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3. Streszczenie pracy

3.1 Streszczenie pracy w jezyku polskim

Wstep. Cukrzyca (DM) jest grupg chordb metabolicznych charakteryzujacych sie hiperglikemia
wynikajgcg z defektu wydzielania i/lub dziatania insuliny. Zaliczana jest do choréb cywilizacyjnych i
stanowi powazny problem spoteczny. Pomimo znacznego postepu w leczeniu DM, przewlekte
powiktania, nadal stanowig istotny problem kliniczny. W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat dokonat sie
ogromny postep w leczeniu chorych na cukrzyce, nadal jednak duzym problemem jest wysoka
Smiertelnos¢ w tej grupie w pordwnaniu z populacjg ogdlng. Gtdwng przyczyng przedwczesnego zgonu
sg choroby wynikajace z powiktan o charakterze mikroangiopatii (dotyczacych naczyn wtosowatych i
najdrobniejszych tetnic i zyt) oraz makroangiopatii (obejmujgcych srednie i duze tetnice). Przy obecnym
postepie wiedzy oraz dostepnosci metod diagnostycznych rozpoznawanie przewlektych powiktan
cukrzycy dopiero w momencie ich klinicznej manifestacji wydaje sie zbyt pdzne. Aktualnie stosowane
metody do oceny funkcji mikrokrazenia nie uzyskaty powszechnej akceptac;ji, jako klinicznie przydatne
do oceny ryzyka wystgpienia przewlektych powiktan u chorych na DM. Dlatego tez poszukuje sie
nowych metod diagnostycznych, ktére umozliwityby ocene srddbtonka naczyniowego i identyfikacje
dysfunkcji mikrokrazenia na bardzo wczesnym etapie, aby odpowiednio zakwalifikowaé pacjentéw z
DM do podjecia szybkiej i wtasciwe] interwencji profilaktycznej lub terapeutycznej. Kandydatem do
takiej oceny jest dostepna od niedawna, nieinwazyjna metoda Flow Mediated Skin Fluorescence
(FMSF) pozwalajgca oceni¢ funkcje srddbtonka w odpowiedzi na zmiany przeptywu krwi w
mikrokrazeniu.

Cel. Celem pracy byta ocena przydatnosci klinicznej nowej metody Flow Mediated Skin Fluorescence w
ocenie funkcji sSrodbtonka i uktadu krazenia u pacjentéw z cukrzycg bez powiktan, z cukrzycy z
powiktaniami o charakterze mikro- i makronaczyniowym oraz u oséb zdrowych.

Materiat i metody. Badanie zostato przeprowadzone w Klinice Choréb Wewnetrznych i Diabetologii
Uniwersytetu Medycznego w todzi w latach 2018-2021. Ocenie funkcji mikrokrazenia przy uzyciu
metody FMSF poddano tgcznie 216 oséb, w tym 195 pacjentdw z cukrzycg i 21 zdrowych oséb. Technika
FMSF mierzy zmiany intensywnosci fluorescencji dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADH) w
skérze przedramienia w funkcji czasu, w odpowiedzi na wymuszone zatrzymanie i uwalnianie
przeptywu krwi. Badanie zostato przeprowadzone zgodnie z instrukcjg producenta (Angionica Ltd.).
Poczgtkowo przeprowadzono test FMSF-PORH test , ktéry umozliwia nieinwazyjng ocene krazenia
mikronaczyniowego i/lub regulacji metabolicznej w oparciu o stymulacje krgzenia w odpowiedzi na
wymuszone przekrwienie reaktywne. W tescie oceniono parametry FMSF, ktére twdrcy metody
okreslili, jako parametry odpowiedzi hiperemicznej - HRmax i HRingex Oraz ischemicznej - IRmax i IRindex-
Nastepnie przeprowadzono FMSF-HS test, ktory umozliwia ocene stanu mikrokrgzenia w oparciu o
analize oscylacji spoczynkowych obserwowanych na linii bazowej i oscylacji na linii reperfuzyjnej w
odpowiedzi na wymuszone przekrwienie reaktywne. lloSciowe miary rejestrowanych oscylacji
zdefiniowano jako nastepujgce parametry: FM, FM(R), HS. Oceniono réwniez zwigzki funkcji
mikrokrazenia z kliniczng i biochemiczng charakterystyka uczestnikow badania. Dodatkowo oceniono
réwniez parametry: MR, RHR i [log(HS)]. Kazda osoba przed wykonaniem pierwszego badania opartego
o metode FMSF, miata wykonane badanie przy uzyciu urzadzenia AGEReader, oceniajace
zaawansowane produkty glikacji biatek (AGEs).



Prezentacja publikacji wchodzacych w sktad rozprawy. Wstepem do cyklu pracy jest artykut pogladowy
pt. ,Ocena mikrokrqzenia u pacjentéw z cukrzycq — nowa metoda diagnostyczna Flow Mediated Skin
Fluorescence (FMSF)” opublikowany w Diabetologii po dyplomie w 2021 r. Praca ta jest zbiorem
podsumowujgcym dotychczasowe publikacje, opisujgce wykorzystanie technologii FMSF nie tylko w
diabetologii, ale takze w innych dziedzinach nauki, m.in. w pulmonologii, dermatologii i fizjologii sportu.

Oryginalna praca zatytutowana ,Differentiation of Diabetic Foot Ulcers Based on Stimulation of
Myogenic Oscillation by Transient Ischemia” opublikowana w czasopi$mie Vascular Health and Risk
Management w 2021 r. ocenia zastosowanie techniki FMSF u pacjentdw z cukrzycg powiktang zespotem
stopy cukrzycowej (DFU). Gtdwnym celem badania byta ocena potencjatu techniki FMSF jako narzedzia
do predykcji gojenia stopy cukrzycowej. Wykorzystano do tego gtéwnie test FMSF-HS [parametry HS,
FM, FM(R)] , jak réwniez FMSF-PORH test, szczegdlnie parametry HRingex Oraz HRmax. W niektérych
przypadkach pomiary FMSF kontynuowano przez okres roku w celu monitorowania postepu choroby.
Na podstawie parametru HS pacjentéw podzielono na 2 grupy (grupa A obejmowata kwartyl pacjentow
z najwyzszym parametrem HS, a grupa B obejmowata kwartyl pacjentdw z najnizszym parametrem HS).
Oceniono, ze pacjenci z grupy B majg stabsze rokowanie w zakresie wygojenia owrzodzenia.

W oryginalnej pracy pt. ,,Assessment of microvascular function using a novel technique Flow Mediated
Skin Fluorescence (FMSF) in patients with diabetic kidney disease: A preliminary study” opublikowanej
w Microvascular Research w 2022 r. przedstawiono zastosowanie metody FMSF do oceny zmian
fluorescencja NADPH u pacjentdw z cukrzycowg chorobg nerek (DKD). Pacjenci z niskg reaktywna
odpowiedzig na przekrwienie (parametr RHR) mieli istotnie wyzszy poziom kreatyniny w surowicy (sCr)
niz pacjenci z umiarkowang i wysoka wartosciag RHR (odpowiednio p < 0,001, p < 0,05) oraz znaczaco
nizszy szacowany wspotczynnik filtracji ktebuszkowej (eGFR) niz pacjenci z umiarkowanym i wysokim
parametrem RHR (odpowiednio p < 0,001, p < 0,01). Pacjenci z bardzo niskimi i niskimi wartosciami
log(HS) mieli istotnie wyzszy sCr niz pacjenci z wysokim log(HS) (odpowiednio p < 0,001, p < 0,01) i
istotnie nizszy eGFR niz pacjenci z wysokim parametr log(HS) (odpowiednio p < 0,001, p < 0,01).
Pacjenci z bardzo niskim log(HS) mieli istotnie wyzszy sCr i istotnie nizszy eGFR niz pacjenci z
umiarkowanym (odpowiednio p < 0,05, p < 0,01). Srednia wartoé¢ parametru RHR byta istotnie nizsza
u pacjentéw z DKD w poréwnaniu, zaréwno z osobami zdrowymi (p < 0,001), jak i z podgrupa DM bez
powiktan (p < 0,001). Podobne tendencje odnotowano w przypadku Sredniej wartosci parametru
log(HS) w podgrupie z DKD w poréwnaniu z osobami zdrowymi (p < 0,001) oraz w podgrupie z cukrzyca
bez powiktan (p < 0,001). Zaobserwowalismy istotng odwrotng korelacje miedzy parametrem RHR a
stezeniem kreatyniny w surowicy (sCr) oraz istotng dodatnig korelacje z eGFR (odpowiednio p < 0,05, p
< 0,001). Stwierdzono rowniez istotne ujemne korelacje miary log(HS) z sCr oraz istotne dodatnie
korelacje z eGFR (odpowiednio p < 0,01, p < 0,001). Zaobserwowano réwniez istotng odwrotna
korelacje miedzy parametrami RHR i log(HS) a zaawansowanymi produktami glikacji biatek (AGEs)
(odpowiednio p < 0,001, p < 0,01). Parametr AGEs byt réwniez istotnie wyzszy u pacjentdow z niskim
parametrem RHR niz u pacjentéw z umiarkowanym (p < 0,01) i wysokim (p < 0,001).

Oryginalna praca, ktérej jestem wspdtautorka, to ,, Flow Mediated Skin Fluorescence technique reveals
the remarkable effect of age on microcirculation and metabolic regulation in type 1 diabetes”
opublikowana w Microvascular Research w 2019 r. Przedstawia ona analize korelacji miedzy
parametrami funkcja mikrokrgzenia uzyskanymi za pomocg fluorescencji NADH (HRindex, HRmax i MR), a
wybranymi parametrami klinicznymi i antropometrycznymi u pacjentéw z cukrzycg typu 1 (DM1).
Parametry odpowiedzi hiperemicznej (zarowno HRindex, jak i HRmax) byty istotnie statystycznie wyzsze u
pacjentéw w mtodszej grupie wiekowej. Zaobserwowoano istotng statystycznie ujemng korelacje
parametru HRindex Z Wiekiem (p < 0,005) w grupie pacjentéw z DM1 w przeciwienstwie do grupy
kontrolnej (p = 0,877). Osoby w grupie z DM1 miaty istotnie statystycznie nizsze wartosSci HRingex W
stosunku do o0sdéb z grupy kontrolnej (p < 0,05). Wiekszos¢ pacjentéw z DM1 i HRindex < 8% wykazywata
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zaburzong regulacje metaboliczna.

Ostatnia praca jest listem do redakcji, ktdrego jestem wspdtautorka ,,Flow Mediated Skin Fluorescence
(FMSF) Technique for Studying Vascular Complications in Type 2 Diabetes” opublikowanym w Journal
of Diabetes Science and Technology w 2019 r. Artykut ten krétko opisuje potencjat diagnostyczny
metody FMSF, tym razem u pacjentdw z cukrzycy typu 2 (DM2). Osoby biorgce udziat w badaniu
podzielono na 2 podgrupy — A [pacjenci bez choréb sercowo-naczyniowych (CVD)] i B (pacjenci z CVD).
Wykazano, ze parametr HRingex réZnicuje z istotnoscig statystyczng podgrupe B od podgrupy A. Na
podstawie wartosci parametru HRingex zidentyfikowano pacjentéw z DM2 z ryzykiem zwigzanym z
wystgpieniem CVD.

Whioski.

1.

Metoda Flow Mediated Skin Fluorescence jest nieinwazyjna, tatwa w wykonaniu i powszechnie
dostepng technikg dla lekarzy réznych specjalnosci. Publikacje z réznych dziedzin nauki
pokazujg, ze jest to obiecujace narzedzie diagnostyczne, ktére mozna wykorzystac nie tylko u
pacjentéw z cukrzyca.

Uposledzong odpowiedZz na hipoksje wywotang przemijajgcym niedokrwieniem mozna
wykorzysta¢ do réznicowania zespotu stopy cukrzycowej i identyfikacji przypadkéw o niskim
rokowaniu na wyleczenie.

Technika FMSF umozliwia identyfikacje uposledzenia funkcji mikrokrazenia u pacjentéw z
cukrzycowa chorobg nerek. Badanie potwierdza, ze proste, dwuparametryczne narzedzie
diagnostyczne charakteryzuje stan uktadu mikrokrazenia u chorych na cukrzyce z zaburzeniami
czynnosci nerek.

Metoda FMSF wydaje sie by¢ uzyteczng technikg monitorowania pacjentéw z cukrzyca typu 1
w czasie, umozliwiajgcg wczesng diagnoze dysfunkcji mikrokrazenia i regulacji metabolicznej.

Na podstawie wstepnych wynikéw badan mozna wnioskowad, ze parametr HRingex identyfikuje
pacjentéw z cukrzycg typu 2 z ryzykiem zwigzanym z chorobami sercowo-naczyniowymi.

Wszystkie przedstawione wyniki w publikacjach wymagaja dalszych badan na wiekszej kohorcie
pacjentéw. Uwazam, ze kolejny etap tych badarn moze pokazac przydatnos¢ metody FMSF do
wczesdniejszej diagnostyki zmian naczyniowych. Pomogtoby to w kwalifikacji pacjentéw bez
klinicznie jawnych powiktan naczyniowych do dalszej interwencji diagnostycznej lub
terapeutycznej, ktéra umozliwitaby podjecie dziatan zapobiegawczych.
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3.2 Streszczenie pracy w jezyku angielskim

Introduction. Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic diseases characterized by hyperglycemia
resulting from a defect in insulin secretion and/or function. It is classified as a civilization disease and
is a serious social problem. Despite significant advances in the treatment of DM, chronic complications
remain a significant clinical problem. In the last few decades, great progress has been made in the
treatment of people with diabetes, but the high mortality rate in this group compared to the general
population remains a big problem. The main causes of premature death are diseases resulting from
complications of microangiopathy (involving the capillaries and the smallest arteries and veins) and
macroangiopathy (involving medium and large arteries). With the current advances in knowledge and
the availability of diagnostic methods, the diagnosis of chronic diabetes complications only at the time
of their clinical manifestation seems too late. The currently used methods for the assessment of
microcirculation function have not been widely accepted as clinically useful in assessing the risk of
chronic complications in patients with DM. Therefore, new diagnostic methods are sought that would
allow the assessment of the vascular endothelium and the identification of microcirculation
dysfunction at a very early stage, to adequately qualify patients with DM for prompt and appropriate
preventive or therapeutic intervention. A candidate for such an assessment is the recently available,
non-invasive Flow Mediated Skin Fluorescence (FMSF) technique that allows assessing the endothelial
function in response to changes in blood flow in the microcirculation.

Objective. The study aimed to evaluate the clinical usefulness of the novel Flow Mediated Skin Fluo-
rescence method in the assessment of endothelial and cardiovascular function in patients with diabe-
tes without complications, with diabetes with micro- and macrovascular complications, and in healthy
subjects.

Material and methods. The study was conducted at the Department of Internal Diseases and Diabetol-
ogy of the Medical University of Lodz from 2018-2021. A total of 216 people were assessed for micro-
circulation using the FMSF method, including 195 diabetic patients and 21 healthy people. The FMSF
technique measures changes in the intensity of nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) fluores-
cence in the skin of the forearm as a function of time in response to the forced stoppage and release
of blood flow. The test was carried out in accordance with the manufacturer's instructions (Angionica
Ltd.). Initially, the FMSF-PORH test was performed, which allows a non-invasive assessment of micro-
vascular circulation and/or metabolic regulation based on the stimulation of circulation in response to
forced reactive hyperemia. The test assessed the FMSF parameters, which the authors of the method
defined as the parameters of the hyperemic response - HRmax and HRingex, and the ischemic response -
IRmax and IRindex. The FMSF-HS test was then performed to assess the microcirculation status based on
the analysis of baseline resting oscillations and the reperfusion line oscillations in response to forced
reactive hyperemia. Quantitative measures of recorded oscillations were defined as the following pa-
rameters: FM, FM (R), HS. The relationships between the microcirculation function and the clinical and
biochemical characteristics of the study participants were also assessed. Additionally, the following
parameters were also assessed: MR, RHR, and [log (HS)]. Before the first FMSF-based test was per-
formed, each person had an AGEReader test to assess advanced glycation end products (AGEs).
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Presentation of the publications that form part of the dissertation. An introduction to the work cycle
is a review article entitled ,,Ocena mikrokrgZenia u pacjentéw z cukrzycq — nowa metoda diagnostyczna
Flow Mediated Skin Fluorescence (FMSF)" published in Diabetologia po dyplomie in 2021. This work is
a collection summarizing previous publications, describing the use of FMSF technology not only in
diabetology but also in other fields of science, incl. in pulmonology, dermatology, and sports physiology.

The original paper entitled "Differentiation of Diabetic Foot Ulcers Based on Stimulation of Myogenic
Oscillation by Transient Ischemia" published in the journal Vascular Health and Risk Management in
2021 evaluates the use of the FMSF technique in patients with diabetes complicated by diabetic foot
syndrome (DFU). The main aim of the study was to assess the potential of the FMSF technique as a
predictive tool for the healing of a diabetic foot. Mainly the FMSF-HS test [HS, FM, FM (R) parameters]
as well as the FMSF-PORH test, especially the HRingex and HRmax parameters were used. In some cases,
FMSF measurements were continued over a period of one year to monitor disease progression. Based
on the HS parameter, patients were divided into 2 groups (group A comprised a quartile of patients
with the highest HS parameter, and group B comprised a quartile of patients with the lowest HS
parameter). It was estimated that patients from group B had a poorer prognosis in terms of ulcer
healing.

The original work entitled "Assessment of microvascular function using a novel technique Flow
Mediated Skin Fluorescence (FMSF) in patients with diabetic kidney disease: A preliminary study"
published in Microvascular Research in 2022 presents the use of the FMSF method to assess changes
in NADPH fluorescence in patients with diabetic kidney disease (DKD). Patients with a low reactive
hyperemia response (RHR parameter) had significantly higher serum creatinine (sCr) levels than
patients with moderate and high RHR values (p < 0,001, p < 0,05, respectively) and a significantly lower
estimated glomerular filtration rate (eGFR) ) than patients with moderate and high RHR (p < 0,001, p <
0,01, respectively). Patients with very low and low log(HS) values had significantly higher sCr than
patients with high log(HS) (p < 0,001, p <0,01, respectively) and significantly lower eGFR than patients
with high log(HS) parameters (p < 0,001, p < 0,01, respectively). Patients with very low log(HS) had
significantly higher sCr and significantly lower eGFR than patients with moderate (p < 0,05, p < 0,01,
respectively). The mean value of the RHR parameter was significantly lower in patients with DKD
compared to both healthy subjects (p < 0,001) and the DM subgroup without complications (p < 0,001).
Similar trends were noted for the mean value of the log (HS) parameter in the subgroup with DKD
compared to healthy subjects (p < 0,001) and in the subgroup with uncomplicated diabetes (p < 0,001).
We observed a significant inverse correlation between the RHR parameter and serum creatinine
concentration (sCr) and a significant positive correlation with eGFR (p < 0,05, p < 0,001, respectively).
There were also significant negative correlations of the log (HS) measure with sCr and significant
positive correlations with eGFR (p < 0,01, p < 0,001, respectively). A significant inverse correlation was
also observed between the RHR and log (HS) parameters and advanced glycation end products (AGEs)
(p < 0,001, p < 0,01, respectively). The AGEs parameter was also significantly higher in patients with
low RHR parameter than in patients with moderate (p < 0,01) and high (p < 0,001).

The original work | am a co-author is "Flow Mediated Skin Fluorescence technique reveals the
remarkable effect of age on microcirculation and metabolic regulation in type 1 diabetes" published in
Microvascular Research in 2019. It presents an analysis of the correlation between the microcirculation
function parameters obtained using fluorescence NADH (HRindex, HRmax, and MR), and selected clinical
and anthropometric parameters in patients with type 1 diabetes mellitus (DM1). The parameters of
the hyperemic response (both HRindex and HRmax) Were statistically significantly higher in patients in the
younger age group. A statistically significant negative correlation of the HRingex parameter with age (p <
0,005) was observed in the group of patients with DM1 as opposed to the control group (p = 0,877).
People in the DM1 group had statistically significantly lower HRingex values compared to the control
group (p < 0,05). Most of the patients with DM1 and HRingex < 8% showed poor metabolic regulation.
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The last work is a letter to the editor, which | am co-author of the "Flow Mediated Skin Fluorescence
(FMSF) Technique for Studying Vascular Complications in Type 2 Diabetes" published in the Journal of
Diabetes Science and Technology in 2019. This article briefly describes the diagnostic potential of the
FMSF method, including together in patients with type 2 diabetes (DM2). People participating in the
study were divided into 2 subgroups - A [patients without cardiovascular diseases (CVD)] and B
(patients with CVD). It was shown that the HRindex parameter differentiates with statistical significance
subgroup B from subgroup A. Based on the value of the HRingex parameter, patients with DM2 at risk
related to CVD were identified.

Conclusions.

1.

The Flow Mediated Skin Fluorescence method is a non-invasive, easy-to-perform, and widely
available technique for doctors of various specialties. Publications from various fields of science
show that this can be a promising diagnostic tool that can be used not only in patients with
diabetes.

The impaired response to hypoxia-induced by transient ischemia can be used to differentiate
diabetic foot syndrome and identify cases with a low prognosis for recovery.

The FMSF technique enables the identification of microcirculation impairment in patients with
diabetic kidney disease. The study confirms that a simple, two-parameter diagnostic tool
characterizes the state of the microcirculation in diabetic patients with impaired renal function.

The FMSF method appears to be a useful technique for monitoring diabetic patients with
diabetes mellitus type 1 over time, enabling early diagnosis of microcirculation dysfunction and
metabolic regulation.

Based on the preliminary research results, it can be concluded that the HRingex parameter
identifies patients with type 2 diabetes at risk related to cardiovascular diseases.

All the results presented in the publications require further studies on a larger cohort of
patients. | believe that the next stage of this research may show the usefulness of the FMSF
method for the earlier diagnosis of vascular lesions. This would help qualify patients without
clinically evident vascular complications for further diagnostic or therapeutic interventions that
would allow for taking preventive measures.
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