okreslenie i korzystanie z zakreséw referencyjnych

sAF w zaleznosci od wieku dla przedstawicieli réznych populacji.

Celem pracy byta ocena zwigzku sAF (i) z wyréwnaniem glikemii ocenianym aktualnym
i srednim wieloletnim stezeniem HbAlc, (ii) z markerami ryzyka sercowo-naczyniowego
i obecnos$cig powiktan mikronaczyniowych, (iii) z charakterystyka kliniczng dzieci
i miodziezy z cukrzycg typu 1 (m.in. wiek, czas trwania cukrzycy, obecnos¢ chordb
towarzyszgcych) oraz (iv) poréwnanie wartosci sSAF u mtodocianych pacjentéw z cukrzycg

typu 1 z wartosciami sAF u dzieci i mtodziezy bez cukrzycy.

W badaniu uczestniczyli pacjenci w wieku 3-18 lat, chorujgcy na cukrzyce typu 1 co najmniej
6 miesiecy. Grupe kontrolng stanowity dzieci i mtodziez w wieku 3-18 lat bez zaburzen
gospodarki weglowodanowej (z prawidtowym stezeniem HbAlc). sAF (w jednostkach
arbitralnych, AU) mierzono za pomocg aparatu AGE Reader (Diagnoptics BV, Holandia).
Jako klasyczne markery ryzyka sercowo-naczyniowego analizowano: stezenie cholesterolu
catkowitego i jego frakcji (cholesterol LDL i HDL) oraz triglicerydow,
automatyczne/ambulatoryjne zapisy cisnienia tetniczego (ang. ambulatory blood pressure
monitoring, ABPM; Spacelabs 90217 Monitor, Spacelabs, USA), Z-score wskaznika masy
ciata (BMI) oraz parametry skfadu ciata (analizator MC-980MA, TANITA, Japonia). Stezenie
HbAlc oceniano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high
performance liquid chromatrography, HPLC; gbérna granica zakresu lokalnych wartosci
referencyjnych <5,7%); dla kazdego pacjenta obliczono srednig z historycznych wartosci
HbAlc zarejestrowanych od 4. miesigca po rozpoznaniu cukrzycy do czasu niniejszego
badania (HbAlc-wieloletnia). W analizie uwzgledniono rdéwniez stezenie biatka
C-reaktywnego (CRP), kwasu moczowego i bilirubiny we krwi oraz wydalanie albumin
z moczem i wynik aktualnego badania okulistycznego. Informacje na temat choréb
wspotistniejgcych — celiakii i choroby Hashimoto uzyskano z dokumentacji medycznej

pacjentéw.
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tacznie analiza objeto 348 pacjentéw (182 chtopcédw i 166 dziewczat, mediana wieku
14,3 lat [IQR 25-1QR 75: 11,2-17,1 lat]), dla ktérych mediana czasu trwania cukrzycy typu 1
wynosita 5,6 roku [3,1-8,8 lat], mediana stezen HbAlc 7,3% [6,7-8,1%] (56 mmol/mol [50-
65 mmol/mol]), mediana HbAlc-wieloletniej 7,2% [6,6-7,8%] (55,2 mmol/mol [48,6-
61,7 mmol/mol]). Za pomocg pomp insulinowych byto leczonych 244 pacjentéw (70%),
pozostali stosowali metode funkcjonalnej insulinoterapii z uzyciem wstrzykiwaczy insuliny
(pendw). Grupe kontrolng stanowito 85 0sdb (44 chtopcéw i 41 dziewczat), mediana wieku
11,0 lat [8,0-14,1 lat]), u ktorych stezenie HbA1 wynosito 5,1% [4,90-5,2%], sAF 1,20 AU
[1,07-1,30 AU]. W grupie kontrolnej nie stwierdzono réznic pomiedzy wartosciami sAF

u chfopcow (1,20 AU [1,07 - 1,30 AU]) i dziewczat (1,20 AU [1,07 - 1,26], p=0,450).

W grupie badanej (pacjentdw z cukrzycg typu 1) mediana sAF wynosita 1,40 AU [1,27-
1,53AU] i byta wieksza niz w grupie kontrolnej (p = 0,004). W analizach jednoczynnikowych
wykazano, ze w grupie badanej wartosci sAF byty dodatnio skorelowana z aktualnym
stezeniem HbAlc (wspodtczynnik korelacji Spearmana r = 0,269, p<0,0001), HbAlc-
wieloletnig (r = 0,225, p<0,0001), wiekiem (r = 0,149, p = 0,005) i czasem trwania cukrzycy
(r=0,144, p =0,007). W grupie pacjentdw z cukrzycg wartosci sAF byty wyzsze u dziewczat
niz u chtopcéw (odpowiednio 1,40 AU [1,3-1,6 AU] vs 1,37 AU [1,27-1,50 AU], p=0,011) oraz
u pacjentéw z celiakia niz bez celiakii (1,53 AU [1,43-1,63 AU], n=22vs 1,40 AU [1,27-1,53
AU], n =326; p=0,001). Ponadto wykazano dodatnie korelacje pomiedzy sAF a procentowa
zawartoscig tkanki ttuszczowej w organizmie (r = 0,120, p = 0,044), impedancjg ciata
(wyrazong w Omach; r=0,135, p=0,024) i stezeniem CRP (r = 0,169, p = 0,003) oraz ujemng
pomiedzy sAF a podstawowg przemiang materii (BMR w kcal; r = -0,156, p=0,009)
i stezeniem kwasu moczowego (r = -0,151, p = 0,005). Nie stwierdzono istotnych korelacji
miedzy sAF a: stezeniami poszczegdlnych frakcji lipidéw, wskaznikiem Z-score-BMl,
parametrami catodobowego zapisu cis$nienia tetniczego uwzglednianymi w diagnostyce
zaburzen ci$nienia tetniczego u dzieci i mfodziezy (takimi jak: odsetek dziennych i nocnych
odczytéw cisnienia skurczowego i rozkurczowego >95. percentyla dla ptci i wzrostu oraz
nocne obnizenie wartosci cisnienia skurczowego i rozkurczowego wyrazone w procentach
(status dipping — non dipping)) oraz iloscig albumin wydalanych z moczem. Poniewaz
przewlekte powiktania mikronaczyniowe cukrzycy stwierdzono tylko u pojedynczych

pacjentéw (utrwalong albuminurie u dwdch osdb, retinopatie cukrzycowg u jednej osoby,
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za¢me u dwdch oséb) nie analizowano statystycznie réznic pomiedzy wartosciami sAF
u pacjentéw z powiktaniami i bez powiktan. Wartosci sAF nie rdéznity sie pomiedzy
pacjentami z towarzyszgcy cukrzycy chorobg Hashimoto (n=54, 1,40 AU [1,27-1,60 AU])
a pacjentami bez choroby Hashimoto (1,40 AU [1,27-1,53 AU], p = 0,707).

W ostatecznym modelu regresji wielokrotnej potwierdzono, ze parametrami niezaleznie
dodatnio skorelowanymi z sAF byty: wiek (B=0,40, p<0,0001), HbAlc-wieloletnia (B=0,24,
p<0,0001), stezenie CRP (B=0,15, p=0,014), pte¢ zenska (B=0,26, p=0,034) i obecnosc
celiakii (B=0,11, p=0,062); BMR (B=-0,51, p<0,0001) pozostata niezaleznie ujemnie

skorelowana z wartoscig sAF.
Whnioski:

1. W badanej grupie dzieci i mtodziezy z cukrzyca typu 1 autofluorescencja skory (sAF)
dobrze odzwierciedla dtugookresowg kontrole glikemii oceniang $rednimi
wartosciami HbAlc z okresu trwania cukrzycy, co sugeruje, ze pomiar sAF mogtby
by¢ wykorzystywany np. do oceny wieloletniego wyrdwnania cukrzycy u mtodych
pacjentéw z cukrzyca typu 1, ktérych wartosci HbAlc z poprzednich lat nie sg znane.

2. Wartosci sAF nie odzwierciedlajg dobrze ryzyka sercowo-naczyniowego u mtodych
pacjentéw z cukrzycg typu 1 o wzglednie krétkim czasie trwania, bez
wspotistniejgcych powiktan mikronaczyniowych.

3. Poniewaz wartosci sAF sg u dzieci z cukrzycg typu 1 wyzsze niz u dzieci bez cukrzycy,
mozna rozwazy¢ uwzglednienie regularnych pomiaréw sAF w catosciowej ocenie
wyréwnania metabolicznego cukrzycy w populacji pediatrycznej, a dazenie do
utrzymania lub osiggniecia wartosci sAF charakterystycznych dla populacji
rowiesnikow bez cukrzycy moze stanowi¢ uzupetniajacy cel terapii.

4. Ujemna korelacja pomiedzy sAF a poziomem podstawowej przemiany materii
(BMR) moze odzwierciedla¢ korzystny stan metaboliczny oséb z nizszymi
wartosciami sAF, na przyktad w zwigzku z ich wiekszg aktywnoscig fizyczng
i wiekszym odsetkiem bezttuszczowej masy ciata.

5. Obserwowana dodatnia korelacja pomiedzy sAF a stezeniem biatka C-reaktywnego
(CRP) oraz wyzsze wartosci sAF u o0sdb z towarzyszgcy cukrzycy typu 1 celiakiag
wymagajg dalszych badan obejmujgcych liczniejszg grupe pacjentéw i dtuzszego
czasu obserwacji.
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11 Abstract

Type 1 diabetes is associated with the development of chronic complications, primarily
vascular damage including changes in small blood vessels (microangiopathy) and
atherosclerosis (macroangiopathy). The goal of treating type 1 diabetes in children and
adolescents is to prevent acute and chronic complications of the disease and to achieve
normal growth and development of the child while providing the best possible quality of
life for the patient and their caregivers. Children with type 1 diabetes are screened for
microvascular complications (including periodic evaluation of urinary albumin excretion -
albuminuria and ophthalmologic examination). In addition, the potential risk of developing
macrovascular complications is monitored by assessing children's physical development
(also for overweight/obesity), blood pressure values and blood lipid levels, and moreover
regular screening for celiac disease and autoimmune thyroiditis (especially Hashimoto's
disease) are carried out. HbAlc (glycated hemoglobin Alc) is still the most commonly used
biomarker of long-term metabolic control of type 1 diabetes, for which correlations with
the development of micro- and macrovascular complications have been documented.
Although HbAlc is of great practical importance, in individual patients, e.g. in case of

coexistence of certain types of anemia, this parameter is not reliable.

One of the mechanisms involved in the pathogenesis of chronic diabetic complications
(microvascular, macrovascular and neuropathy) is the excessive production of advanced
glycation end products (AGEs), including glycation of collagen and proteins in tissues and
body fluids. Assessment of their content may reflect the severity of pathological processes
secondary to hyperglycemia. AGEs can be measured in a skin biopsy, but such
determination is an invasive test. Taking advantage of the fluorescence ability of certain
AGE molecules, devices have been developed to noninvasively measure their accumulation
in the skin by assessing skin autofluorescence (sAF). In published studies in adult patients
with type 1 diabetes, it has been observed that sAF values reflect glycemic control as
assessed by HbAlc levels as well as cardiovascular risk, and show a correlation with the
presence of microvascular complications. So far, relatively few published data on the
usefulness of sAF assessment in evaluating the risk of complications in the population of

children and adolescents with type 1 diabetes concern mainly patients with relatively long
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disease duration and suggest that also in this group sAF values are higher in patients with
complications - e.g. with autonomic neuropathy or with retinopathy than in patients
without diabetic complications. Values of sAF physiologically increase with age, suggesting
that it is advisable to define and use age-specific reference ranges of sAF for individuals

representing different populations.

The aim of this study was to evaluate the association of sAF values (i) with glycemic control
assessed by current and mean long-term HbA1c levels, (ii) with cardiovascular risk markers
and with the presence of microvascular complications, (iii) with clinical characteristics of
children and adolescents with type 1 diabetes (e.g., age, duration of diabetes, presence of
concomitant diseases), and (iv) comparison of sAF values in paediatric patients with type 1

diabetes to sAF values in children and adolescents without diabetes.

Patients aged 3-18 years with type 1 diabetes duration of at least 6 months participated in
the study. The control group consisted of children and adolescents aged 3-18 years without
abnormalities of glucose metabolism (with normal HbAlc levels). sAF (in arbitrary units,
AU) was measured with the AGE Reader (Diagnoptics BV, The Netherlands). As
conventional markers of cardiovascular risk, total cholesterol and its fractions (LDL and HDL
cholesterol), triglycerides, automated/ambulatory blood pressure monitoring (ABPM;
Spacelabs 90217 Monitor, Spacelabs, USA) records, Z-score of body mass index (BMl), and
body composition parameters (MC-980MA analyzer, TANITA, Japan) were analyzed.
Glycated hemoglobin Alc (HbAlc) concentration was assessed by high-performance liquid
chromatography (HPLC; upper limit of the local reference range <5.7%); the mean of
historical HbA1lc values recorded from the fourth month after diabetes diagnosis to the
time of the present study (historical-HbA1lc) was calculated for each patient. Blood levels
of C-reactive protein (CRP), uric acid, and bilirubin were also included in the analysis, as
were urinary albumin excretion and the result of a current ophthalmologic examination.
Information on comorbidities - celiac disease and Hashimoto's disease was obtained from

the patients' medical records.

The study group included a total of 348 patients (182 boys and 166 girls, median age 14.3
years [IQR 25-I1QR 75: 11.2-17.1 years]), for whom the median duration of type 1 diabetes
was 5.6 years [3.1-8.8 years], median HbAlc concentrations 7.3% [6.7-8.1%] (56 mmol/mol
[50-65 mmol/mol]), median historical-HbAlc 7.2% [6.6-7.8%] (55.2 mmol/mol [48.6-61.7
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mmol/mol]). 244 patients (70%) were treated with insulin pumps and the others with
functional insulin therapy using insulin pen injectors. The control group consisted of 85
subjects (44 boys and 41 girls), median age 11.0 years [8.0-14.1 years]) with HbA1 levels of
5.1% [4.9-5.2%], sAF 1.20 AU [1.07-1.30 AU]. In the control group, there were no
differences between sAF values in boys (1.20 AU [1.07 — 1.30 AU]) and girls (1.20 AU [1.07
- 1.26], p=0.450).

In the study group (patients with type 1 diabetes), the median sAF was 1.40 AU [1.27-
1.53AU], which was higher than in the control group (p = 0.004).

Univariate analyses showed that, in the study group, sAF values were positively correlated
with current HbAlc concentration (Spearman correlation coefficient r = 0.269, p<0.0001),
historical-HbA1lc (r = 0.225, p<0.0001), age (r = 0.149, p = 0.005) and duration of diabetes
(r=0.144, p = 0.007). Among patients with diabetes, sAF values were higher in girls than in
boys (1.40 AU [1.3-1.6 AU] vs 1.37 AU [1.27-1.50 AU], respectively, p=0.011) and in patients
with celiac disease than without celiac disease (1.53 AU [1.43-1.63 AU], n =22 vs 1.40 AU
[1.27-1.53 AU], n = 326, respectively; p=0.001). Furthermore, positive correlations were
found between sAF and body fat percentage (r = 0.120, p = 0.044), body impedance
(expressed in Ohms; r = 0.135, p = 0.024) and CRP concentration (r =0.169, p = 0.003) and
negative between sAF and basal metabolic rate (BMR in kcal; r =-0.156, p = 0.009) and uric
acid concentration (r =-0.151, p = 0.005). There were no significant correlations between
sAF and: concentrations of lipids’ fractions, Z-score-BMI, parameters of 24-hour blood
pressure monitoring considered in the diagnosis of blood pressure disorders in children and
adolescents (such as: the percentage of day and night systolic and diastolic blood pressure
readings >95th percentile for sex and height and nocturnal decrease in systolic and diastolic
blood pressure values expressed in percentage (status dipping — non dipping)) and the
amount of albumin excreted in urine. Because chronic microvascular complications of
diabetes were found in only single patients (persistent albuminuria in two patients, diabetic
retinopathy in one patient, cataract in two patients), differences between sAF values in
patients with and without complications were not statistically analyzed. The sAF values did
not differ between patients with Hashimoto’s thyroiditis (n = 54, 1.40 AU '1.27-1.60 AU])
and without Hashimoto’s thyroiditis (1.40 AU [1.27-1.53 AU], p = 0.707).

81



The final multiple regression model confirmed that the parameters independently
positively correlated with sAF were: age ($=0.40, p<0.0001), historical-HbAlc (f=0.24,
p<0.0001), CRP level (f=0.15, p=0.014), female gender (f=0.26, p=0.034) and presence of
celiac disease (B=0.11, p=0.062); BMR (B=-0.51, p<0.0001) remained independently

negatively correlated with sAF value.
Conclusions:

1. In the study group of children and adolescents with type 1 diabetes, skin
autofluorescence (sAF) reflects well the long-term glycemic control assessed by
mean HbAlc values over the duration of diabetes, suggesting that sAF
measurement could be used, for example, to assess long-term diabetes control in
young patients with type 1 diabetes whose HbAlc values from previous years are
unknown.

2. The sAF values do not reflect well the cardiovascular risk in young patients with type
1 diabetes of relatively short duration without coexisting microvascular
complications.

3. Because sAF values are higher in children with type 1 diabetes than in children
without diabetes, consideration may be given to including regular sAF
measurements in the overall assessment of metabolic control of diabetes in the
pediatric population, and striving to maintain or achieve sAF values characteristic
for the peer population without diabetes may be a complementary goal of therapy.

4. The negative correlation between sAF and basal metabolic rate (BMR) may reflect
the favourable metabolic status of individuals with lower sAF values, for example,

due to their greater physical activity and higher percentage of lean body mass.

5. The observed positive correlation between sAF and C-reactive protein (CRP) levels
and higher sAF values in subjects with type 1 diabetes and coexisting coeliac disease
require further studies involving a larger group of patients and a longer follow-up—

time.
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