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AGEs —koncowe produkty glikacji (advanced glycation end products)

CRP — biatko C-reaktywne (C-reactive proteine)

GFR — wskaznik filtracji klebkowej (glomerular filtration rate)
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HLA  —uktad zgodnosci tkankowej (human leukocyte antygen)
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TGFB - transformujacy czynnik wzrostu B (transforming growth factor p)
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TPO — peroksydaza tarczycowa (thyroid peroxidase)
tTG — transglutaminaza tkankowa (tissue transglutaminase)

VEGF - czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor)
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1. WSTEP
1.1. EPIDEMIOLOGIA

Cukrzyca jest choroba znana od ponad 3500 lat, jednak dopiero odkrycie insuliny
w 1920 roku umozliwilo leczenie chorych na cukrzyce i stato si¢ podstawa rozwoju
wspotczesnej diabetologii.

Badania epidemiologiczne prowadzone w wielu krajach $wiata wskazuja na postepu-
jacy od ponad 50 lat wzrost zapadalnosci na cukrzyce na wszystkich kontynentach. Zacho-
rowalnos¢ na cukrzyce przybrala posta¢ epidemii. Obecnie na cukrzycg choruje na §wiecie
195 milionéw ludzi, a wedtug szacunkéw, do roku 2025 wzrosnie ona do 334 miliondéw, co
bedzie stanowito 6,3% globalnej populacji [1]. Najwyzszy wskaznik zapadalno$ci na cu-
krzyce typu 1 na $wiecie obserwuje si¢ w Finlandii (45/100 000 mieszkancow/rok). Jest on
4-krotnie wyzszy niz notowany 1953 roku. Ten trend wzrostowy utrzymuje si¢ nadal, dla-
tego ocenia sig, ze w 2020 roku wskaznik zapadalnosci w Finlandii wyniesie 55/100 000
mieszkancow/rok. Natomiast najnizszy wskaznik zapadalno$ci w Europie wystepuje w
Rumunii (5/100 0000 mieszkancow) [2, 3]. Populacja polska jeszcze do 1998 roku nalezata
do krajow o niskiej zapadalnosci na cukrzyce typu 1. W ciagu ostatnich 10 lat nastapit w
Polsce dynamiczny wzrost zachorowan na cukrzycg typu 1, co powoduje stopniowe prze-
suwanie Polski w klasyfikacji zapadalno$ci na tg chorobg na poziom $redni [4, 5]. Potwier-
dzeniem tego stwierdzania sa opublikowane w 2007 roku wyniki whasnych badan epide-
miologicznych dotyczacych zapadalnosci na cukrzyce typu 1 w populacji wieku rozwojo-
wego w wojewodztwie pomorskim [6]. Udokumentowano, iz w okresie od 1998 do 2006
roku wystapit prawie 2-krotny wzrost wskaznika zapadalnosci na cukrzycg typu 1 w grupie
dzieci do 15 roku zycia w wojewodztwie pomorskim (1998 — 10,4 vs 2006 — 20,5). Szcze-
gblnie niepokojacy jest w ostatnich latach dynamiczny wzrost zachorowan wsrdd dzieci
najmtodszych w wieku od 0 do 4 lat [7]. W ciagu ostatnich 3 lat w wojewodztwie pomor-
skim nastapit ponad 2,5-krotny wzrost wskaznika zapadalno$ci na cukrzycg typu 1 w tej
grupie dzieci [6]. Obecnie ocenia sig, ze cukrzyca nalezy obok astmy oskrzelowej do naj-

czestszych chordb przewlektych wieku rozwojowego.
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1.2. ETIOPATOGENEZA CUKRZYCY TYPU 1

Patogeneza cukrzycy typu 1 nie jest dotychczas w petni wyjasniona. Wiele danych
przemawia za udziatem kompleksu czynnikoéw srodowiskowych i genetycznych w prze-
famaniu tolerancji na wlasne antygeny i wzbudzeniu komorkowej oraz humoralnej od-
powiedzi autoimmunologicznej na niektore struktury komorek B trzustki [8] . Uwaza
sig, ze geny DR 1 DQ II klasy HLA sa odpowiedzialne za 40—-50% zachorowan na cu-
krzyce typu 1 [9-12]. Szeroko prowadzone badania genetyczne udowodnity rol¢ innych
genow predysponujacych do rozwoju cukrzycy typu 1 [13-17]. Wsrdéd czynnikdéw §ro-
dowiskowych istotna rolg w patogenezie cukrzycy typu 1 odgrywaja infekcje wirusowe
i bakteryjne [18-21], bialka zwierzgce i roslinne w diecie niemowlat, suplementacja
witaminy D3 [22-23] oraz chemikalia, barwniki i konserwanty stosowane w produktach
zywnoS$ciowych [24-25].

Poszukiwania udziatu poszczegodlnych czynnikéw sprawczych w patogenezie cu-
krzycy typu 1 byly przedmiotem badan wilasnych i innych autoréw [26-29]. Ich wyniki
dowodza, iz kluczowa role w procesie autoimmunologicznej autoagresji kierowanej
przeciwko antygenom komorek B wysp trzustkowych odgrywa zaburzenie rownowagi
migdzy subpopulacjami limfocytow pomocniczych Thl 1 Th2 na korzys$¢ limfocytow
Thl. Limfocyty Thl wykazuja cechy komorek autoreaktywnych, posiadajac zdolnos¢
sekrecji IL-2, INF-y, TNF-0, aktywacji makrofagdéw, limfocytow cytotoksycznych
(CD8+) 1 komorek NK [30]. Limfocyty subpopulacji Th2, produkujace migdzy innymi
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 indukuja odpowiedz humoralna i produkcj¢ przeciwcial, a tak-
ze spetiaja funkcje komorek regulatorowych, hamujac aktywno$¢ limfocytow Thl
[32].

Badania dotyczace produkcji cytokin profilu Th2 sugeruja, iz wyzsza zdolno$¢ do
sekrecji cytokin IL-4, IL-10 moze istotnie zmniejszy¢ ryzyko zachorowania na cukrzyce
typu 1 u 0s6b z rodzinnym obciazeniem ta choroba [31, 33].

W ciagu ostatnich lat podejmowane sa proby odpowiedzi na pytanie w jakim stop-
niu mediatory swoistej odpowiedzi immunologicznej odpowiedzialne za rozwdj cu-
krzycy typu 1 moga mie¢ wplyw na uszkodzenie naczyn 1 innych narzadéw u dzieci z
dtugotrwata cukrzyca typu 1. Autorzy nielicznych jeszcze prac z tej dziedziny sugeruja,

1z procesy immunologiczne odpowiedzialne za zniszczenie komorek B wysp trzustki we
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wczesnym okresie choroby utrzymuja aktywnos$¢ w cukrzycy dlugotrwatej 1 moga brac

udziat w rozwoju p6znych powiktan w tym nefropatii i retinopatii cukrzycowej [34].

1.3. NEFROPATIA CUKRZYCOWA

Nefropatia cukrzycowa rozwija si¢ u 50-60% chorych na cukrzyce typu 1 1 jest
jedna z najczegstszych przyczyn niewydolnosci nerek wystgpujacej u osoéb dorostych
[35-38]. Analizy statystyczne przyczyn przewleklej niewydolnosci nerek przeprowa-
dzone w naszym kraju i na Swiecie wykazuja, ze wsrdd pacjentow leczonych nerkoza-
stepczo przeszto 50% stanowia chorzy z rozpoznaniem nefropatii cukrzycowej [39-41].

Mimo prowadzenia licznych badan patomechanizm rozwoju nefropatii cukrzyco-
wej weiaz nie jest do konca wyjasniony. Z jednej strony podkresla si¢ udziat czynnikow
genetycznych, z drugiej za$ strony, wpltyw istniejacych zaburzen metabolicznych w
przebiegu cukrzycy typu 1. Wykazano 2-krotny wzrost ryzyka rozwoju nefropatii u cho-
rych na cukrzycg typu 1, bedacych nosicielami antygenu HLA-A2 [42-43]. W metaana-
lizie obejmujacej 7383 chorych na cukrzycg typu 1, opracowanej przez Grzeszczaka
oraz w metaanalizie przeprowadzonej przez Fujisawa wykazano, iz nefropatia cukrzy-
cowa istotnie czgsciej rozwija si¢ u nosicieli polimorfizmu DD genu ACE oraz polimor-
fizmu Rsal genu receptora insuliny i genu endoteliny [44-45]. Podejrzewa si¢ takze
zwiazek niektorych polimorfizméw genu hemochromatozy, reduktazy metylotetrahy-
drofolanu, inhibitora aktywatora plazminogenu-1, genu $rodbtonkowej syntazy tlenku
azotu [46], genu transformujacego czynnika wzrostu 1 [47], receptora koncowych pro-
duktow zaawansowanej glikacji [48], oraz genu GLUT1 ze zwigkszonym ryzykiem
wystapienia nefropatii cukrzycowej [49].

Aktualny stan wiedzy uniemozliwia wplyw na podatno$¢ genetyczna u poszcze-
gblnych chorych na cukrzycg typu 1, warunkujacej u nich zwigkszone ryzyko rozwoju
nefropatii cukrzycowej. Dlatego tez dazenie do identyfikacji czynnikéw bioracych
udzial w uszkodzeniu nerek w pierwszych latach choroby moze przyczyni¢ si¢ do zasto-
sowania odpowiedniego postgpowania terapeutycznego, ktore by¢ moze op6zni rozwoj

przewlektych powiktan naczyniowych, a nawet nie dopusci do ich powstania.
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1.3.1. Mikroalbuminuria

Jednym z uznanych powszechnie markeréw identyfikujacych osoby zagrozone
wystapieniem nefropatii cukrzycowej jest mikroalbuminuria [50,51], na podstawie kto-
rej opracowano klasyfikacje¢ cukrzycowej choroby nerek [52]. Utrwalona stala mikroal-
buminuria wystgpuje dopiero w III stadium powiktan cukrzycowych. W 1II stadium ne-
fropatii cukrzycowej wydalanie albumun w moczu jest zwykle w granicach normy fi-
zjologicznej. Rowniez wartos¢ wskaznika przesaczania klebkowego (GFR) oraz cisnie-
nie tetnicze najczesciej sa prawidlowe. Jedynie w badaniu histologicznym wystepuja
zmiany morfologiczne charakteryzujace sig: przerostem kigbuszkow nerkowych, pogru-
bieniem btony podstawnej kigbuszka nerkowego, pogrubieniem btony podstawnej ce-
wek nerkowych, rozplemem komoérek mezangium i1 niewielkim poszerzeniem prze-
strzeni §rodmiazszowej [53-55]. Dopiero w III stadium nefropatii cukrzycowej stwier-
dza si¢ dalsze pogrubienie btony podstawnej i ekspansj¢ macierzy mezangium oraz mi-
kroalbuminurig¢ i stopniowy wzrost ci$nienia t¢tniczego krwi. Tak wigc obecnos¢ mi-
kroalbuminurii w konfrontacji z wynikami badan anatomopatologicznych nie stanowi
prognozy rozwoju nefropatii. Jest ona wynikiem znacznego uszkodzenia kigbuszkow
nerkowych, ktérego pojawienie si¢ najczgs$ciej wykracza poza wiek dziecinstwa. Dlate-
go celowe jest poszukiwanie innych niz mikroalbuminuria markeréw zapowiadajacych

postepujacy rozwo6j nefropatii cukrzycowej u dzieci z cukrzyca typu 1.

1.3.2. Cystatyna C

W ciagu ostatnich lat podnoszona jest rola cystatyny C w diagnostyce chorob ne-
rek. Cystatyna C jest nieglikozylowanym biatkiem o masie czasteczkowej 13.300 dalto-
noéw. Jest ona zbudowana ze 120 reszt aminokwasowych, tworzacych pojedynczy tan-
cuch polipeptydowy, w ktorym znajduja si¢ dwa mostki dwusiarczkowe. Nalezy do
rodziny bialek, ktore peinia funkcje inhibitoréw proteaz cystynowych. Jest ona produ-
kowana przez wigkszo$¢ komorek jadrzastych. Wystepuje we krwi, moczu, $linie, pty-
nie mozgowo-rdzeniowym, plynie optucnowym, mleku kobiecym. Jej obecnos¢ stwier-

dzono takze w neuronach kory mézgowej, komodrkach rdzenia nadnerczy i w gruczoto-
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wej czesci przysadki mozgowej [56-57]. Stezenie cystatyny C w surowicy krwi u osob
zdrowych wykazuje niewielkie wahania w ciagu doby [58-60] 1 nie jest uzaleznione od
ptci 1 wieku oraz BMI pacjenta [56,61-62].

W dotychczas przeprowadzonych badaniach wykazano, iz cystatyna C jest czul-
szym parametrem oceniajacych funkcj¢ nerek, niz poziom kreatyniny oraz 24-godzinny
klirens kreatyniny [63-70]. Ze wzgledu na niska mase czasteczkowa cystatyna C jest
filtrowana w kigbuszkach nerkowych i ulega prawie catkowitej reabsorbcji w proksy-
malnych cewkach nerkowych, wigc tylko nieznaczna jej ilo$¢ jest wydalana z moczem
[66].

Wzrost poziomu cystatyny C w surowicy krwi obserwuje si¢ u chorych ze zmniej-
szonym przesaczaniem kigbuszkowym i jest on proporcjonalny do spadku przesaczania
ktebuszkowego (glomerular filtration rate — GFR) [71-72]. Liczni autorzy udokumen-
towali w swoich pracach, iz st¢zenie cystatyny C wykazuje bardzo dobra korelacje z
GFR [73-77]. Wyniki badan Tana [66] oraz Newmana [67] wykazaly istotna ujemna
korelacj¢ pomigdzy poziomem cystatyny C a wielko$cia GFR. Inni autorzy opisali
wzrost st¢zenia cystatyny C w przebiegu klebkowego zapalenia nerek, zespotu nerczy-
cowego, cukrzycy typu 2, chorob sercowo-naczyniowych oraz choroby nowotworowe;j
[78-80]. Dotychczas nieliczne sa prace badajace przydatno$¢ diagnostycznag cystatyny C
u dzieci z cukrzyca typu 1 [81]. Shimizu i wsp wykazali istotny zwiazek pomigdzy po-
ziomem cystatyny C w surowicy a stadium rozwoju nefropatii cukrzycowej w postaci
mikro- 1 makroalbuminurii, ale tylko u pacjentow z cukrzyca typu 2 [82]. Stad pojawia
si¢ pytanie, czy monitorowanie poziomu cystatyny C u dzieci z cukrzyca typu 1 moze
pomée w przewidywaniu rozwoju nefropatii cukrzycowej oraz czy cystatyna C moze

by¢ wczesniejszym markerem uszkodzenia funkcji nerek niz mikroalbuminuria?

1.3.3. N-acetylo-p-D-glukozaminidaza

Badania oceniajace przydatno$¢ diagnostyczna aktywnosci N-acetylo-B-D-
glukozaminidazy (NAG) do oceny stopnia rozwoju nefropatii cukrzycowej u dzieci wy-
kazaty, iz enzym ten jest czulym markerem uszkodzenia nerek w przebiegu cukrzycy

typu 1 [83-84]. Enzym NAG wystepuje w lizosomach wigkszosci komoérek organizmu,
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a szczegolnie duza jego ilo$¢ znajduje si¢ w komoérkach nabtonka kanalikow nerkowych
proksymalnych. Natomiast aktywnos$¢ enzymu NAG w strukturach ktebkéw nerkowych
jest kilkakrotnie nizsza. Enzym ten wyst¢puje w organizmie w kilku postaciach moleku-
larnych. Najlepiej poznane sa dwa gldwne izoenzymy NAG: A i1 B. Izoenzymy NAG sa
obecne w tkankach i1 ptynach biologicznych w réznych proporcjach. W przypadku su-
rowicy krwi izoenzym B stanowi niewielka czg§¢ aktywnosci catkowitej NAG. Nato-
miast izoenzym A przewaza stanowiac ponad 80% aktywnosci calkowitej NAG. Ze
wzgledu na duza mase czasteczkowa izoenzymy NAG nie przechodza przez nieuszko-
dzona btone podstawna kiebka nerkowego [85-86]. Wobec tego enzym obecny w mo-
czu pochodzi z uszkodzonego nabtonka kanalikow proksymalnych, szczegdlnie znacz-
nie wzrasta aktywnos¢ izoenzymu B. Ocena aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzy-
mu B w moczu znalazta zastosowanie jako czuly 1 wczesny wskaznik uposledzenia
czynnosci nablonka kanalikéw proksymalnych w przebiegu wielu choréb [87-88].
Opublikowane w latach 2000-2004 badania wtasne nad aktywnoscia enzymu N-
acetylo-beta-D-glukozaminidazy (NAG) i jego izoenzymow A i B w surowicy krwi i w
moczu wskazuja na mozliwo$¢ zastosowania oznaczenia aktywnosci tego enzymu réw-
niez u dzieci z cukrzyca typu 1, w celu przewidywania rozwoju wczesnych zmian na-
czyniowych w przebiegu tej choroby [89-91]. Wnioski z prowadzonych badan pozwala-
ja na sformutowanie tezy, iz w przebiegu cukrzycy typu 1 poczatkowo dochodzi do
uszkodzenia cewek nerkowych, a nastgpnie do powstania zmian patologicznych w bto-
nie podstawnej ktebuszka nerkowego. Dalsza obserwacja dynamiki zmian w aktywno-
$ci enzymu NAG i1 jego izoenzymow badanej u dzieci z cukrzyca typu 1 przed pojawie-
niem si¢ u nich mikroalbuminurii, by¢ moze pozwoli na okreslenie wartosci aktywnosci

tego enzymu jako czynnika przepowiadajacego wystapienie nefropatii cukrzycowe;.

1.4. RETINOPATIA CUKRZYCOWA

Liczni autorzy podkres$laja w swoich pracach, ze mikroalbuminuria jest nie tylko
objawem rozwijajacej si¢ nefropatii cukrzycowej, ale rowniez odzwierciedla uogoélnione

uszkodzenie naczyn wlosowatych innych narzadow, w tym narzadu wzroku [92-93].
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Retinopatia cukrzycowa stanowi najczestsza przyczyneg utraty wzroku u pacjenta, a
u znacznej czg$ci chorych istotnie uposledza ostro§¢ widzenia. Zmiany na dnie oka
jawne klinicznie w wigkszos$ci przypadkow nie wystepuja przed uptywem 5 lat od po-
czatku trwania cukrzycy [94]. Natomiast po 10 latach trwania choroby objawy retinopa-
tii cukrzycowej wystepuja juz u 50%, a po 20-30 latach az u 90% chorych na cukrzyceg
typu 1 [95]. Progresja zmian na dnie oka nie we wszystkich przypadkach bezposrednio
koreluje z ostro$cia wzroku. Natomiast w przypadkach pogorszenia ostro$ci wzroku
zastosowanie nawet najbardziej optymalnego leczenia nie pozwala na poprawe widze-
nia u chorego [96]. Wczesne wykrycie tendencji do rozwoju retinopatii cukrzycowej,
jeszcze przed powstaniem widocznych zmian na dnie oka, jest wigc niezwykle wazne w
zapobieganiu pogorszenia widzenia i monitorowaniu powiktanh w obrgbie narzadu
wzroku zwlaszcza u dzieci i mtodziezy.

Wyniki prowadzonych badan nad predyspozycja genetyczna do rozwoju retinopa-
tii cukrzycowej sa niejednoznaczne. Wigkszo$¢ opublikowanych badan obejmowato
zbyt mala liczbg pacjentéw, a ich wyniki opieraty si¢ na niewystarczajaco wystandary-
zowanych kryteriach. Ponadto wiele genéw kandydatow do rozwoju retinopatii cukrzy-
cowej jest jednoczesnie zaangazowanych w prawidlowe funkcjonowanie 1 regulacje
mikrokrazenia siatkbwkowego. Nie mniej jednak sugeruje si¢ genetyczna predyspozy-
cje¢ do rozwoju retinopatii cukrzycowej, zwiazana z obecno$cia antygenow HLA
DR3/DR4 [97]. Prowadzone sa ponadto badania polimorfizméw gendéw zwiazanych z
patogeneza retinopatii cukrzycowej genu VEGF oraz polimorfizmu genu VEGF [98-
99], receptora koncowych produktow zaawansowanej glikacji [100], reduktazy aldozo-
wej [101], genu enzymu konwertujacego angiotensyng [102], genu syntazy tlenku azotu
[103] oraz genu migdzykomorkowej czasteczki adhezyjnej 1 [104].

Na obecnym etapie wiedzy nie potrafimy zmieni¢ podatnos$ci genetycznej u chore-
go w kierunku rozwoju nie tylko nefropatii, ale rowniez retinopatii cukrzycowej. Zakta-
damy natomiast, ze identyfikacja czynnikdw bioracych udzial w uszkodzeniu narzadu
wzroku w pierwszych latach choroby pozwoli na ich eliminacj¢, co w efekcie moze
spowodowac opdznienie wystapienia poznych powiktan naczyniowych w postaci po-

gorszenia ostrosci widzenia lub utraty wzroku.
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Zanim dojdzie do powstania zmian na dnie oka widocznych za pomoca oftalmo-
skopii lub angiografii fluoresceinowej, w badaniu immunohistopatologicznym widocz-
ne sa zmiany morfologiczne w obrebie tetniczek przedwlosowatych, wiosniczek i drob-
nych naczyn zylnych o $rednicy ponizej 100 um. W poczatkowym okresie rozwoju reti-
nopatii cukrzycowej dochodzi do pogrubienia blony podstawnej matych naczyn, zweze-
nia i zamykania naczyn, zaniku pericytéw, ostabienie i rozdgcie $cianek drobnych na-
czyn 1 rozwoju mikroaneuryzmatow oraz proliferacji komoérek §rodbtonka. Ponadto do-
chodzi do zmian czynno$ciowych w naczyniach wlosowatych, zwigkszenia przepusz-
czalnosci ich $Sciany i zatamania si¢ bariery krew-siatkowka. Pojawienie si¢ obszarow
siatkdéwki pozbawionych doptywu krwi powoduje przewlekle niedotlenienie siatkowki,
wzrost produkcji czynnikéw wzrostu, ktore z kolei indukuja rozplem nowych naczyn i
towarzyszacej im tkanki wtoknistej na powierzchni siatkowki 1 tarczy nerwu II [105].
Jedynie poznanie patogenezy tego zjawiska pozwoli na minimalizacje czgstosci wyste-

powania oraz stopnia nasilenia post¢pujacych zmian naczyniowych.

1.5. PATOGENEZA NEFROPATII I RETINOPATII CUKRZYCOWEJ

Jeszcze nie tak dawno patogenezg nefropatii 1 retinopatii cukrzycowej rozpatrywa-
no oddzielnie. Obecnie liczni autorzy prac uwazaja, iz patogeneza mikronaczyniowych
powiktan cukrzycy jest wspdlna i zwigzana z pierwotnym uszkadzajacym dziataniem
hiperglikemii na $rdédbtonek naczyn wiosowatych kigbuszka nerkowego i narzadu
wzroku [92,105-108].

Juz wyniki wczes$niejszych szeroko prowadzonych badan wykazaty, iz wyréwna-
nie glikemii odgrywa istotna rolg w zapobieganiu lub zwolnieniu progresji nefropatii i
retinopatii w przebiegu cukrzycy typu 1 [109-110]. Rudberg i wsp. stwierdzili u mto-
dziezy chorujacej na cukrzyce typu 1, iz nasilenie zmian morfologicznych w kigbusz-
kach nerkowych w momencie wystapienia mikroalbuminurii byto pozytywnie skorelo-
wane ze $rednim poziomem HbAlc w poprzedzajacych 5 latach choroby [111]. Pro-
spektywne badania kliniczne Control and Complication Trial Research Group oraz Dia-
betes Control and Complications Trial (DCCT) wykazaty, iz prawidlowe wyrownanie

metaboliczne zmniejsza czgsto$¢ wystapienia mikroalbuminurii oraz jawnej nefropatii u
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chorych z cukrzyca typu 1 o okolo 50%, a takze zmniejsza ryzyko retinopatii o 76% w
prewencji pierwotnej i hamuje postgp retinopatii u 54% chorych z cukrzyca typu 1 z
wystgpujacymi juz zmianami na dnie oka [112].

Powszechnie uwaza sig, iz obecno$¢ koncowych produktow glikozylacji (AGEs —
advanced glycation end products) koreluje z rozwojem pdéznych powiktan cukrzycy, zas
ich produkcja indukowana jest przez hiperglikemi¢ [113]. Natomiast wciaz przedmio-
tem badan poszukiwany jest patomechanizm rozwoju nefropatii i retinopatii cukrzyco-

wej z udziatem AGE:s.

1.5.1. Koncowe produkty glikacji bialek

Wykrycie AGEs w $cianach patologicznie zmienionych naczyn krwiono$nych
ktebuszka nerkowego i siatkowki izolowanych od oséb chorych na cukrzyce typu 1 do-
wodzi o udziale koncowych produktow glikacji w rozwoju nefropatii i retinopatii cu-
krzycowej [114-115]. Na skutek glikacji biatek btony podstawnej wtosniczek kigbuszka
nerkowego 1 siatkbwki dochodzi do powstania mostkow dwusiarczkowych oraz wiazan
krzyzowych migdzy nitkami kolagenu, co zmienia strukturg blony. Zwigkszona liczba
wiazan krzyzowych jest prawdopodobnie przyczyna wiazania krazacych biatek do bto-
ny podstawnej naczyn, zwezenia ich §wiatla oraz zmniejszenia elastycznos$ci [116] Nie-
liczne prace wskazuja na mozliwo$¢ udziatu AGEs w rozwoju nefropatii i retinopatii
cukrzycowej poprzez zwigkszenie produkcji VEGF [117-121]. Murata 1 wsp. [122] wy-
kazali w swoich badaniach, iz zwigkszonemu st¢zeniu AGEs w siatkdéwce u pacjentow z
cukrzyca typu 1 z objawami retinopatii cukrzycowej, towarzyszyta zwigkszona produk-
cja VEGF. Chiarelli 1 wsp.[120] wskazuja na mozliwo$¢ udziatu AGEs w rozwoju po-
czatkowego stadium retinopatii cukrzycowej poprzez wpltyw na uszkodzenie bariery
naczyniowe] wlosniczek siatkowki w wyniku zwigkszonej ekspresji VEGF w obrgbie
narzadu wzroku. Natomiast Lu 1 wsp.[118] wyjasniaja, iz podwyzszone st¢zenie VEGF
u pacjentéw z cukrzyca typu 1 jest wynikiem zwigkszonej produkcji reaktywnych form
tlenu (ROI — reactive oxygen intermediates) po potaczeniu si¢ AGEs z receptorami na
komorkach $rodblonka. W badaniach eksperymentalnych na zwierzgtach z cukrzyca

wykazano, iz wprowadzenie przeciwcial neutralizujacych VEGF, zapobiega wzrostowi
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przepuszczalnosci naczyn siatkowki, wywotlanego hiperglikemia i hamuje rozwoj reti-

nopatii [123].

1.5.2. Naczyniowy czynnik wzrostu srodblonka

W ciagu ostatnich lat podnoszona jest rola naczyniowego czynnika wzrostu $rod-
btonka (VEGF — vascular endothelial growth factor) jako czynnika odgrywajacego
istotna rol¢ w patogenezie proliferacji naczyn [124-125]. VEGF charakteryzuje si¢ sil-
nym dzialaniem angio- i mitogennym, zaangazowanym w proces zaréwno fizjologicz-
nej, jak 1 patologicznej angiogenezy. Juz w rozwoju plodowym wykryto obecnos¢
VEGF w komorkach trofoblastu, co wskazuje na rolg tej substancji w indukcji wzrostu
naczyn w tozysku [126]. W trakcie rozwoju nerki VEGF jest najwazniejszym czynni-
kiem, ktory umozliwia rozwdj cewek i kigbuszkéw naczyniowych [127]. In vivo VEGF
mRNA stwierdzono w komdrkach pgcherzykowych ptuc, migsniu sercowym, hepatocy-
tach, mozgu, aorcie, komorkach kory nadnerczy, komorkach kiebuszka nerkowego,
komorkach nabtonka kanalika proksymalnego oraz perycytach [126,128]. Badania
przeprowadzone w ostatnich latach ujawnity kluczowa rolg tej cytokiny w patogeneze-
zie choroby Kawasaki, astmie, reumatoidalnego zapalenia stawow, tuszczycy, miazdzy-
cy tetnic wiencowych [129-130]. Naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu ma row-
niez znaczenie w tworzeniu nowych patologicznych naczyn w obrebie guzéw nowotwo-
rowych [126,131]. PiSmiennictwo z ostatnich lat wskazuje na istotny udziat VEGF w
patogenezie mikroangiopatii cukrzycowej [132-134]. W badaniach na zwierzgtach
stwierdzono zwiazek pomigdzy stopniem niedokrwienia siatkdéwki a wydzielaniem
VEGF oraz wykazano udziat VEGF w powstawaniu neowaskularyzacji zarowno w ob-
rgbie rogdwki jak 1 naczyniéwki [135]. W tych samych badaniach wskazano, iz do naj-
wazniejszych czynnikéw zwigkszajacych st¢zenie VEGF naleza hipoksja, insulinopo-
dobny czynnik wzrostu-1 (IGF-1), wolne rodniki tlenowe oraz koncowe produkty gli-
kozylacji.

VEGF stymuluje proliferacj¢ i migracj¢ komorek s$réodbtonka [136-137] oraz
zwigksza przepuszczalnos¢ naczyn krwiono$nych [138-139]. Ponadto indukuje produk-
cje tkankowej kolagenozy, chemotaksje dla makrofagdw i monocytow. Uwaza sig, ze

jednym z mechanizmoéw, w wyniku ktorych VEGF prowadzi do rozwoju nefropatii 1
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retinopatii cukrzycowej jest stymulacja syntezy biatka chemotaktycznego dla monocy-
tow MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) [140-141]. Oddziatywujace na siebie
kolejno AGEs, VEGF i MCP-1 maja wplyw nie tylko na migracj¢ leukocytéw do na-
czyn siatkéwki, ale rowniez dziataja chemotaktycznie na komorki NK, limfocyty T.
Ostatecznie dochodzi do obliteracji §wiatla tych naczyn, niedotlenienia 1 niedokrwienia
siatkéwki. Niedotlenienie z kolei w krétkim czasie zwigksza nawet 30-krotnie ekspresje
VEGF mRNA [142]. W badaniach Kanesaki i wsp wykazano, iz stopien ekspresji
VEGF mRNA w kigbkach nerkowych byt proporcjonalny do ilo$ci nowych naczyn zlo-
kalizowanych wokot tetniczek doprowadzajacych i odprowadzajacych kigbuszka ner-
kowego [143]. Z kolei Cha i wsp w badaniach eksperymentalnych w materiale biolo-
gicznym uzyskanym z biopsji nerek stwierdzili istotnie wyzsza ekspresjg tej cytokiny w
komorkach kigbuszka nerkowego 1 komodrkach nablonka kanalika proksymalnego za-
awansowanej nefropatii cukrzycowej niz w poczatkowym stadium choroby [144]. Do-
tychczasowe badania kliniczne nad rola VEGF w rozwoju nefropatii i retinopatii cu-
krzycowej dotycza gtéwnie oséb dorostych i1 czgsciej pacjentdw z rozpoznaniem cu-
krzycy typu 2 [145] oraz w zaawansowanym stadium mikroangiopatii cukrzycowe;.
Wstepne badania wtasne dotyczace dzieci z rozpoznaniem cukrzycy typu 1 wykazaly
istotny wzrost poziomu VEGF w surowicy krwi nie tylko w grupie dzieci z cukrzyca
typu 1 i retinopatia nieproliferacyjna oraz mikroalbuminuria, ale rowniez u pacjentow, u
ktorych w badaniu okulistycznym nie udokumentowano zmian w narzadzie wzroku oraz
nie stwierdzono mikroalbuminurii [146]. Uzyskane wyniki sugeruja, iz VEGF moze
bra¢ udziat w rozwoju zmian naczyniowych w obrgbie narzadu wzroku i nerek u dzieci
juz w pierwszych latach choroby, kiedy ogdlnie dostgpne metody diagnostyczne nie
wykrywaja jeszcze zmian o charakterze retinopatii 1 nefropatii cukrzycowe;j. Istotne jest
wigc przeprowadzenie badan prospektywnych z udziatem VEGF u dzieci z cukrzyca
typu 1 w celu obserwacji poziomu tego czynnika od poczatku choroby i opracowanie
odpowiednich przedziatow wartosci poziomu VEGF w zalezno$ci od stopnia zawanso-
wania rozwoju zmian w narzadzie wzroku i nerkach. Pomiar poziomu VEGF u dzieci z
cukrzyca typu 1 moze sta¢ si¢ dodatkowym markerem w przewidywaniu rozwoju reti-
nopatii i nefropatii cukrzycowej oraz wyprzedzi¢ pojawienie si¢ nieodwracalnych zmian

w narzadzie wzroku i1 nerkach.
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Pomimo prowadzonych licznych badan, w patomechanizmie neowaskularyzacji
wcigz istnieje wiele niewyjasnionych zjawisk. Z jednej strony Tolentino i wsp. udo-
wodnili w swoich badaniach, iz podanie egzogennego VEGF bylo wystarczajace do
rozwoju nowych naczyn w obrgbie siatkowki [147]. Z drugiej za$ strony Schliegemann
1 wsp. wykazali na modelach zwierzecych, iz obecnos¢ endo- lub egzogennego VEGF
zawsze wywiera wptyw na przepuszczalno$¢ naczyniowa, nie zawsze jednak jest zwia-
zana z powstaniem nowych naczyn [148]. Fakty te sugeruja istotna role¢ obok VEGF
innych czynnikow zapalnych w procesie angiogenezy.

Publikacje z ostatnich lat coraz wigcej uwagi poswigcaja analizie markerow reak-
cji zapalnej w surowicy krwi u chorych na cukrzycg typu 1 w kontek$cie mikroangiopa-
tii cukrzycowej [149-150]. W dotychczasowych badaniach wtasnych wykazatam istot-
nie wyzsze wartosci CRP, TNF-a oraz IL-6 u dzieci chorych na cukrzyce typu 1 powi-
ktana nefropatia i retinopatia cukrzycowa w poréwnaniu do grupy dzieci, u ktérych nie
wykazano zmian w obrgbie nerek i narzadu wzroku [151-152]. Ponadto stwierdzitam
istotng korelacje pomigdzy poziomem TNF-a a VEGF w surowicy krwi [146]. Udoku-
mentowany przeze mnie zwiazek pomig¢dzy TNF-o a VEGF u dzieci z cukrzyca typu 1
zostal potwierdzony w badaniach Benjamina, w ktorych wykazano, iz wzrost ekspresji
VEGF obok hipoksji wzmagaja cytokiny prozapalne, w tym TNF-a [153]. Z kolei Her-
mandez 1 wsp. oraz Yoo i wsp. [154,155], dowodza, iz VEGF jest nie tylko czynnikiem
wzrostowym S$rodbtonkow naczyn, ale takze jednym z induktorow stanu zapalnego,

poprzez stymulacje syntezy TNF-a oraz IL-6.

1.5.3. Czynnik martwicy nowotworu-a

TNF-a jest plejotropowa cytokina o charakterze prozapalnym. Oddzialuwuje na
wiele komoérek uktadu immunologicznego, wptywa na produkcje 1 wydzielanie innych
cytokin, dziala cytotoksycznie w stosunku do komorek B trzustki. Ponadto wiaze si¢ z
r6znymi komorkami, w ktdérych moze wywota¢ zarowno niszczacy, jak i proliferacyjny
odczyn poprzez aktywacje granulocytoéw obojetnochtonnych, indukcje wykrzepiania na
srédblonku naczyniowym i stymulacj¢ wydzielania kolagenozy [156]. W badaniach

klinicznych Doganay wywotat nekroze srédbtonka i niedokrwienie siatkowki po poda-
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niu TNF-a do wewnatrz ciata szklistego [157]. Z kolei Nakamura i wsp. stwierdzit
zwigkszone uwalnianie TNF-a z btony podstawnej kigbuszkéw nerkowych oraz utrzy-
mujacy si¢ wzrost ekspresji mRNA dla TNF-o w kigbuszkach nerkowych w dluzej
trwajacej cukrzycy streptozotocynowej u szczurdw [158]. Mechanizmy, ktére prowadza
do wzrostu aktywnosci TNF-a w cukrzycy typu 1 nie sa do konca poznane. Prawdopo-
dobnie miejscowa hipoksja oraz wysokie poziomy koncowych produktéw zaawanso-
wanej glikozylacji, ktore sa zwiazane z rozwojem mikroangiopatii cukrzycowej, moga
indukowa¢ obok VEGF réowniez aktywacje TNF-a, IL-6 [149,159]. W opublikowanych
badaniach wiasnych wykazatam istotna dodatnia korelacje pomigdzy poziomem HbAlc
a poziomem TNF-a w surowicy krwi [160]. Poniewaz hemoglobina glikowana jest jed-
nym z podstawowych biochemicznych wskaznikéw wyrdéwnania metabolicznego cu-
krzycy, wykazany zwiazek sugeruje, iz gorsze wyréwnanie metaboliczne cukrzycy wia-
ze si¢ z wyzszym poziomem TNF-o w surowicy krwi. Koncowe produkty glikacji bia-
tek poprzez swoiste receptory aktywuja monocyty, makrofagi, komodrki $rodbtonka,
ktore staja si¢ wowczas zrodlem prozapalnych cytokin [161].

Z jednej strony liczne prace dowodza, iz prawidtowe wyréwnanie metaboliczne u
pacjentow z cukrzyca typu 1 jest kluczowym czynnikiem zapobiegajacym rozwdj zmian
w narzadzie wzroku w przebiegu choroby [109-110]. Z drugiej za$ strony ponowna ana-
liza badania DCCT wykazata, iz u 10-15% pacjentow chorych na cukrzycg typu 1, po-
mimo dobrego wyréwnania metabolicznego (HbA1c¢<6,8) rozwingta si¢ retinopatia cu-
krzycowa, a u 40% pacjentow niedostatecznie wyréwnanych metabolicznie
(HbA1c¢>9,5%) nie rozwingly si¢ zmiany na dnie oka [162]. Fakty te dowodza, iz obec-
no$¢ stanu zapalnego w dlugotrwalej cukrzycy typu 1 nie zawsze jest zwigzany z nie-
prawidlowym wyréwnaniem metabolicznym choroby, ale moze by¢ wynikiem trwaja-
cego procesu zapalnego powstatego podczas wczesnych faz rozwoju cukrzycy. W opu-
blikowanych pracach wlasnych i doniesieniach wykazatam podwyzszona aktywno$¢
TNF-0, IL-6 w grupie dzieci z nowo rozpoznang cukrzyca typu 1 [163], a takze w gru-
pie pacjentow chorujacych na cukrzyce typu 1, szczegdlnie w tej grupie dzieci, u kto-
rych choroba byta dodatkowo powiktana zmianami w narzadzie wzroku 1 w nerkach
[146,152]. Ponadto stwierdzilam istotna dodatnia korelacje pomiedzy aktywnos$cia

TNF-a w surowicy krwi, stgzeniem IL-6 w moczu a aktywnos$cia izoenzymu NAG B w
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moczu u dzieci z nowo rozpoznang cukrzyca typu 1 [163]. Powyzsze wyniki sugeruja,
iz cytokiny odpowiedzialne za destrukcj¢ komoérek B trzustki moga mie¢ wptyw na
uszkodzenie nerek juz we wezesnym okresie choroby.

Ocena aktywnosci NAG 1 jego izoenzymu B w moczu znalazta zastosowanie jako
czuty 1 wezesny wskaznik uposledzenia czynno$ci nabtonka kanalikow proksymalnych
w przebiegu wielu chorob [87-88]. Patogeneza wzrostu aktywno$ci enzymu NAG i jego
izoenzymu B w moczu u chorych na cukrzycg typu 1 nie zostata w pelni poznana. W
oparciu o wyniki badan wlasnych przypuszczam, ze dysfunkcja kanalikow nerkowych u
dzieci zarowno w nowo rozpoznanej jak i dtugotrwatej cukrzycy moze by¢ powiazana z
filtracja cytokin prozapalnych, w tym TNF-a przez blong filtracyjna kigbuszka nerko-
wego. Badajac wplyw wybranych cytokin na rozwoj retinopatii 1 nefropatii cukrzycowe;j
w kolejnych opublikowanych pracach wykazatam istotny wyzszy poziom TNF-a w
surowicy krwi u dzieci z cukrzyca typu 1 bez zmian w narzadzie wzroku oraz udoku-
mentowanej mikroalbuminurii, ale z podwyzszona aktywnos$cia enzymu NAG 1 jego
izoenzymu B w moczu w zestawieniu z dzie¢mi zdrowymi [151-152,160]. Mechanizm
wzrostu enzymu NAG 1 jego izoenzymu B w moczu u pacjentéw bez mikroalbuminurii
tlumaczy sig filtracja TNF-a o niskiej masie czasteczkowej przez nieuszkodzona btong
podstawna kigbuszka nerkowego. Cytokina ta moze wywotaé efekt cytotoksyczny po-
przez indukcj¢ syntazy tlenku azotu w komorkach kanalikow nerkowych i1 produkcje
tlenku azotu [164-165]. Na podstawie opublikowanych badan wstgpnych uwazam, ze
TNF-o moze sta¢ sig istotnym spos$rdd badanych parametrow wskaznikiem uszkodzenia
funkcji nerek, wyprzedzajacym etap mikroalbuminurii i zmian w narzadzie wzroku
szczegoblnie, ze w surowicy krwi osob zdrowych nie wykrywa si¢ obecnosci tej cytokin
[146,151,160]. Dlatego wykazanie w badaniach longituidalnych zr6znicowania pozio-
mu TNF-a migdzy chorymi na cukrzyce typu 1 w zaleznosci od rozwoju powiktan daje
szans¢ na uchwycenie wartosci ryzyka ich rozwoju.

W ciagu ostatnich lat autorzy nielicznych jeszcze prac wskazuja, iz produkcja cy-
tokin antyzapalnych u oséb z cukrzyca typu 1 jest prawdopodobnie niewystarczajaca w

celu ograniczenia efektu neurotoksycznego dziatania cytokin prozapalnych.
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1.5.4. Interleukina 10

Znaczenie IL-10 dla rozwoju retinopatii i nefropatii cukrzycowej badano na mode-
lach zwierzecych. Badania Takeuchi i wsp. wykazaly, iz pozbawienie zwierzat regulato-
rowych limfocytow TCD4+CD25+ produkujacych IL-10 rozwijato spontanicznie zapa-
lenie siatkowki 1 naczyniéwki. Natomiast ztagodzenie objawdw zapalenia wystapito po
podaniu egzogennej IL-10. Terapia ta hamowata nadmierna sekrecj¢ TNF-a oraz INFy
[166]. Natomiast w badaniach eksperymentalnych Kitching [167] 1 Choi [168] wykaza-
no, iz podanie IL-10 chorym na cukrzycg zwierzgtom hamowalo proliferacj¢ komorek
mezangium oraz redukowato albuminuri¢ poprzez ograniczenie aktywnos$ci limfocytow
Thl. Z kolei Noble w badaniach eksperymentalnych stwierdzit zmniejszenie aktywnos$ci
indukowanej syntazy tlenku azotu w makrofagach oraz ekspresji czasteczek adhezyj-
nych po podaniu egzogennej IL-10 [169]. Dotychczas nie bylo prac w dostgpnym pi-
$miennictwie na temat roli IL-10 w rozwoju mikroangiopatii cukrzycowej u dzieci.

W oparciu o przeprowadzone badania wtasne stwierdzitam u dzieci z cukrzyca ty-
pu 1 obnizony poziom IL-10 w surowicy krwi [151]. Az 80% badanych pacjentow z
objawami retinopatii i nefropatii cukrzycowej nie wykazywato aktywnosci tej cytokiny
w surowicy krwi. Wstgpna analiza poziomu IL-10 w grupie badanych dzieci z cukrzyca
typu 1 o réznym stopniu zaawansowania zmian w narzadzie wzroku i nerkach pozwala
wnioskowac, ze wyzsza aktywno$¢ sekrecyjna IL-10 moze wiaza¢ si¢ z ochronng rola
przed powstaniem p6znych powiktan. Prowadzenie dalszych badan oceniajacych nega-
tywny wptyw niedoboru IL-10 na rozwdj nefropatii i retinopatii u dzieci z cukrzyca
typu 1 w pierwszych latach choroby by¢ moze pozwoli na okreslenie wartosci IL-10

chroniacej przed rozwojem mikroangiopatii cukrzycowe;.

1.5.5. Interleukina 12

Mimo ciagtych badan nad funkcja cytokin pro- i antyzapalnych, nieliczne sa prace
dotyczace udziatu Interleukiny-12 (IL-12) w patogenezie cukrzycy typu 1 oraz rozwoju
mikroangiopatii cukrzycowej. W dotychczasowych badaniach Szelachowska i wsp. wy-

kazali istotne podwyzszone stezenie IL-12 w surowicy krwi u krewnych I stopnia 0so6b
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chorych na cukrzyce typu 1, wskazujac na zaangazowanie tej cytokiny w patogeneze
cukrzycy typu 1 [170]. Rowniez Glowacka i wsp. w swoich badaniach stwierdzili, iz
nadprodukcja IL-12 przez neutrofile po stymulacji LPS moze uczestniczy¢ w procesie
zapalenia w przebiegu cukrzycy typy 1 [171].

IL-12 jest wielofunkcyjna cytokina i w warunkach fizjologicznych jest ona wytwa-
rzana gléwnie przez makrofagi, komorki dendrytyczne, keratynocyty, granulocyty i
komorki tuczne. Stymuluje ona proliferacjg, aktywacj¢ i cytotoksyczno$¢ limfocytow T
1 komorek NK (natural killer) oraz wytwarzanie przez te komoérki INFy oraz TNF-a
[172]. IL-12 z jednej strony przyczynia si¢ do rozwoju chordb autoimmunologicznych
takich jak reumatoidalne zapalenie stawdw, stwardnienie rozsiane, cukrzyca typu 1
[173-175], z drugiej za$ strony w badaniach in vitro 1 in vivo odkryto, Ze cytokina ta ma
silne wtasciwosci przeciwnowotworowe [176]. Dlatego podjgto proby stosowania jej w
leczeniu niektorych chorobach nowotworowych, czerniaku ztosliwym, chioniaku, raku
jasnokomorkowym nerki [177-178]. Nieliczne badania przeprowadzone w ostatnich
latach wskazuja, ze IL-12 moze mie¢ wlasciwosci antyangiogenne [179-180]. W bada-
niach in vitro wykazano, ze utrzymanie rownowagi mig¢dzy pro- i antyzapalnymi media-
torami pozwala na utrzymanie angiogenezy fizjologicznej, natomiast zaburzenie réw-
nowagi migdzy czynnikami pro- i antyangiogennymi, na korzy$¢ tych pierwszych, pro-
wadzi do angiogenezy patologicznej [180].

W opublikowanych badaniach wstepnych Zorena i wsp wykazali w grupie dzieci z
cukrzyca typu 1 powiktana retinopatia istotny wyzszy poziom TNF-a i VEGF oraz niz-
szy poziom IL-12 w surowicy krwi w poréwnaniu do grupy pacjentow bez objawow
retinopatii cukrzycowej [179,181]. Uzyskane wyniki sugeruja, iz na wzrost produkcji
TNF-o 1 VEGF moze wptywac niedostateczny poziom IL-12. By¢ moze rownowaga
migdzy pro- i antyangiogennymi cytokinami jest jednym z czynnikéw zapobiegajacych
rozwo0j nefropatii i retinopatii cukrzycowej u tych dzieci. Istotne jest wigc $ledzenie
poziomu cytokin pro- i antyzapalnych u dzieci z cukrzyca typu 1 w okresie przed poja-
wieniem si¢ nefropatii 1 retinopatii cukrzycowej i opracowanie odpowiednich przedzia-
16w warto$ci poziomu tych cytokin predysponujacych do ujawnienia si¢ p6znych powi-

ktan.
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Wydaje sig, iz w celu wyjasnienia patogenezy nefropatii 1 retinopatii cukrzycowej
nalezy prowadzi¢ badania odnoszace poziom cytokin pro- i antyzapalnych, naczynio-
wego czynnika wzrostu $rédbtonka, poziomu HbA ¢ do stanu klinicznego pacjenta cho-
rego na cukrzyce typu 1. Niewatpliwie dodatkowym elementem utatwiajacym zrozu-
mienie patogenezy zaréwno nefropatii i retinopatii cukrzycowej beda badania §ledzace
zardwno dynamizm zmian biochemicznych i immunologicznych zachodzacych u cho-
rego, jak 1 postgpujace zmiany w obrazie klinicznym schorzenia. Skojarzenie tych
dwoch czynnikéw moze przyczynic si¢ do poznania i lepszego zrozumienia zmian na-

czyniowych towarzyszacych cukrzycy typu 1.



2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto poszukiwanie wczesnych markerow rozwoju nefropa-

tii 1 retinopatii u dzieci z cukrzyca typu 1 oraz okreslenie ich wartosci prognostycznych

Cel pracy realizowano poprzez:

1.

Oceng zwiazku pomigdzy poziomem enzymu N-acetylo-f-D-glukozaminidazy,
cystatyny C a rozwojem mikroalbuminurii i zmian w narzadzie wzroku u dzieci
z cukrzyca typu 1

Analizg zalezno$ci pomigdzy stopniem wyrownania metabolicznego (HbAlc),
poziomem naczyniowego czynnika wzrostu srédblonka (VEGF), czynnika mar-
twicy nowotworu (TNF-a), interleukiny 6 (IL-6) a rozwojem nefropatii i retino-
patii cukrzycowej u dzieci.

Oceng wptywu anti-angiogennej IL-12 i antyzapalnej IL-10 na rozwdj nefropatii
1 retinopatii cukrzycowej u dzieci.

Okreslenie, ktory z badanych czynnikow immunologicznych i biochemicznych
mozna uzna¢ za prognostyczny dla ujawnienia si¢ mikroalbuminurii i zmian w

narzadzie wzroku w przebiegu cukrzycy typu 1 u dzieci.



3. MATERIAL I METODY

3.1. PACJENCIIDANE KLINICZNE

Badaniami objgto chorych leczonych na Oddziale Diabetologii Dziecigcej Kliniki
Pediatrii, Hematologii, Onkologii i Endokrynologii Akademii Medycznej w Gdansku
oraz Przyklinicznej Poradni Diabetologicznej dla Dzieci i Mtodziezy Akademii Me-
dycznej w Gdansku, u ktérych rozpoznano cukrzyce typu 1 na podstawie kryteriow
American Diabetes Association [182].

Aby przesledzi¢ dynamizm zachodzacych zmian manifestacji objawoéw klinicz-
nych oraz zaburzen biochemicznych i immunologicznych towarzyszacych cukrzycy
typu 1 u analizowanych chorych, badania wykonano dwukrotnie w odstgpie 4 lat:
pierwsza oceng dokonano w roku 2003, a drugiej w roku 2007. Badani w roku 2003 to
grupa 202 dzieci (106 dziewczat i 96 chlopcoéw) w wieku 13,2 + 3,83 lat, z czasem
trwania choroby 4,62 + 3,38 lat, za$ badani w roku 2007 to 185 pacjentow (95 dziew-
czat 1 90 chtopcow) w wieku 16,4 £ 3,9 lat, z czasem trwania choroby 8,3 + 3,34 lat.

Roéznice w liczebnosci grup badanych w roku 2003 1 2007 spowodowane byty wy-
kluczeniem z analizy pacjentow, u ktorych na podstawie badan klinicznych, bioche-
micznych, bakteriologicznych 1 immunologicznych w czasie 4 lat obserwacji stwierdzo-
no schorzenia watroby, uktadu moczowego, uktadu oddechowego oraz choroby o pod-
tozu autoimmunologicznym. Ostatecznie do dalszej analizy poddano 185 pacjentow, u
ktérych, zarébwno na poczatku badania, jak i po 4 latach obserwacji wykluczono choro-
by, ktore mogly mie¢ wptyw na aktywno$¢ badanych parametroéw.

Uzyskane wyniki u chorych na cukrzycg typu 1 dzieci odniesiono do grupy kon-
trolnej. Stanowito ja 86 zdrowych dzieci dobranych pod wzgledem wieku 13,4 + 4,1 lat
1 ptci (52 dziewczat 1 34 chlopcow), u ktdrych na podstawie wywiadu, badania klinicz-
nego, badan immunologicznych oraz poziomu C-peptydu i HbAlc wykluczono oprécz
wyze] wymienionych chordb rowniez cukrzyce. W wywiadzie u dzieci zaréwno cho-
rych na cukrzyce typu 1, jak z grupy kontrolnej, nie stwierdzono infekcji w okresie
8-10 tygodni poprzedzajacych badania i w badaniu fizykalnym nie stwierdzono odchy-

len od normy. Ponadto z badan wykluczono, zarowno z grupy dzieci chorych na cu-
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krzyce typu 1 jak 1 z grupy kontrolnej pacjentow, u ktorych indeks masy ciata, okreslo-
ny jako BMI (body mass index (kg/m?)) dla ptci i wieku wynidst powyzej 95 centyli.

Dzieci z cukrzyca typu 1 leczono insulinami humanizowanymi metoda intensyw-
nej insulinoterapii. Dawka dobowa insuliny wynosita 0,87 + 0,23 j/kg wagi ciata. Do-
datkowo u pacjentéw z cukrzyca typu 1 1 z udokumentowana mikroalbuminurig stoso-
wano inhibitory konwertazy angiotensyny, Captopril w dawce 0,3-0,6 mg/kg. wagi cia-
ta/dobe lub Enalapril w dawce 0,08-0,6 mg/kg. wagi ciata/dobe.

Na realizacje badan bedacych przedmiotem pracy uzyskano zgode¢ rodzicow bada-
nych dzieci, jak tez zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej ds. Badan Naukowych przy
Akademii Medycznej w Gdansku (NKEBN/610/2003/2004).

3.2. BADANIA BIOCHEMICZNE

Stopien wyréwnania metabolicznego cukrzycy oceniono na podstawie st¢zenia hemo-
globiny glikozylowanej (HbA 1¢) oznaczonego w surowicy krwi metoda immunoturbidime-
tryczna uzywajac Unimate 3 set (Hoffmann-La Roche AG, Basel, Switzerland). Poziom
biatka C-reaktywnego (CRP) oznaczono testem firmy Beckman Instr. Galway, Ireland.
Poziom C-peptydu u wszystkich dzieci z cukrzyca typu 1 wynosit ponizej 0,5 ng/ml. Steze-
nie cholesterolu catkowitego, jego frakcji LDL- i HDL-cholesterolu oraz trojglicerydow
oceniono z uzyciem zestawow firmy CORMAY, Lublin, Polska. U wszystkich pacjentow
oceniono dobowe wydalanie albumin w moczu metoda immunoturbidimetryczna przy uzy-
ciu testu Tina-quant® (Boehringer Mannheim GmbH, Germany). Jako mikroalbuminuri¢
okreslono wydalanie albumin w moczu w granicach 30-299 mg/dobg w dwdch sposrod
trzech probek jatowego moczu, zebranego w ciagu 6 miesigcy od chorego z wyrownana
cukrzyca bez cech klinicznych i laboratoryjnych kwasicy ketonowej [183-185]. Poziom
cystatyny C w surowicy krwi oznaczono metoda immunoturdidymetryczng przy uzyciu
zestawu Cystatin C PET Kit (DAKO AS, Dania). Ponadto wykonano dobowy pomiar ci-
$nienia tetniczego. Srednie wartosci ci§nienia tetniczego u dzieci oceniono w oparciu o siat-
ki centylowe opracowane przez Borowskiego 1 wsp. [186]. Nadci$nienie tetnicze rozpozna-
no, jesli co najmniej 30% catodobowych pomiaréw ci$nienia skurczowego lub rozkurczo-

wego przekraczato 95 centyli okreslonych norm przyjetych dla pici i wieku.
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Badania biochemiczne wykonano w Akademickim Centrum Medycyny Laborato-
ryjnej Akademii Medycznej w Gdansku (Kierownik Medycyny Laboratoryjnej: dr n.

med. Zenon Jakubowski).

3.3. BADANIE OKULISTYCZNE

U wszystkich badanych dzieci z przewlekla cukrzyca typu 1 wykonano badanie okuli-
styczne wg obowiazujacej klasyfikacji [187]. Badanie dna oka przeprowadzono po podaniu
kropli 1% Sol. Tropicaid, soczewka +90D firmy (Okular Instruments, USA). Oceny przed-
niego odcinka gatki ocznej dokonano lampa szczelinowa (POPCON SL-8Z, JAPAN). Na-
tomiast angiografi¢ fluresceinowa (FL-A) wykonano kamera cyfrowa TOPCON IMAGE-
NET 2000 (JAPAN) u pacjentéw chorujacych na cukrzyce typu 1 powyzej 5 lat.

Badania okulistyczne wykonano w Klinice Chorob Oczu w Akademii Medycznej

w Gdansku (Kierownik Kliniki: prof. dr hab. med. Krystyna Raczynska).

3.4. BADANIA IMMUNOLOGICZNE PRZESIEWOWE W KIERUNKU CELIAKII
I AUTOIMMUNOLOGICZNEGO ZAPALENIA TARCZYCY

W celu wykluczenia chordb wspotistniejacych z cukrzyca typu 1, celiakii i auto-
immunologicznego zapalenia tarczycy [188], u wszystkich badanych pacjentow ozna-
czono poziom przeciwciat przeciwgliadynowych (AGA) w klasie IgA 1 IgG, przeciw
transglutaminazie tkankowej (tTG) w klasie IgA metoda immunoenzymatyczna (ELI-
SA), przeciw endomysium migsni gtadkich (EmA) w klasie IgA i IgG metoda immuno-
fluorecencyjna. Ponadto oznaczono poziom TSH, fT4, fT3, poziom przeciwcial przeciw
tyreoglobulinie (TG), przeciw peroksydazie tarczycowej (TPO) metoda ELISA na ze-
stawach komercyjnych Hycor Biomedical, Inc. (San Diego, USA) i Orgentec Diagno-
styka Germany) oraz wykonano USG tarczycy. Badania immunologiczne w kierunku
diagnostyki choroby trzewnej 1 autoimmunologicznego zapalenia tarczycy wykonano w
Zaktadzie Immunopatologii Akademii Medycznej w Gdansku. Kierownik Zaktadu:

prof. dr hab. med. Jan Stepinski.
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3.5. BADANIE AKTYWNOSCI ENZYMU
N-ACETYLO-B-D-GLUKOZAMINIDAZY 1 JEGO IZOENZYMU A1B

U wszystkich pacjentéw i1 zdrowych dzieci dokonano oznaczenia poziomu aktywnosci
w moczu 1 w surowicy krwi enzymu N-acetylo-B-D-glukozaminidazy (NAG) (Sigma-
Aldrich, USA) i jego izoenzymu A i B. Aktywno$¢ enzymatyczng NAG w surowicy krwi i
w moczu oznaczono metoda kolorymetryczna przez pomiar iloSci uwolnionego p-
nitrofenylo-2-acetamido-2-dezoksy-B-D-glukopiranozydu. Odczytu pomiaru dokonano
przy pomocy spectrometru (Perkin Elmer MBA 2000, USA) przy dtugosci fali 405 nm.

Aktywnos$¢ izoenzymow A 1 B oznaczono wykorzystujac termochwiejnos¢ izoenzy-
mu A. Aktywno$¢ NAG catkowitego 1 jego izoenzymdw A i B w surowicy krwi wyrazono
w jednostkach IU/I, natomiast w moczu [U/g. kreatyniny.

Badanie aktywnos$ci enzymu N-acetylo-B-D-glukozaminidazy i jego izoenzymu A i1 B
w surowicy krwi 1 w moczu wykonano w Zaktadzie Immunologii, Katedrze Histologii i
Immunologii Akademii Medycznej w Gdansku (Kierownik Katedry: prof. dr hab. med.
Jolanta Mysliwska).

3.6. BADANIA POZIOMU CYTOKIN: TNF-0, IL-6, VEGF, IL-10, IL-12

3.6.1. Uzyskiwanie materialu biologicznego

W celu uzyskania surowicy od pacjentow jak i tez zdrowej grupy kontrolnej krwi po-
trzebnej do analiz, pobrano od nich 2 ml krwi zylnej do probowek nie zawierajacych anty-
koagulantu. Wszystkie pobrania byly przy okazji innych badan biochemicznych. Pobrana
krew wirowano przez 15 minut, przy predkosci 2500 obrotow/min (3K15, 4K15 Sigma,
USA).

Tak uzyskana surowicg, przenoszono w warunkach jalowych w (komorze z laminar-
nym, pionowym przeptywem powietrza Hareus, USA) do sterylnych ependorfow w ilosci
okoto 500 ul. Zabezpieczone surowice krwi dzieci z cukrzyca typu 1 oraz grupy kontrolne;j,
przechowywano do dalszej analizy w temperaturze -70 °C (zamrazarka POLAR 550H).
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3.6.2. Testy immunoenzymatyczne ELISA: w surowicy TNF-a, IL-6, IL-10,
IL-12, VEGF oraz I1L-6 w moczu

U wszystkich badanych dzieci oznaczono poziom czynnika martwicy nowotworu-
o (TNF-a), interleukiny 6 (IL-6), naczyniowego czynnika wzrostu $§rédbtonka (VEGF),
interleukiny 10 (IL-10), interleukiny 12 (IL-12) w surowicy krwi oraz IL-6 w moczu
metoda immunoenzymatyczna (ELISA).

Badania poziomu cytokin wykonano w Zaktadzie Immunologii, Katedra Histologii
1 Immunologii Akademii Medycznej w Gdansku (Kierownik Katedry: prof. dr hab.
med. Jolanta Mysliwska).

Testy immunoenzymatyczne ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) wyko-
nane byly oddzielenie dla kazdej z cytokin TNF-a , IL-6, IL-10, IL-12, VEGF w suro-
wicy krwi oraz IL-6 w moczu przy uzyciu komercyjnych zestawow firmy R&D Sys-
tems Minneapolis, USA wedtlug zalecen producenta. Przyktad zasady dziatania iloscio-

wego wykrywania badanych cytokin przedstawiono na przyktadzie TNF-a na ryc. 1.

Przeciwciato anty-TNF-o sprzezone z
enzymem - peroksydaza chrzanowg -~

"“--._ge" ubstrat
7 / * !letrametylobenzydyna (substrat)
%\ ##
. R

| * Peroksydaza chrzanowa przeksztatca jg

w barwny produkt

faczy sie z przeciwciatem na plytce . 'TNF-OL{,

TNF-a obecny w badanej probie

.\v

Przeciwciato anty-TNF ‘ |
znajduje sie na plytce b ]
dostarczonej
przez producenta
(R&D Svstems)

Ryc. 1. Zasada metody ELISA (zrodto: www.gbichina.com).
Fig. 1. Outline of the ELISA assai (fordetails please refer to: www.gbichina.com)
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Procedura dzialania test6w immunoenzymatycznych ELISA

Kazdy z zestawow zawierat 96-dotkowa ptytke optaszczona przeciwcialami mo-
noklonalnymi skierowanymi przeciwko badanej cytokinie. Przed nalozeniem badanych
probek, do kazdego z dotkow dodawano po 100 pl roztworu rozcienczajacego (Assai
Diluent RD1W). Nastepnie na ptytke¢ nanoszono po 200 pl na dotek standardy dostar-
czone przez producenta jak tez badane surowice dzieci z cukrzyca typu 1 oraz surowice
dzieci zdrowych. Kazda surowicg badano w dwoch powtorzeniach. Tak przygotowana
ptytke inkubowano przez 2 godziny na wytrzasarce (700 £ 100 rpm) w temperaturze
pokojowej. Nastepnie kazdy dolek ptukano trzykrotnie buforem (Wash Solution firmy
R&D). Po czym dodawano po 200 pl koniugatu przeciwcial skierowanych przeciwko
badanej cytokinie, ktory sprz¢zony byl z peroksydaza chrzanowa. Po 2 godzinnej inku-
bacji w temperaturze pokojowej, dotki ponownie przeptukiwano, a nast¢pnie do kazde-
go z nich dodawano po 200 ul substratu dla peroksydazy chrzanowej (TMB-
tetrametylo-benzydyna). Po 30-minutowej inkubacji z wytrzasaniem 1 bez dostepu $wia-
tta dodawano po 50 ul kwasu siarkowego (Stop Solution) i mierzono absorbancj¢ pro-
duktu barwnego reakcji enzymatycznej przy dlugosci fali 450 nm na czytniku (Bio-Tek
FL600, Bio-Tek Instruments, Inc. USA). Na podstawie absorbancji zmierzonej w dot-
kach standardowych tworzono krzywa standardowa 1 wedlug niej obliczano poziomy
badanych cytokin w surowicach krwi. Minimalne wykrywalne stezenie wynosza 0,12
pg/ml dla TNF-a i odpowiednio 0,03 pg/ml dla IL-6; 0,5 pg/ml dla IL-10; 1,0 pg/ml dla
IL-12, 5 pg/ml dla VEGF.

3.7. USTALENIE KRYTERIOW PODZIALU PACJENTOW NA GRUPY

Na podstawie wielkosci wydalania albumin w moczu dzieci z cukrzyca typu 1 za-
roOwno na poczatku badania (grupa 1), jak 1 po 4 latach obserwacji (grupa 2) podzielono

na 2 grupy:
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Grupa 1 Grupa 2
badana w 2003 badana w 2007
roku roku
Grupa 1A Grupa 1B Grupa 2A Grupa 2B
z bez z bez
mikroalbuminuria mikroalbuminurii mikroalbuminuria mikroalbuminurii

W dalszej czg$ci pracy dokonano podziatu dzieci z cukrzyca typu 1 z grupy 1 na 4
podgrupy w zalezno$ci od: rozwoju mikroalbuminurii (progresja), ustapienia mikroal-
buminurii (regresja) po 4 latach obserwacji oraz od obecnosci lub nieobecnosci mikro-

albuminurii zaré6wno na poczatku badania, jak i po 4 latach obserwacji

Grupa 1
badana w 2003
roku
Grupa 1.1 Grupa 1.2 Grupa 1.3 Grupa 14
z mikroalbuminurig z progresja mikroal- Z regresja bez mikroalbuminurii
zar6wno na poczatku buminurii mikroalbuminurii zaréwno na poczatku
badania, jak i po po 4 latach obserwacji po 4 latach obserwacji badania, jak i po
4 latach obserwacji 4 latach obserwacji
n=8 n=32 n=24 n=121

Na podstawie wyniku badania okulistycznego dzieci z cukrzyca typu 1 zardbwno na

poczatku badania (grupa 1), jak i po 4 latach obserwacji (grupa 2) podzielono na 2 gru-
py:
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Grupa 1 Grupa 2
badana w 2003 badana w
roku 2007 roku
Grupa 1C Grupa 1D Grupa 2C Grupa 2D
z retinopatia bez retinopatii Z retinopatia bez retinopatii
n=26 n=159 n=36 n=149

W celu okreslenia warto$ci prognostycznych badanych parametréw biochemicz-
nych i immunologicznych u dzieci z cukrzycy typu 1 zapowiadajacych w najblizszych
latach przebieg choroby bez rozwoju nefropatii i retinopatii cukrzycowej, poréwnano
grupe pacjentow, u ktorych zaréwno na poczatku badania, jak i po 4 latach obserwacji
nie udokumentowano mikroalbuminurii, nadci$nienia t¢tniczego 1 zmian w narzadzie

wzroku.

Grupa 1i 2 bez mikroalbuminurii i retinopatii cukrzycowej
zaréwno na poczatku badania
jak i po 4 latach obserwacji

Grupa 1E Grupa 2E
bez mikroalbuminurii i retinopatii bez mikroalbuminurii i retinopatii
na poczatku badania po 4 latach obserwacji
n=123 n=123

W celu okreslenia efektu terapeutycznego inhibitorow ACE stosowanych u dzieci
z cukrzyca typu 1 porownano parametry kliniczne, biochemiczne i immunologiczne,
zar6wno na poczatku badania jak i po 4 latach obserwacji, grupy pacjentow z udoku-
mentowana mikroalbuminuria na poczatku choroby 1 leczonych przez caty okres pro-
wadzonych badan inhibitorami ACE (grupa 1.5) z grupa chorych z progresja choroby w
kierunku mikroalbuminurii w trakcie 4-letniej obserwacji i nie leczonych inhibitorami

ACE (grupa 1.2).
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Grupa 1
badana w 2003 roku
n=185

Grupa 1.5 Grupa 1.2
z mikroalbuminuria i Z progresja
leczona inhibitorami mikroalbuminurii po 4
ACE-1 latach obserwacji
n=28 n=32

3.8. METODY STATYSTYCZNE

Kazda zmienna o charakterze ciaglym oceniano pod wzgledem zgodnosci jej roz-
ktadu z rozktadem normalnym (ocena histogramow, test Kolmogorowa-Smirnowa).
Zmienne o rozktadzie zgodnym z rozktadem normalnym analizowano metodami para-
metrycznymi. Do oceny réznic pomigdzy takimi zmiennymi stosowano test t-Studenta
oraz analizg wariancji (ANOVA) z testami post-hoc (zalozenia analizy wariancji wery-
fikowano standardowymi metodami). Do oceny zmienno$ci parametrOw w czasie sto-
sowano test t-Studenta dla danych sparowanych lub ANOVA — uktady z powtarzanymi
pomiarami. Korelacje jednoczynnikowe oceniano metoda Pearsona. Zastosowano réw-
niez analizg regresji wieloczynnikowej (dobér zmiennych metoda krokowa postgpujaca)
oraz regresj¢ logistyczna. Modele statystyczne dla analiz wieloczynnikowych dobierano
tak, aby wynikaty z przestanek merytorycznych oraz spetiaty odpowiednie zatozenia
(tj. odpowiednia do liczebno$ci badanej grupy liczbg zmiennych, normalny rozktad
zmiennych, brak wspotliniowos$ci, normalny rozktad reszt).

Zmienne, ktérych rozkiad odbiegal od rozktadu normalnego analizowano meto-
dami nieparametrycznymi. Dla poréwnania dwéch zmiennych o charakterze ciaglym
stosowano test U Manna—Whitneya. Korelacje oceniano metoda Spearmanna. Zwiazki
pomiedzy zmiennymi skategoryzowanymi oceniano przy pomocy testu .

W pracy przyjeto poziom istotnosci statystycznej p < 0,05. Obliczenia zostaly
przeprowadzone przy uzyciu programu komputerowego ,,Statistica 7.1” firmy Stat-Soft

licencjonowanego dla Akademii Medycznej w Gdansku.



4. WYNIKI

4.1. PARAMETRY KLINICZNE, BIOCHEMICZNE I IMMUNOLOGICZNE
U DZIECI Z CUKRZYCA TYPU 1 NA POCZATKU BADANIA I PO 4 LATACH

OBSERWACIJI

4.1.1. Charakterystyka kliniczna i biochemiczna dzieci z cukrzycg typu 1

na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2)

Analiza statystyczna wykazala, 1z dzieci z dlugotrwala cukrzyca typu 1 na po-

czatku badania (grupa 1) charakteryzowaly si¢ statystycznie znamiennym wyz-

szym poziomem CRP (p=0,001), istotnie nizszym dobowym wydalaniem albumin w

moczu (p=0,018) (grupa 1) niz po 4 latach obserwacji (grupa 2). Nie wykazano na-

tomiast znamiennie statystycznych réznic miedzy grupami w zakresie HbAlc, kreatyni-

ny, ci$nienia skurczowego 1 rozkurczowego, parametrow gospodarki lipidowej oraz

hormono6w tarczycy i TSH (tab. 1).

Tab. 1. Parametry kliniczne i biochemiczne u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania
(grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2).

Tab. 1. Clinical and biochemical parameters of the children with type 1 diabetes mellitus assessed at
the time of beginning of the study (group 1) and after 4 years of clinical observation (group 2).

Parametry Kkliniczni i biochemiczne Grupa 1/ Group 1 | Grupa 2/ Group 1
Clinical and biochemical parameters (n=185) (n=185) P
Wiek (lata) / Age (years) 12,5+£3,9 16,4 +£39 0,001
Pte¢ (K/M) / Sex (F/M) 95/90 95/90 -
Czas trwania choroby (lata)

4,5+3,1 8,4+32 <0,001
Duration of diabetes (years)
Wiek zachorowania (lata)

8,1£3,6 8,1+3,6 -
The age at diagnosis (vears)
BMI (kg/m?) 19,2+33 20,5+33 <0,001
C-peptyd / C-peptide (ng/ml) <0,5 <0,5 -
Glukoza w surowicy

151,7 £ 65,6* 139,1 + 38,7 0,013

Serum glucose (mg/dl)
HbAlc (%) 83+1,9 85+1,8 0,126
CRP (mg/l) 1,53 £ 0,92%* 1,24 + 0,84 0,001
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Parametry Kkliniczni i biochemiczne Grupa 1/ Group 1 | Grupa 2/ Group 1
p
Clinical and biochemical parameters (n=185) (n=185)
Kreatynina / Creatinine (mg/dl) 0,75+0,12 0,77+ 0,11 0,118
Albuminuria (mg/dobg) 19,8 (0,2-244,0)* 23,7 (0,9-274,0) 0,018
Cystatyna C / Cystatine C (mg/1) 0,65 +0,21 0,70 £ 0,20 0,127
Cholesterol catkowity
168,8 + 34,2 174,3 +£32,7 0,089
Total cholesterol (mmol/1)
Cholesterol LDL
87,2 £26,2 95,0 + 30,6 0,214
LDL-cholesterol (mmol/1)
Cholesterol HDL
6,1 £13,3 56,6 £13,1 0,098
HDL-cholesterol (mmol/l)
Trojgliceryd
JEHEEYEY 81,8+37,1 87,1 £43,0 0,028
Triglycerides (mmol/l)
Cisnienie skurczowe
113,0£ 12,0 115,0£12,0 0,051
Systolic blood pressure (mmHg)
Ci$nienie rozkurczowe
71,0 £9,0 73,0 £8,0 0,067
Diastolic blood pressure (mmHg)
TSH (pU/ml) 1,9+ 0,90 1,8+ 1,5 0,433
FT4 (pmol/l) 14,1 £2,53 13,9+24 0,369
FT3 (pmol/l) 48+ 14 4,4 +1,1 0,445

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1 i grupa 2 (p<0,05)

* statistical significance between group I and group 2 (p<0.05)

4.1.2. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B u dzieci

z cukrzycg typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji

(grupa 2)

Poréwnujac wartosci aktywnosci enzymu NAG 1 jego izoenzymow A i B w suro-

wicy krwi 1 w moczu w obu badanych grupach wykazano statystycznie znamiennie niz-

sze warto$ci aktywnos$ci badanego enzymu NAG i jego izoenzymoéw A i B zardbwno w

surowicy krwi jak 1 w moczu (p<0,001) w grupie dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku

badania (grupa 1) niz w tej samej grupie pacjentow, ale po 4 latach obserwacji (grupa 2)

(tab. 2).
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Tab. 2. Poziom aktywnos$ci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B u dzieci z cukrzyca typu 1
na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2).

Tab. 2. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in children with type 1 diabetes mellitus
assessed at the time of beginning of the study (group 1) and after 4 years of clinical observation

(group 2).

Parametry biochemiczne Grupa 1/ Group 1 | Grupa?2/ Group 2
P
Biochemical parameters (n=185) (n=185)
NAG w surowicy
30,5+ 13,4* 343+ 15,2 <0,001
Serum NAG (U/1)
NAG A w surowicy
23,8 £12,0* 26,2+ 13,8 <0,001

Serum NAG A (U/1)
NAG B w surowicy

6,7 £2,9% 8,2+427 <0,001
Serum NAG B (U/1)
NAG w moczu (U/g. kreat.)

17,8 £9,4% 225+124 <0,001
Urine NAG (U/g. cr.)
NAG A w moczu (U/g kreat.)

13,2 +£7,3% 17,1 £11,5 <0,001
Urine NAG A (U/g cr.)
NAG B w moczu (U/g kreat.)

42+ 2 1* 58+34 <0,001
Urine NAG B (U/g cr.)

* roznica istotna statystycznie pomig¢dzy grupa 1 1 grupa 2 (p<0,05)
* statistical significance between group 1 and group 2 (p<0,05)

4.1.3. Parametry immunologiczne u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku bada-
nia (grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2)

Dzieci na poczatku badania (grupa 1) wykazywaty statystycznie znamiennie niz-
szy poziom TNF-a (p<0,001), VEGF (p<0,001) oraz IL-10 (p<0,001) w surowicy krwi
w poréwnaniu do wartosci tych cytokin uzyskanych w tej samej grupie dzieci, ale po 4
latach obserwacji (grupa 2). Poziom IL-12 w surowicy krwi byl nizszy u pacjentow z
grupy 1 niz u dzieci z grupy 2, ale rdznica ta nie byla istotna statystycznie (p=0,091)

(tab. 3).
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Tab. 3. Parametry immunologiczne u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i
po 4 latach obserwacji (grupa 2).

Tab. 3. Immunologic parameters of the children with type 1 diabetes mellitus assessed at the
time of beginning of the study (group 1) and after 4 years of clinical observation (group 2).

Parametry immunologiczne Grupa 1/ Group 1 Grupa 2 / Group 2

Immunologic parameters (n=185) (n=185) P

TNF-0 w surowicy

1,5 (0,00-10,4)* 2,7 (0,00-17,3) <0,001
Serum TNF-o (pg/ml)

VEGF w surowicy

245,8 (13,5-1064,1)* | 362,6 (19,3-1003,2) <0,001
Serum VEGF (pg/ml)

IL-12 w surowicy

1,8 (0,00-18,8) 2,1(0,00-13,2 0,091
Serum IL-12 (pg/ml)

IL-10 w surowicy

1,6 (0,00-14,8) * 2,4 (0,00-19,2) <0,001
Serum IL-10 (pg/ml)

* roznica istotna statystycznie pomig¢dzy grupa 1 1 grupa 2 (p<0,05)
* statistical significance between group 1 and group 2 (p<0.05)

Podsumowujac, grupa dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania charakte-
ryzowala si¢ statystycznie znamiennym wyzszym poziomem CRP, istotnie nizszym
dobowym wydalaniem albumin w moczu, istotnie nizszymi wartosciami aktywnosci
enzymu NAG i jego izoenzymow A i B zarowno w surowicy krwi, jak i w moczu oraz
statystycznie znamiennym nizszym poziomem TNF-a, VEGF oraz IL-10 w surowicy

krwi w poréwnaniu do tej samej grupy pacjentow, ale po 4 latach obserwacji.

4.2. ANALIZA POROWNAWCZA PARAMETROW KLINICZNYCH,
BIOCHEMICZNYCH I IMMUNOLOGICZNYCH U DZIECI Z CUKRZYCA
TYPU 1 NA POCZATKU BADANIA ORAZ U DZIECI ZDROWYCH

4.2.1. Analiza porownawcza parametrow klinicznych i biochemicznych dzieci z
cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) z grupa dzieci zdrowych

Dzieci z przewleka cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) charakte-

ryzowaly si¢ statystycznie znamiennym wyzszym poziomem HbAlc (p=0,011),
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CRP (p<0,001), istotnie wyzszym dobowym poziomem wydalania albumin w mo-
czu (p<0,001), istotnie wyzszym cisnieniem skurczowym (p=0,002) i rozkurczowym
(p<0,001) w poréwnaniu do grupy dzieci zdrowych. Natomiast nie wykazano réznic
znamiennie statystycznych pomigdzy grupami w zakresie cholesterolu catkowitego jego
frakcji LDL- 1 HDL-cholesterolu, trojglicerycdow, poziomu kreatyniny, cystatyny C

oraz hormondw tarczycy i TSH (tab. 4).

Tab. 4. Parametry kliniczne i biochemiczne u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania
(grupa 1) oraz u dzieci zdrowych.

Tab. 4. Clinical and biochemical parameters of the children with type 1 diabetes mellitus at the
time of beginning of the study (group 1) and healthy children.

Grupa 1 Grupa kontrolna
Parametry kliniczne i biochemiczne

Group 1 Control group p
Clinical and biochemical parameters

(n=185) (n=86)
Wiek (lata) / Age (vears) 12,5+£3,9 13,4 +4,1 0,081
Pte¢ (K/M) / Sex (F/M) 95/90 52/34 0,161
Czas trwania choroby (lata)

4,5+3,1 - -
Duration of diabetes (vears)
Wiek zachorowania (lata)

8,1£3,6 - -
The age at diagnosis (years)
BMI (kg/m?) 19,2 +£3,3* 17,3+2,6 <0,001
C-peptyd/ C-peptide (ng/ml) <0,5 2,1+£04 -
Glukoza w surowicy

151,7 £ 65,6* 88,8+ 10,0 <0,001
Serum glucose (mg/dl)
HbAlc (%) 8,3+ 1,9* 4,2+ 0,34 0,011
CRP (mg/l) 1,53 £ 0,92* 0,5+0,4 <0,001
Kreatynina / Creatinine (mg/dl) 0,75+0,12 0,7+0,2 0,081
Albuminuria (mg/dobg) 19,8 (0,2-244,0)* 3,07 (0,2-12,5) <0.001
Cystatyna C / Cystatine C (mg/1) 0,7+0,2 0,6 +0,2 0,263
Cholesterol catkowity
168,8 +34,2 157,6 £21,1 0,087

Total cholesterol (mmol/l)
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Grupa 1 Grupa kontrolna
Parametry kliniczne i biochemiczne
Group 1 Control group p
Clinical and biochemical parameters
(n=185) (n=86)
Cholesterol LDL
87,2 +26,2 71,3+19,8 0,059
LDL-cholesterol (mmol/l)
Cholesterol HDL
61,1 +133 57,5+9,7 0,123
HDL-cholesterl (mmol/l)
Trojgliceryd
JETEEyEY 81,8+37,1 80,3+ 39,2 0,233
Triglycerides (mmol/l)
Ci$nienie skurczowe
113,0 + 12,0* 107,0 £ 8,0 0,002
Systolic blood pressure (mmHg)
Ci$nienie rozkurczowe
71,0 £9,0* 62,0+ 6,0 <0,001
Diastolic blood pressure (mmHg)
TSH (uU/ml) 1,9+ 0,90 1,5+1,5 0,433
FT4 (pmol/1) 14,1 +£2,53 14,7+2,5 0,357
FT3 (pmol/l) 48=+14 4,1+£1,3 0,458

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1 i grupa kontrolna (p<0,05)
* statistical significance between group 1 and healthy group (p<0.05)

4.2.2. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B u dzieci

z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) oraz u dzieci zdrowych

Aktywnos$¢ enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzymow A (p<0,001) 1 B

(p<0,001) w surowicy krwi oraz enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzyméw A

(p<0,001) i B (p<0,001) w moczu u dzieci z cukrzyca typu 1 (grupa 1) byla statystycz-

nie znamiennie wyzsza w porownaniu do grupy dzieci zdrowych (tab. 5).
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Tab. 5. Poziom aktywnos$ci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B u dzieci z cukrzyca typu 1
na poczatku badania (grupa 1) oraz u dzieci zdrowych.

Tab. 5. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in children with type 1 diabetes
mellitus at the time of beginning of the study (group 1) and healthy children.

Grupa 1 Grupa kontrolna
Parametry biochemiczne
Group 1 Control group p
Biochemical parameters
(n=185) (n=86)
NAG w surowicy
30,5+ 13,4%* 14,64 £4,33 <0,001
Serum NAG (U/1)
NAG A w surowicy
23,8 £12,0%* 11,00 = 4,08 <0,001
Serum NAG A (U/1)
NAG B w surowicy
6,7 +2,9% 3,51+ 1,47 <0,001
Serum NAG B (U/1)
NAG w moczu (U/g kreat.)
17,8 £9,4* 6,5+2,0 <0,001
Urine NAG (U/g cr.)
NAG A w moczu (U/g kreat.)
13,2+ 7,3* 4,1+1,5 <0,001
Urine NAG A (U/g cr.)
NAG B w moczu (U/g kreat.)
42+ 2 1* 2,3+£0,9 <0,001
Urine NAG B (U/g cr.)

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1 i grupa kontrolna (p<0,05)
* statistical significance between group 1 and healthy group (p<0.05)

4.2.3. Analiza porownawcza parametrow immunologicznych dzieci z cukrzyca
typu 1 na poczatku badania (grupa 1) z grupg dzieci zdrowych

Dzieci z cukrzyca typu 1 (grupa 1) w poréwnaniu z dzie¢mi zdrowymi wyka-
zywaly statystycznie znamiennie wyzsze wartosci poziomu TNF-o (p<0,001),
VEGF (p<0,001), IL-6 (p<0,001), IL-12 (p<0,001), IL-10 (p<0,001), VEGF
(p<0,001) w surowicy krwi oraz IL-6 (p<0,001) w moczu (tab. 6).
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Tab. 6. Parametry immunologiczne u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1)
oraz u dzieci zdrowych.

Tab. 6. Immunologic parameters of the children diagnosed with type 1 diabetes mellitus at the
time of beginning of the study (group 1) and healthy children.

Grupa 1 Grupa kontrolna
Parametry immunologiczne

Group 1 Control group p
Immunologic parameters

(n=185) (n=86)

TNF-a w surowicy

1,5 (0,00 — 10,4)* 0,00 (0,00 — 0,00) <0,001
Serum TNF-o (pg/ml)

VEGF w surowicy

245,8 (13,5-1064,1)* 60,0 (12,9-324,0) <0,001
Serum VEGF (pg/ml)

IL-6 w surowicy

1,41 (0,00 — 6,25)* 0,27 (0,00 — 1,2) <0,001
Serum IL-6 (pg/ml)

IL-6 w moczu (pg/g kreat.)

1,63 (0,00 — 7,36)* 0,22 (0,00 - 1,19) <0,001
Urine IL-6 (pg/g cr.)

IL-12 w surowicy

1,8 (0,00 — 18,8)* 0,2 (0,00 —2,5) <0,001
Serum IL-12 (pg/ml)

IL-10 w surowicy

1,6 (0,00 — 14,8)* 0,1 (0,00 -1,0) <0,001
Serum IL-10 (pg/ml)

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1 i grupa kontrolna (p<0,05)
* statistical significance between group 1 and healthy group (p<0.05)

Podsumowujac, u dzieci z cukrzycg typu 1 stwierdzono statystycznie zna-
mienny wyzszy poziom HbAlc, istotnie wyzsze ciSnienie skurczowe i rozkurczowe,
wyzsze wartosci dobowego wydalania albumin w moczu oraz istotnie wyzsza ak-
tywnos¢ enzymu NAG i jego izoenzymow A i B w surowicy krwi i w moczu, a takze
istotnie wyzszy poziom cytokin: TNF-a, VEGF, 1L-12, IL-10 w surowicy krwi oraz

IL-6 w surowicy krwi i w moczu w odniesieniu do grupy dzieci zdrowych.
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4.3. ANALIZA POROWNAWCZA PARAMETROW KLINICZNYCH,
BIOCHEMICZNYCH I IMMUNOLOGICZNYCH U DZIECI Z CUKRZYCA
TYPU 1 Z UWZGLEDNIENIEM POZIOMU HBA1C

4.3.1. Parametry kliniczne i biochemiczne u pacjentéw na poczatku badania
(grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2) z uwzglednieniem poziomu
HbAlc
Analiza statystyczna badanych parametréw klinicznych i biochemicznych prze-
prowadzona metoda anova w grupie 1 1 2 uwzgledniajaca poziom HbAlc wykazata, iz
wraz ze wzrostem czasu trwania choroby (p'=0,049, p?=0,035), wieku pacjenta
(p'=0,034, p?>=0,001), BMI (p'=0,001, p>=0,008) wzrastat poziom niewyrownania meta-
bolicznego choroby u dzieci chorych na cukrzycg typu 1. Ponadto stwierdzono staty-
stycznie znamienny wzrost poziomu CRP (p'=0,013, p?*<0,001), cystatyny C
(p'=0,043, p>=0,003), cholesterolu calkowitego (p'<0,001, p?<0,001), jego frakcji
LDL (p'<0,001, p>=0,001), poziomu trojglicerydow (p'<0,001, p*<0,001), wielkosci
ciSnienia skurczowego (p'=0,015, p?>=0,049) i rozkurczowego (p'=0,024, p>=0,006)
oraz poziomu wydalania albumin w moczu (p'=0,001, p*<0,001) wraz ze wzrostem
poziomu HbAlc. Natomiast nie wykazano istotnego zwiazku pomigdzy poziomem
HbAIc a plcia badanych pacjentow, wiekiem zachorowania na cukrzycg typu 1, pozio-

mem HDL cholesterolu oraz kreatyniny w surowicy krwi w grupie 11 2 (tab. 7).

Tab. 7. Parametry kliniczne i biochemiczne u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania i po
4 latach obserwacji z uwzglednieniem poziomu HbAlc.

Tab. 7. Clinical and biochemical parameters of the children with type 1 diabetes mellitus as-
sessed at the time of beginning of the study (group 1) and after 4 years of clinical observation
(group 2) with regard to HbAlc level.

Grupa / Group *HbAlc (<7,5) **HbAlc (7,5-9,9) ***HbAlc (>10) ( AN(I;V A)
Poziom / Value HbAlc
Grupa 1 / Group 1 6,73 £0,58 8,50 + 0,62 11,57 1,62 3
Grupa 2 / Group 2 6,88 = 0,40 8,36 + 0,65 11,61 + 1,34
Wiek (lata) / Age (vears)
Grupa 1 / Group 1 11,59 +4,02 12,77 + 3,66 13,63 + 3,64 0,034

Grupa 2 / Group 2 15,19 £3,82 18,23 £2,74 16,61 4,00 0,001
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Grupa / Group HbAlc (<7,5) HbAlc (7,5-9,9) HbAlc (>10) (ANOVA)
Pte¢ (K/M) / Sex (F/M)
Grupa 1 / Group 1 36/35 44/40 15/15 0,996
Grupa 2 / Group 2 26/36 51/37 18/17 0,154
Czas trwania choroby (lata) / Duration of diabetes (years)
Grupa 1 / Group 1 3,98 +2,64 4,6 +3,17 5,57+3,87 0,049
Grupa 2 / Group 2 7,60 +2,44 9,17+3,54 8,73 £3,36 0,035
Wiek zachorowania (lata) / The age at diagnosis (years)
Grupa 1 / Group 1 7,79 +£3,76 8,29+ 3,45 8,10 + 3,85 0,808
Grupa 2 / Group 2 7,74 £3,76 9,11 £3,43 7,92 £3,55 0,146
BMI (kg/m?)
Grupa 1 / Group 1 18,33 +2,87 19,20 £ 3,08 21,02 +4,13 0,001
Grupa 2 / Group 2 19,57 £2,96 21,71+£2.92 20,57 + 3,40 0,008
Glukoza w surowicy / Serum glucose (mg/dl)
Grupa 1/ Group 1 141,46 + 51,63 149,70 + 44,58 181,41 £118,34 0,018
Grupa 2 / Group 2 133,13 £ 31,25 153,29 £52,32 137,61 £ 36,03 0,057
CRP (mg/l)
Grupa 1 / Group 1 1,32+£0,77 1,54 £1,00 1,97 £ 1,60 0,013
Grupa 2 / Group 2 1,25+1,15 2,86 £ 1,59 2,10+ 1,67 0,000
Kreatynina / Creatinine (mg/dl)
Grupa 1 / Group 1 0,74£0,11 0,75+0,14 0,77 £0,12 0,519
Grupa 2 / Group 2 0,75+0,11 0,79+£0,11 0,78 £0,12 0,078
Albuminuria (mg/dobg)
Grupa 1 / Group 1 | 18,08 (0,2—-241,0) | 17,91 (0,7 —244,0) | 29,42 (1,7-120,0) 0,001
Grupa 2/ Group 2 | 12,43 (0,9-50,4) | 49,76 (2,9-274,0) | 21,24(1,3-91,0) <0,001
Cystatyna C / Cystatine C (mg/1)
Grupa 1 / Group 1 0,62 £ 0,20 0,64 £0,22 0,74 £0,22 0,043
Grupa 2 / Group 2 0,64 +0,17 0,71 +£0,20 0,78 £ 0,20 0,003
Cholesterol catkowity / Total cholesterol (mmol/l)
Grupa 1 / Group 1 155,37 +£28,54 173,85 £29,62 186,77 £ 45,58 <0,001
Grupa 2 / Group 2 162,46 + 23,96 194,14 + 36,14 174,65 + 33,03 <0,001
Cholesterol LDL / LDL-cholesterol (mmol/1)
Grupa 1 / Group 1 77,97 £ 21,29 90,99 + 27,66 98,67 £ 26,01 <0,001
Grupa 2 / Group 2 91,23 +27,19 113,36 + 31,79 90,57 + 30,17 0,001
Cholesterol HDL / HDL-cholester! (mmol/1)
Grupa 1/ Group 1 60,27 £12,42 62,77 £ 14,11 58,33 £12,58 0,184
Grupa 2 / Group 2 57,25+ 12,64 53,82+11,36 57,29 + 14,00 0,460
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Grupa / Group HbAlc (<7,5) HbAlc (7,5-9,9) HbAlc (>10) (ANOVA)
Trojglicerydy / Triglycerides (mmol/l)
Grupa 1 / Group 1 67,38 +27,91 83,15+ 35,57 112,09 £ 42,24 <0,001
Grupa 2 / Group 2 74,66 +3251 122,51 + 55,45 81,33 +35,94 <0,001
Cisnienie skurczowe / Systolic blood pressure (mmHg)
Grupa 1/ Group 1 110,0£11,0 114,0£11,0 117,0+ 15,0 0,015
Grupa 2 / Group 2 113,0£11,0 119,0+£10,0 114,0+ 14,0 0,049
Cisnienie rozkurczowe / Diastolic blood pressure (mmHg)
Grupa 1 / Group 1 69,0 +£9,0 72,0+ 8,0 75,0 £ 10,0 0,024
Grupa 2 / Group 2 71,0+ 7,0 76,0 + 8,0 73,0+ 7,0 0,006

* Grupa 1 / Group 1 (n=71), Grupa 2 / Group 2 (n=72)
** Grupa 1 / Group 1 (n=84), Grupa 2 / Group 2 (n=88)
*** Grupa 1 / Group 1 (n=30), Grupa 2 / Group 2 (n=35)

4.3.2. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B u pacjentow
na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2)
z uwzglednieniem poziomu HbAlc

Analiza statystyczna poziomu aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzyméw A i B
w surowicy krwi 1 w moczu przeprowadzona metoda anova w grupie 1 1 2 uwzglednia-
jaca poziom HbAlc wykazala statystycznie znamienny wzrost poziomu enzymu NAG
(p*<0,027) 1 jego izoenzymu A (p*=0,039) i B (p?>=0,043) w moczu wraz ze wzrostem
poziomu HbAlc tylko w grupie 2 . Natomiast poziom aktywnosci enzymu NAG i jego
izoenzymu A i B w surowicy krwi i w moczu w grupie 1 rowniez wzrastat wraz ze
wzrostem poziomu niewyrdwnania metabolicznego choroby , ale wzrost aktywnosci

badanego enzymu nie byt istotny statystycznie (tab. 8).
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Tab. 8. Poziom aktywnos$ci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B u dzieci z cukrzyca typu 1
na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2) z uwzglednieniem poziomu
HbAlc

Tab. 8. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in children with type 1 diabetes
mellitus assessed at the time of beginning of the study (group 1) and after 4 years of clinical
observation (group 2) with regard to HbAlIc level.

p

* *% _ weddk

Grupa / Group HbAlc (<7,5) HbAlc (7,5-9,9) HbAlc (>10) (ANOVA)

NAG w surowicy / Serum NAG (U/1)

Grupa 1 / Group 1 29,49 + 11,85 29,38 + 14,15 36,16 + 14,01 0,143

Grupa 2 / Group 2 30,6 12,74 37,27+ 14,79 35,67 + 16,52 0,650
NAG A w surowicy / Serum NAG A (U/1)

Grupa 1 / Group 1 22,45+ 12,4 23,17+ 12,57 29,11 + 13,47 0,316

Grupa 2 / Group 2 22,8+ 11,33 28,5 + 13,66 27,6 15,16 0,677
NAG B w surowicy / Serum NAG B (U/1)

Grupa 1 / Group 1 6,89 +3,1 6,2 £2,68 7,62 +£2,75 0,115

Grupa 2 / Group 2 7,84 £2,51 8,85+£2,42 8,1+2,82 0,648

NAG w moczu (U/g. kreat.) / Urine NAG (U/g.cr.)
Grupa 1 / Group 1 16,35 + 8,46 17,21+ 7,95 22,87+ 13,14 0,076
Grupa 2 / Group 2 17,17 + 9,97 30,22 + 12,19 23,02+ 12,27 0,027
NAG A w moczu (U/g. kreat.) / Urine NAG A (U/g.cr.)
Grupa 1 / Group 1 12,23 + 6,81 12,92 + 6,83 16,27 + 9,08 0,164
Grupa 2 / Group 2 12,65+ 7,9 24,41 + 16,6 17,2+ 9,55 0,039
NAG B w moczu (U/g. kreat.) / Urine NAG B (U/g.cr.)
Grupa 1 / Group 1 4,02+ 1,86 4,06 + 1,86 4,87 +3,16 0,105
Grupa 2 / Group 2 4,59 +£2,98 7,84 +£3,23 5,83 £3,38 0,043

* Grupa 1 / Group 1 (n=71), Grupa 2 / Group 2 (n=72)
** Grupa 1 / Group 1 (n=84), Grupa 2 / Group 2 (n=88)
*** Grupa 1 / Group 1 (n=30), Grupa 2 / Group 2 (n=35)

4.3.3. Parametry immunologiczne u pacjentow na poczatku badania (grupa 1)
i po 4 latach obserwacji (grupa 2) z uwzglednieniem poziomu HbAlc

Analiza statystyczna poziomu badanych cytokin przeprowadzona metoda anova w
grupie 1 1 2 uwzgledniajaca poziom HbAlc wykazata statystycznie znamienny wzrost
poziomu TNF-a (p'=0,005, p><0,027) i VEGF (p'=0,045, p><0,001) w surowicy krwi w

grupie 1 1 2 oraz IL-6 (p'=0,004) w moczu w grupie 1 wraz ze wzrostem poziomu
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HbA Ic. Natomiast poziom IL-6 w surowicy krwi wzrastal wraz z pogorszeniem stopnia

wyrownania metabolicznego, ale wzrost jego poziomu nie byl istotny statystycznie.

Ponadto analiza statystyczna wykazata istotny spadek poziomu IL-10 w grupie 2,

szczegolnie u pacjentdw z poziomem HbAlc powyzej 10% (tab. 9).

Tab. 9. Parametry immunologiczne u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i
po 4 latach obserwacji (grupa 2) z uwzglednieniem poziomu HbAlc.

Tab. 9. Immunologic parameters in children with type 1 diabetes mellitus assessed at the time of
beginning of the study (group 1) and after 4 years of clinical observation (group 2) with regard

to HbAlc level.
p
% *k o Fekx
Grupa / Group HbAlc (< 7,5) HbAlc (7,5-9,9) HbAlc (>10) (ANOVA)
TNF-a w surowicy / Serum TNF-« (pg/ml)
Grupa 1/ Group 1 1,16 (0,00 —-5,35) | 1,35(0,00—6,3) |2,75(0,00—10,4)[ 0,005
Grupa 2/ Group 2 | 1,35(0,00—7,61) | 4,22(0,00—13,6) |29,6 (0,0—17,34) | 0,027
VEGF w surowicy / Serum VEGF (pg/ml)
2393 328,12
Grupa 1/ Group 1 [218,7 (13,45—803,0) | (23,79—1064,1) | (23,7 —926,47) 0,045
Grupa 2/ Group 2 | 244,9 (55,34 — 857,3) 590,9 353,4 <0,001
(101,34 —983,53) | (19,34 —1003,24)
IL-6 w surowicy / Serum IL-6 (pg/ml)
Grupa 1/ Group 1 | 13(0,00-536) | 1,41(0,00-5,6) |1,68(0,00—625] 0,089
IL-6 w moczu / Urine IL-6 (pg/ml)
Grupa 1/ Group 1 | 1,45(0,10-5,77) | 1,52(0,00 —7,36) |2,39(0,00—5.88)| 0,004
IL-12 w surowicy / Serum IL-12 (pg/ml)
Grupa 1/ Group 1 1,72 (0,00 — 7,6) 1,8 (0,00 —18,8) | 2,13 (0,00 —7,3) 0,571
Grupa 2/ Group 2 | 2,47(0,00—12,6) | 1,44(0,00—883) |2,16(0,00—132)| 0,581
IL-10 w surowicy / Serum IL-10 (pg/ml)
Grupa 1/ Group 1 1,73 (0,00 — 13,4) [ 1,84 (0,00—14,8) | 0,87 (0,00 —7,3) 0,176
Grupa 2 / Group 2 3,5(0,00-192) | 2,28 (0,00—15,0) | 0,57 (0,00 —4,3) 0,001

* Grupa 1 / Group 1 (n=71), Grupa 2 / Group 2 (n=72)
** Grupa 1 / Group 1 (n=84), Grupa 2 / Group 2 (n=88)
*** Grupa 1 / Group 1 (n=30), Grupa 2 / Group 2 (n=35)
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4.4. ANALIZA KORELACJI HBA1C Z PARAMETRAMI KLINICZNYMI,
BIOCHEMICZNYMI 1 IMMUNOLOGICZNYMI U DZIECI Z CUKRZYCA
TYPU 1

4.4.1. Analiza korelacji HbAlc z parametrami klinicznymi i biochemicznymi

u dzieci z cukrzycg typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach
obserwacji (grupa 2)

W grupie dzieci z cukrzyca typu 1 zarowno na poczatku badania (grupa 1) jak i po
4 latach obserwacji (grupa 2) stwierdzono dodatnig statystycznie znamienna Korela-
cje pomiedzy poziomem HbAlc z wiekiem pacjenta (R=0,2, p'=0,008; R=0,32
p*<0,001), czasem trwania choroby (R=0,20, p'=0,006; R=0,22, p?>=0,002), poziomem
CRP (R=0,15, p'=0,043; R=0,043, p*<0,001), BMI (R=0,24, p'=0,001; R=0,26,
p*<0,001), poziomem cystatyny C (R=0,19, p'=0,001; R=0,33, p*<0,001), wielkoscia
wydalania albumin w moczu (R=0,18, p'=0,013; R=0,45, p><0,001) oraz wielkoS$cia
ciSnienia skurczowego (R=0,23, p'=0,001; R=0,24, p>=0,001) (tab. 10).

Tab. 10. Wyniki badan korelacyjnych HbAlc z parametrami klinicznymi i biochemicznymi w
grupie 1 i w grupie 2.

Tab. 10. The results of the correlation analysis between HbAIc and clinical and biochemical
parameters evaluated for the group 1 and the group 2.

Czas trwania Cystatyna C
HbAlc (%) Wiek (lata) choroby (lata) CRP Albuminuria Cvstatine C
Grupa / Group Age (years) Duration of (mg/1) (mg/24 h) ystatt "
diabetes (years) (mg/l)
R=0,2 R=0,2 R=0,15 R=0,18 R=0,19
Grupa 1
Group 1 p=10,008 p = 0,006 p=0,043 p=0,013 p=20,010
R=0,32 R=0,22 R=0,43 R=045 R=0,33
Grupa 2
Group 2 p <0,001 p = 0,002 p <0,001 p < 0,001 p < 0,001
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4.4.2. Analiza zaleznoSci pomi¢dzy poziomem HbAlc, wiekiem zachorowania na
cukrzyce typu 1 a wielko$cig wydalania albumin w moczu

W grupie dzieci z cukrzyca typu 1 oraz z poziomem HbAlc ponizej 10% nie wy-
kazano istotnych zalezno$ci pomigdzy poziomem wydalania albumin w moczu a wie-
kiem zachorowania na cukrzycg. Natomiast poziom HbAlc powyzej 10% istotnie
zwigkszal ryzyko rozwoju nefropatii cukrzycowej wraz z nizszym wiekiem zacho-

rowania na cukrzyce typu 1 (p=0,048) (ryc. 2).

p=0,048
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Ryc. 2. Zaleznos$¢ pomig¢dzy poziomem HbAlc, wiekiem zachorowania na cukrzyce typu 1 a
wielkoscia wydalania albumin w moczu

Fig. 2. Correlation between HbAIc level, the age at diagnosis with diabetes mellitus type 1 and
the rate of urine albumin secretion.

4.4.3. Analiza korelacji HbAlc z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B
w surowicy i w moczu u dzieci z cukrzycg typu 1 na poczatku badania
(grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2)

U dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) nie stwierdzono istot-

nych statystycznie znamiennych korelacji pomiedzy poziomem HbAlc a aktywnoscia
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enzymu NAG catkowitego i jego izoenzymdw zardwno w surowicy krwi jak 1 w moczu.
Natomiast po 4 latach obserwacji (grupa 2) wykazano istotne korelacje pomiedzy
HbAlc a aktywnoscig enzymu NAG (R=0,23; p>=0,002) i jego izoenzymu A
(R=0,22; p*>=0,003) w surowicy krwi oraz enzymu NAG (R=0,42; p*<0,001), jego
izoenzymu A (R=0,43; p><0,001) i B (R=0,39; p><0,001) w moczu (tab. 11).

Tab. 11. Wyniki badan korelacyjnych HbAlc z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B
W surowicy i w moczu w grupie 1 i w grupie 2.

Tab. 11. The results of the correlation analysis between HbAIc and serum and urine activity of
the NAG enzyme and its A and B isoforms evaluated for the group 1 and the group 2.

NAG NAG A
NAG NAG A NAGB
HbAlc (%) surowica surowica
mocz / urine mocz / urine | mocz / urine
Grupa / Group serum serum
(U/g kreat.) (U/g kreat.) (U/g kreat.)
wn wn
R=0,11 R=0,11 R=0,16 R=0,12 R=0,08
Grupa 1
Group 1 p=0,154 p=0,139 p = 0,096 p=0,105 p=0,287
R=0,23 R=0,22 R=0,42 R=0,43 R=0,39
Grupa 2
Group 2 p = 0,002 p =0,003 p <0,001 p <0,001 p <0,001

4.4.4. Analiza korelacji HbAlc z parametrami immunologicznymi u dzieci

z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji
(grupa 2)

U dzieci z cukrzyca typu 1 zar6wno na poczatku badania (grupa 1) jak i po 4
latach obserwacji (grupa 2) stwierdzono dodatnig statystycznie znamienng korelacje
pomiedzy poziomem HbAle a poziomem TNF-o (R=0,19, p'=0,009; R=0,37,
p*<0,001) oraz poziomem VEGF (R=-0,20, p'=0,007; R=0,48, p><0,001) w surowicy
krwi. (tab. 12).
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Tab. 12. Wyniki badan korelacyjnych HbAlc z parametrami immunologicznymi w grupie 1 1 w
grupie 2.

Tab. 12. The results of the correlation analysis between HbAlc and immunologic parameters
characterizing patients of the group 1 and the group 2 respectively.

HbAlc (%) TNF-a (pg/ml) VEGF (pg/ml) IL-12 (pg/ml)

Grupa / Group surowica / serum surowica / serum surowica / serum
R=0,19 R=0,20 R =-0,02

Grupa 1

Group 1 p = 0,009 p=10,007 p=10,789

Grupa 2 R=0,37 R=0,48 R=-0,19

Group 2 p < 0,001 p <0,001 p=10,008

4.5. CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA, BIOCHEMICZNA
I IMMUNOLOGICZNA PACJENTOW NA POCZATKU CHOROBY,
7Z. UWZGLEDNIENIEM ROZWOJU MIKROALBUMINURII

Na poczatku badania wykazano u 32 (17,3%) pacjentow mikroalbuminuri¢ sposrod 185
badanych dzieci z cukrzyca typu 1. W grupie pacjentoéw z mikroalbuminuria dodatkowo
stwierdzono u 15 dzieci z cukrzyca typu 1 retinopati¢ cukrzycowa, u 3 pacjentéw jednocze-
$nie retinopati¢ cukrzycowa 1 nadcisnienie t¢tnicze. W grupie pacjentow bez udokumentowa-
nej mikroalbuminurii (n=153) u 7 dzieci wykryto retinopati¢ cukrzycowa, a u 1 pacjenta obok

retinopatii cukrzycowej réwniez nadci$nienie tgtnicze (tab. 13).

Tab. 13. Wspotistniejace powiktania w grupie pacjentéw z udokumentowana mikroalbuminuria
i bez mikroalbuminurii na poczatku badania.

Tab. 13. The list of coexistent complications in diabetic patients presenting with documented
microalbuminuria and those without signs of microalbuminuria at the beginning of the study.

Pacjenci z mikroalbuminuria Pacjenci bez mikroalbuminurii
Patients with microalbuminuria Patients without microalbuminuria
Grupa 1A / Group 14 (n = 32) Grupa 1B/ Group 1B (n =153)
15 retinopatia cukrzycowa 7 retinopatia cukrzycowa
15 diabetic retinopathy 7 diabetic retinopathy
3 wspolistnienie retinopatii cukrzycowej z 17 wspdtistnienie retinopatii cukrzycowej z
nadci$nieniem tgtniczym nadci$nieniem tgtniczym
3 diabetic retinopathy and hypertension 17 diabetic retinopathy and hypertension
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4.5.1. Parametry kliniczne i biochemiczne na poczatku badania u pacjentow z
udokumentowang mikroalbuminurig (grupa 1A) oraz u pacjentéw bez
mikroalbuminurii (grupa 1B)

Na podstawie wielkos$ci wydalania albumin w moczu pacjentow z cukrzyca typu 1
na poczatku badania podzielono na 2 grupy. Grupg dzieci z cukrzyca typu 1, u ktorych
udokumentowano mikroalbuminuri¢ (grupa 1A) oraz grupg pacjentéw, u ktorych nie
stwierdzono zwigkszonego wydalania albumin w moczu (grupa 1B). Dane kliniczne i
biochemiczne poszczegdlnych grup przedstawiono w tabeli 14. Grupa pacjentéow z
mikroalbuminuria byla starsza (p<0,001), charakteryzowala si¢ statystycznie zna-
miennym dluzszym czasem trwania choroby (p<0,001), wyzszym BMI, istotnie
wyzszym poziomem HbAlc (p=0,04), CRP (p<0,001), cystatyny C (p<0,001), istot-
nie wyzszym dobowym poziomem wydalania albumin w moczu (p<0,001) oraz
istotnie wyzszym ci$nieniem skurczowym (p<0,001) i rozkurczowym (p=0,005). Nie
wykazano natomiast znamiennie statystycznych réznic migdzy grupami w zakresie pfci,
wieku zachorowania na cukrzycg, poziomu kreatyniny, troéjglicerydow oraz cholesterolu

catkowitego 1 jego frakcji LDL- 1 HDL-cholesterolu w surowicy krwi (tab. 14).

Tab. 14. Parametry kliniczne i biochemiczne na poczatku badania u pacjentéw z udoku-
mentowana mikroalbuminurig (grupa 1A) oraz u pacjentow bez mikroalbuminurii (grupa 1B).

Tab. 14. Clinical and biochemical parameters of the children diagnosed with type 1 diabetes
mellitus presenting with documented microalbuminuria (group 14) and those without signs of
microalbuminuria (group 1B) assessed at the time of beginning of the study.

Parametry kliniczne i biochemiczne Grupa 1A / Group 14 Grupa 1B/ GrouplB

Clinical and biochemical parameters (n=32) (n=153) P

Wiek (lata) / Age (years) 14,94 +2,8* 11,4+94 <0,001

Pte¢ (K/M) / Sex (F/M) 15/17 80/73 0,577

Czas twanla (':horoby (lata) 8,14 + 3,50% 3.76 + 2,44 <0,001

Duration of diabetes (years)

Wiek zachorf)wam? (lata) 6.91+326 831 +3.66 0.054

The age at diagnosis (years)

BMI (kg/m?) 20,89 £ 3,46* 18,82 £3,18 0,002

C-peptyd / C-peptide (ng/ml) <0.5 <0,5 -
luk i 1

Glukoza w surowicy (mg/dl) 160,26 + 45,17 149,89 + 69,1 0,113

Serum glucose

HbAlc (%) 8,86+ 1,79 821+1,85 0,040
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Parametry kliniczne i biochemiczne Grupa 1A / Group 14 Grupa 1B/ GrouplB
Clinical and biochemical parameters (n=32) (n=153) P
CRP (mg/l) 2,11 +1,02% 1,41 +1,03 <0,001
Kreatynina / Creatinine (mg/dl) 0,77 +£ 0,09 0,74+ 0,13 0,183
Albuminuria (mg/dobg) 67,41 (32,0 — 244,0)* 9,89 (0,2 —28,7) <0,001
Cystatyna C / Cystatine C (mg/1) 0,85+ 0,22* 0,61+0,19 <0,001
Cholesterol catkowity

178,59 £ 41,17 166,81 £ 32,29 0,205
Total cholesterol (mmol/l) ’ ’ ’ ’ ’
Cholesterol LDL

91,91 £29.45 86,26 £ 25,43 0,327
LDL-cholesterol (mmol/l) ’ ’ ’ ’ ’
Cholesterol HDL

60,78 £12,79 61,16 £ 13,41 0,918
HDL-cholesterl (mmol/1) ’ ’ ’ ’ ’
Troiali

rojglicerydy 89,81 £ 42,67 80,12 £ 35,79 0,220

Triglycerides (mmol/1)
Cisnienie skurczowe 121,0 + 12,0* 11,0£11,0 | <0,001
Systolic blood pressure (mmHg)
Cl'snlen'le rozkurczowe 76,0 +9,0% 71,0 +9,0% 0,005
Diastolic blood pressure (mmHg)

* roznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1A i grupa 1B (p<0,05)
* statistical significance between group 1A and group 1B (p<0.05)

4.5.2. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B na poczatku
badania u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria (grupa 1A)
oraz u pacjentow bez mikroalbuminurii (grupa 1B)

Aktywnos¢ enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzymow A (p<0,001) i B
(p=0,011) w surowicy krwi (p<0,001) oraz enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzy-
moéw A (p<0,001) i B (p<0,001) w moczu u dzieci z udokumentowana mikroalbu-
minurig byla statystycznie znamiennie wyzsza w poréwnaniu do pacjentow, ktorzy

nie rozwineli objawéw nefropatii cukrzycowej (tab. 15).
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Tab. 15. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymoéw A i B na poczatku badania u
pacjentow z udokumentowang mikroalbuminuria (grupa 1A) oraz u pacjentdw bez mikroalbu-

minurii (grupa 1B).

Tab. 15. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in children diagnosed with type 1
diabetes mellitus presenting with documented microalbuminuria (group 14) and those without
signs of microalbuminuria (group 1B) assessed at the time of beginning of the study.

Parametry biochemiczne

Grupa 1A / Group 14

Grupa 1B/ Group 1B

P
Biochemical parameters (n=32) (n=153)
NAG w surowicy
40,79 £ 13,57* 28,32 £ 12,41 <0,001

Serum NAG (U/1)
NAG A w surowicy

33,02 £ 12,4% 21,89+ 11,06 <0,001
Serum NAG A (U/1)
NAG B w surowicy

7,84 £2,6% 6,45+29 0,011

Serum NAG B (U/1)
NAG w moczu (U/g kreat.)

28,38 + 9,4%* 15,59 + 8,07 <0,001
Urine NAG (U/g cr.)
NAG A w moczu (U/g kreat.)

22,45+ 6,91% 11,26 £5,78 <0,001
Urine NAG A(U/g cr.)
NAG B w moczu (U/g kreat.)

5,99 + 2.48* 3,8+ 1,85 <0,001
Urine NAG B (U/g cr.)

* roznica istotna statystycznie pomiedzy grupa 1A i grupa 1B (p<0,05)
* statistical significance between group 1A and group 1B (p<0.05)

4.5.3.

Parametry immunologiczne na poczatku badania u pacjentow z udoku-

mentowang mikroalbuminuria (grupa 1A) oraz u pacjentow bez mikroal-

buminurii (grupa 1B)

W grupie pacjentow (grupa 1A), u ktéorych udokumentowano mikroalbumi-

nuri¢ stwierdzono znamiennie statystycznie wyzsze Srednie wartosci poziomu

TNF-a (p<0,001), IL-6 (p=0,011), VEGF (p<0,001) w surowicy krwi i IL-6

(p=0,009) w moczu oraz istotnie nizsze wartosci poziomu IL-12 (p<0,001) i IL-10

(p<0,001) w surowicy krwi niz w grupie dzieci, u ktéorych nie rozwingla si¢ mikro-

albuminuria (grupa 1B) (tab. 16).
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Tab. 16. Parametry immunologiczne na poczatku badania u pacjentéw z udokumentowang mi-
kroalbuminuria (grupa 1A) oraz u pacjentow bez mikroalbuminurii (grupa 1B).

Tab. 16. Immunologic parameters of the children diagnosed with type 1 diabetes mellitus
presenting with documented microalbuminuria (group 14) and those without signs of micro-
albuminuria (group 1B) assessed at the time of beginning of the study.

. . Grupa 1A Grupa 1B
Parametry immunologiczne
Immunologic parameters Group 14 Group 1B P
(n=32) (n=153)
TNF-a w surowicy 3,55 (0,00 — 10,4)* 1,07(0,00-7.1) | <0,001

Serum TNF-o (pg/ml)

VEGF w surowicy
Serum VEGF (pg/ml)

IL-6 w surowicy

466,2 (217,3 —926,5)* 199,7 (13,5 -1064,1) | <0,001

_ * _
Sorum 116 (pg/al) 2,79 (0,02 — 6,25) 0,61 (0,00 - 1,8) 0,011
IL-6 w moczu (pg/g kreat.) 3 % 3
Urine IL.6 (ol o1 3,29 (0,00 — 5,88) 0,78 (0,00 — 2,36) 0,009
IL-12 w surowicy "
Sorum 112 (p/enl) 0,67 (0,00 —3.7) 2,07 (0,00 - 18,8) | <0,001
IL-10 w surowicy 0,84 (0,00 — 4,4) * 1,81 (0,00 — 14,8) <0,001

Serum IL-10 (pg/ml)

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1A i grupa 1B (p<0,05)
* statistical significance between group 1A and group 1B (p<0.05)

4.6. ANALIZA POROWNAWCZA PARAMETROW KLINICZNYCH,
BIOCHEMICZNYCH I IMMUNOLOGICZNYCH PACJENTOW Z
MIKROALBUMINURIA I BEZ MIKROALBUMINURII Z GRUPA DZIECI
ZDROWYCH

4.6.1. Parametry kliniczne i biochemiczne na poczatku badania u pacjentow z
udokumentowang mikroalbuminurig (grupa 1A) i bez mikroalbuminurii
(grupa 1B) oraz u dzieci zdrowych

Dzieci z przewleka cukrzyca typu 1 i z mikroalbuminuria (grupa 1A) oraz bez
udokumentowanej mikroalbuminurii (grupa 1B) charakteryzowaly si¢ odpowiednio
statystycznie znamiennym wyzszym poziomem HbAlc (p'<0.001; p*=0,002), CRP
(p'<0,001; p*<0,001), istotnie wyzszym dobowym poziomem wydalania albumin w
moczu (p'<0,001; p?>=0,005), istotnie wyzszym cisnieniem skurczowym (p'=0,001;

p*=0,016) i rozkurczowym (p'<0,001; p?><0,001) oraz istotnie wyzszym BMI (p'<0,001;
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p*<0,001) w poréwnaniu do grupy dzieci zdrowych. Nie wykazano natomiast réznic
znamiennie statystycznych migdzy grupa 1A i grupa kontrolna oraz grupa 1B i grupa
dzieci zdrowych w zakresie poziomu kreatyniny w surowicy krwi. Poziom cystatyny C
(p'<0,001), cholesterolu calkowitego (p'=0,012), jego frakcji LDL-cholesterolu
(p'=0,041), byl istotnie wyzszy w grupie dzieci z mikroalbuminuria w poréwnaniu
do dzieci zdrowych, ale nie roznil si¢ istotnie porownujac grupe dzieci bez obja-

wow nefropatii cukrzycowej z grupa kontrolna (p*=0,539) (tab 17).

Tab. 17. Parametry kliniczne i biochemiczne na poczatku badania u pacjentow z udokumento-
wana mikroalbuminuria (grupa 1A) i bez mikroalbuminurii (grupa 1B) oraz u dzieci zdrowych.

Tab. 17. Clinical and biochemical parameters of the patients diagnosed with type 1 diabetes mellitus

presenting with documented microalbuminuria (Group 14), those without signs of
microalbuminuria (Group 1B) and healthy children assessed at the time of beginning of the study.
.Pa.rametry kliniczne Grupa 1A Grupa 1B Grupa
i biochemiczne kontrolna
., . . Group 14 Group 1B P
Clinical and biochemical _ _ Control group
(n=32) (n=153) >
parameters (n=86)
; 0,079!
Wick (lata) / Age (vears) 14,94+ 2.8 11,4 +9,4% 13,4+4,1 0133
. 0,185!
Ple¢ (K/M) / Sex (F/M) 15/17 80/73 52/34 02222
1
BMI (kg/m?) 20,89 + 3,46%1 18,82 + 3,18%2 17326 | ~0:001
<0,001>
C-peptyd / C-peptide (ng/ml) <0,5 <0,5 2,1+£04 -
Glukoza w surowicy 1 . <0,001"
Serum glucose (mg/dl) 160,26 + 45,17 149,89 + 69,1 88,8+ 10,0 20,0012
<0,001!
HbAlc (%) 8,86 + 1,79*! 8,21 + 1,85%2 4,2+0,34 0.0022
1 %2 <0,001*
CRP (mg/l) 2,11+ 1,02 1,41 1,03 0,5+0,4 20,0012
Kreatynina / Creatinine . ) 0,075
(mg/dl) 0,77+ 0,09 0,74+ 0,13 0,7+0,2 0.598
L 67,41 9,89 3,07 <0,001*
Albuminuria (mg/dobe) (32,0 — 244,0)* (0,2 — 28,7) *2 0,2-12,5 | 0,005
Cystatyna C / Cystatine C 1 ) <0,001!
(mg/l) 0,85+ 0,22 0,61 +0,19 0,6 £0,2 0,539
Cholesterol catkowity 1 0,012
Total cholesterol (mmol/1) 178,59 £ 41,17 166,81 + 32,29 1576211 0,126
Cholesterol LDL 1 0,041
LDL-cholesterol (mmol/l) 91,91£29.45 86,26 25,43 TL3E198 1 0516
Cholesterol HDL 0,173
HDL-cholesterl (mmol/l) 60.78+12,79 | 61161341 STIEST | ooy
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.Pa.rametry kliniczne Grupa 1A Grupa 1B Grupa
i biochemiczne kontrolna
., . . Group 14 Group 1B P
Clinical and biochemical _ _ Control group
(n=32) (n=153) _
parameters (n=86)
Trojglicerydy 0,143
Triglycerides (mmol/l) 89,81 42,67 80,12 + 35,79 80,3 + 39,2 0.243
Cisnienie skurczowe <0.001!
Systolic blood pressure 121,0 £ 12,0*! 111,0+ 11,0%*2 107,0 £ 8,0 0 6162
(mmHg) ’
Ci$nienie rozkurczowe <0001
Diastolic blood pressure 76,0 £+ 9,0%*! 71,0 £9,0%2 62,0 £6,0 <0’0012
(mmHg) ’

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1 A i grupa kontrola (p<0,05)
*2 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1B i grupa kontrola (p<0,05)
*1 statistical significance between group 14 and control group (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1B and control group (p<0.05)

4.6.2.

Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B na poczatku

badania u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria (grupa 1A) i
bez mikroalbuminurii (grupa 1B) oraz u dzieci zdrowych

Aktywno$¢ enzymu NAG (p'<0,001; p*<0,001) i jego izoenzymow A (p'<0,001;
p*<0,001) i B (p'<0,001; p><0,001) w surowicy (p'<0,001; p><0,001) oraz enzymu NAG
(p'<0,001; p?<0,001) i jego izoenzymow A (p'<0,001, p><0,001) i B (p'<0,001, p><0,001) w
moczu u dzieci z udokumentowang mikroalbuminurig i bez objawu mikroalbuminurii

byla statystycznie znamiennie wyzsza w porownaniu do grupy dzieci zdrowych (tab. 18).

Tab. 18. Poziom aktywno$ci enzymu NAG i jego izoenzyméw A i B na poczatku badania u
pacjentow z udokumentowana mikroalbuminurig (grupa 1A) i bez mikroalbuminurii (grupa 1B)
oraz u dzieci zdrowych.

Tab. 18. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in patients diagnosed with type 1
diabetes mellitus presenting with documented microalbuminuria (group 14), those without signs of
microalbuminuria (group 1B) and healthy children assessed at the time of beginning of the studly.

Grupa 1A Grupa 1B Grupa kontrolna
Parametry biochemiczne
Group 14 Group 1B Control group p
Biochemical parameters
(n=32) (n=153) (n=86)
NAG w surowicy <0,001!
40,79 £ 13,57*" | 28,32+ 12,41*2 14,64 + 4,33
Serum NAG (U/1) <0,0012
NAG A w surowicy <0,001!
33,02 +12,4*" | 21,89+ 11,06*2 11,00 + 4,08
Serum NAG A (U/1) <0,001>
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Grupa 1A Grupa 1B Grupa kontrolna
Parametry biochemiczne
Group 14 Group 1B Control group p
Biochemical parameters
(n=32) (n=153) (n=86)
NAG B w surowicy <0,001"
7,84 £ 2,6% 6,45 +2,9%2 3,51+ 1,47
Serum NAG B (U/1) <0,0012
NAG w moczu (U/g kreat.) <0,001!
28,38 £ 9,4*! 15,59 + 8,07*2 6,5+2,0
Urine NAG (U/g cr.) <0,0012
NAG A w moczu (U/g kreat.) <0,001!
22,45+ 6,91* 11,26 + 5,78%2 4,1+1,5
Urine NAG A (U/g cr.) <0,0012
NAG B w moczu (U/g kreat.) <0,001!
5,99 +2,48*! 3,8+ 1,85%2 2,3+0,9
Urine NAG B (U/g cr.) <0,0012

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1 A i grupa kontrola (p<0,05)
*2 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1B i grupa kontrolg (p<0,05)
*1 statistical significance between group 14 and control group (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1B and control group (p<0.05)

4.6.3. Parametry immunologiczne na poczatku badania u pacjentow z udoku-
mentowang mikroalbuminuria (grupa 1A) i bez mikroalbuminurii (grupa
1B) oraz u dzieci zdrowych

W dalszym etapie badan dokonano takze oceny porownawczej badanych cytokin w
grupie dzieci z mikroalbuminuria (grupa A) i bez udokumentowanej mikroalbuminurii (grupa
B) z grupa dzieci zdrowych. Dzieci z grupy 1A oraz z grupy 1B w poréwnaniu z dzie¢mi
zdrowymi odpowiednio wykazywali statystycznie znamiennie wyzsze wartoSci poziomu
TNF-a (p'<0,001; p?<0,001) oraz VEGF (p'<0,001; p*<0,001) w surowicy krwi. Poziom
IL-6 w surowicy krwi (p'<0,001) i w moczu (p'<0,001) byt statystycznie znamiennie wyzszy
w grupie pacjentéw z mikroalbuminuria w porownaniu do grupy dzieci zdrowych. Natomiast
nie wykazano istotnych roznic w zakresie IL-6 w surowicy krwi i w moczu poréwnujac
grupe dzieci bez objawéw nefropatii cukrzycowej z grupa kontrolna Poziom IL-12 i IL-
10 w surowicy krwi byt wyzszy u pacjentéw z grupy 1A niz u dzieci zdrowych, ale roznice te
nie byly istotne statystycznie. Natomiast poziom IL-12 (p*<0,001) oraz IL-10 (p*><0,001) w
surowicy krwi w grupie dzieci bez udokumentowanej mikroalbuminurii byt statystycznie
znamiennie wyzszy niz w grupie dzieci zdrowych (tab. 19).
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Tab. 19. Parametry immunologiczne na poczatku badania u pacjentéw z udokumentowana mikroal-
buminurig (grupa 1A) oraz u pacjentow bez mikroalbuminurii (grupa 1B) oraz u dzieci zdrowych.

Tab. 19. Immunologic parameters of the patients diagnosed with type 1 diabetes mellitus presenting
with documented microalbuminuria (group 1A4), those without signs of microalbuminuria (group
1B) and healthy children assessed at the time of beginning of the study.

. . Grupa 1A Grupa 1B Grupa kontrolna
Parametry immunologiczne

. Group 14 Group 1B Control group p
Immunologic parameters (n=32) (n=153) (n=86)
TNF-o w surowicy B 1 e B <0,001"
Serum TNF-a (pg/ml) 3,55 (0,00 - 10,4) 1,07 (0,00 - 7,1) 0,00 (0,00 — 0,00) <0,0012
VEGF w surowicy 466,2 199,7 60,0 <0,001*
Serum VEGF (pg/ml) (217,3 —926,5)*! (13,5-1064,1)*2 (12,9-324,0) |<0,001>
IL-6 w surowicy B 1 B B <0,001"
Serum IL-6 (pg/ml) 2,79 (0,02 - 6,25) 0,61 (0,00-1,8) | 0,27 (0,00 —1,2) 0.087
IL-6 w moczu (pg/g kreat.) B 1 B . <0,001'
Urine IL-6 (pg/g cr.) 3,29 (0,00 — 5,88) 0,78 (0,00 —2,36) | 0,22 (0,00-1,19) 0.0912
IL-12 w surowicy 2 . 3 0,296'
Serum IL-12 (pg/ml) 0,67 (0,00 -3,7)" | 2,07 (0,00 — 18,8) 0,2 (0,00 -2,5) <0,0012
IL-10 w surowicy B ) w2 3 0,068"
Serum IL-10 (pg/ml) 0,84 (0,00 -4,4)" | 1,81 (0,00 — 14,8) 0,1 (0,00 -1,0) <0,0012

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1A i grupa kontrola (p<0,05)
*2 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1B i grupa kontrolg (p<0,05)
*1 statistical significance between group 14 and control group (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1B and control group (p<0.05)

4.7. CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA, BIOCHEMICZNA 1 IMMUNOLOGICZNA
PACJENTOW Z CUKRZYCA TYPU 1 PO 4 LATACH OBSERWACIJI Z
UWZGLEDNIENIEM ROZWOJU MIKROALBUMINURII

Po 4 latach obserwacji wykazano u 40 (21%) sposréd 185 badanych pacjentéw
mikroalbuminuri¢. Dodatkowo stwierdzono w grupie dzieci z udokumentowana mikro-
albuminurig u 10 pacjentdw réwniez retinopati¢ cukrzycowa, a u 4 pacjentoéw jednocze-
$nie zmiany w narzadzie wzroku i nadcis$nienie t¢tnicze. Natomiast u 18 pacjentow bez
udokumentowanej mikroalbuminurii stwierdzono retinopati¢ cukrzycowa, a u 4- retino-

pati¢ i nadci$nienie te¢tnicze (tab. 20).
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Tab. 20. Wspotistniejace powiktania w grupie pacjentéw z udokumentowana mikroalbuminuria
1 bez zmikroalbuminurii po 4 latach obserwacji.

Tab. 20. The list of coexistent complications in diabetic patients presenting with documented
microalbuminuria and those without signs of microalbuminuria assessed after 4 years of
clinical observation.

Pacjenci z mikroalbuminuria Pacjenci bez mikroalbuminurii

Patients with microalbuminuria Patients without microalbuminuria

Grupa 2A / Group 2A (n = 40) Grupa 2B / Group 2B (n = 145)

10 retinopatia cukrzycowa 18 retinopatia cukrzycowa

10 diabetic retinopathy 18 diabetic retinopathy

4 wspolistnienie retinopatii cukrzycowej z | 4 wspoilistnienie retinopatiai cukrzycowej z
nadci$nieniem tgtniczym nadci$nieniem tgtniczym

4 diabetic retinopathy and hypertension 4 diabetic retinopathy and hypertension

4.7.1. Parametry kliniczne i biochemiczne po 4 latach obserwacji u pacjentow z
udokumentowana mikroalbuminuria (grupa 2A) i bez mikroalbuminurii
(grupa 2B)

Dzieci z przewleka cukrzyca typu 1 i z mikroalbuminuria (grupa 2A) byly
starsze (p=0,016), charakteryzowaly si¢ statystycznie znamiennym dluzszym cza-
sem trwania choroby (p=0,016), istotnie wyzszym poziomem HbAlc (p<0,001),
CRP (p<0,001), cystatyny C w surowicy krwi, istotnie wyzszym dobowym pozio-
mem wydalania albumun w moczu (p<0,001), istotnie wyZszym ci$nieniem skur-
czowym (p=0,007) oraz istotnie wyzszym BMI (p=0,021) w porownaniu do pacjen-
tow bez udokumentowanej mikroalbuminurii (grupa 2B). Nie wykazano natomiast
réznic znamiennie statystycznych migdzy badanymi grupami w zakresie pici pacjenta,
poziomu kreatyniny, glukozy, trojglicerydow, cholesterolu catkowitego oraz jego frak-

cji HDL-cholesterolu i LDL-cholesterolu w surowicy krwi (tab. 22).
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Tab. 21. Parametry kliniczne i biochemiczne po 4 latach obserwacji u pacjentéw z udokumen-
towana mikroalbuminurig (grupa 2A) oraz u pacjentdow bez mikroalbuminurii (grupa 2B).

Tab. 21. Clinical and biochemical parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus
presenting with documented microalbuminuria (group 2A4) and those without signs of
microalbuminuria (group 2B) assessed after 4 years of clinical observation.

Parametry kliniczne i biochemiczne Grupa 2A Grupa 2B
Clinical and biochemical parameters Group 24 Group 2B P
(n=40) (n=145)

Wiek (lata) / Age (years) 17,78 £ 3,25% 16,08 = 3,95 0,016

Pte¢ (K/M) / Sex (F/M) 24/16 74/71 0,216

Czas trwania choroby (lata) %

Duration of diabetes (vears) 9,43£2,70 8,16+ 3,24 0,002

Wiek zachorowania (lata) 8,50 + 3,43 7,97 £ 3,67 0,416

The age at diagnosis (years)

BMI (kg/m?) 21,5+2,98* 20,16 + 3,26 0,021

C-peptyd / C-peptide (ng/ml) <0,5 <0,5 —

Glukoza w surowicy 148,65 + 50,19 136,43 +34,57 | 0265

Serum glucose (mg/dl)

HbAlc (%) 9,36 + 1,87* 8,24+ 1,73 <0,001

CRP (mg/l) 3,37 £1,57* 1,58 +1,39 <0,001

Kreatynina / Creatinine (mg/dl) 0,79 +0,11 0,77 +£0,12 0,312
L 62,94 12,85

Albuminuria (mg/dobg) (31,2 — 274 0)* (0,9-29.7) <0,001

Cystatyna C / Cystatine C (mg/1) 0,86 £ 0,10* 0,65 £ 0,19 <0,001

Cholesterol catkowity

Total cholesterol (mmol/l) 180,23 + 35,12 172,63 £31,95 0,194

Cholesterol LDL

LDL-cholesterol (mmol/l) 97,61 £31,92 94,35 £ 30,35 0,518

Cholesterol HDL

HDL-cholester] (mmol) 56,24 + 12,34 56,72 + 13,33 0,859

Trojglicerydy

Triglycerides (mmol/l) 92,81 £43,02 85,63 + 43,06 0,266

Cisnienie skurczowe %

Systoli blood pressure (mmHg) 119,080 114,0+13,0 0,007

Cisnienie rozkurczowe 75,0 + 8,0% 72,0 +7,0% 0.117

Diastolic blood pressure (mmHg)

* roznica istotna statystycznie pomiedzy grupa 2A i grupa 2B (p<0,05)

* statistical significance between group 24 and group 2B (p<0.05)
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4.7.2. Poziom aktywnos$ci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B po 4 latach ob-
serwacji u pacjentow z udokumentowang mikroalbuminuria (grupa 2A) i
bez mikroalbuminurii (grupa 2B)

Aktywnos$¢ enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzymow A (p<0,001) 1 B
(p=0,008) w surowicy oraz enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzyméw A (p<0,001) 1 B
(p=0,014) w moczu u dzieci z udokumentowana mikroalbuminuria (grupa 2A) byla
statystycznie znamiennie wyzsza w poroOwnaniu do grupy pacjentdw bez objawu mikro-

albuminurii (grupa 2B) (tab. 22).

Tab. 22. Poziom aktywno$ci enzymu NAG i jego izoenzymoéw A i B po 4 latach obserwacji u
pacjentéw z udokumentowana mikroalbuminurig (grupa 2A) oraz u pacjentow bez mikroalbu-
minurii (grupa 2B).

Tab. 22. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in patients with type 1 diabetes
mellitus presenting with documented microalbuminuria (group 2A4) and those without signs of
microalbuminuria (group 2B) assessed after 4 years of clinical observation.

Parametry biochemiczne (G;;EE; ;j (G;:lol;[:; ;g p
Biochemical parameters (n=40) (n=145)
?ﬁfmvjvzuéog}% 45,09 + 15,79% 31,26 + 13,59 <0,001
?gfmANZ g‘j"(WUI/CDY 35,92 + 15,17* 23,44 +12,16 <0,001
I;e‘jmeNZ (S;“ngo(WUifg 9,08 +2,18* 7,9 42,73 0,008
gﬁi‘xfgcﬁg@i _g)kreat') 34,36 + 8,8* 19,13 + 11,12 <0,001
522‘?%“}5%‘};% i kreat.) 25,67 +7,98* 14,67+ 11,2 <0,001
ggi?vjc;mgc(z;/g(g %3 kreat.) 843 £ 2,46 5,06 +3,26 0,014

* roznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 2A i grupa 2B (p<0,05)

* statistical significance between group 24 and group 2B (p<0.05)
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4.7.3. Parametry immunologiczne po 4 latach obserwacji u pacjentow

z udokumentowana mikroalbuminuria (grupa 2A) i bez mikroalbuminurii
(grupa 2B)

Dzieci z objawami mikroalbuminurii (grupa 2A) w poréwnaniu z dzieémi bez
udokumentowanej mikroalbuminurii (grupa 2B) wykazywaly statystycznie znamiennie
wyzsze wartosci poziomu TNF-o (p<0,001) i VEGF (p<0,001) w surowicy krwi oraz
istotnie nizsze warto$ci IL-12 (p<0,001) i IL-10 (p<0,001) w surowicy krwi (tab. 23).

Tab. 23. Parametry immunologiczne po 4 latach obserwacji u pacjentow z udokumentowana
mikroalbuminuria (grupa 2A) oraz u pacjentéw bez mikroalbuminurii (grupa 2B).

Tab. 23. Immunologic parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus presenting with
documented microalbuminuria (group 2A) and those without signs of microalbuminuria (group
2B) assessed after 4 years of clinical observation.

i i Grupa 2A Grupa 2B
Parametry immunologiczne
Immunologic parameters Group 24 Group 2B P
(n=40) (n=145)

TNF-a w surowicy

_ * _
Sertm, TN (o) 5,52 (2.2 - 13.6) 1,87 (0,00~ 1734) | <0,001
VEGF w surowicy %
Serum VEOE () 579.9 (97,7—984,2)% | 302,2 (19,3 —1003,2) | <0,001
IL-12 w surowicy %
Semm T oo 0,87 (0,00 — 6,78) 247(0,00-132) | <0,001
IL-10'w surowicy 0,65 (0,00 —5,3) * 2.84(0,00-192) | <0,001

Serum IL-10 (pg/ml)

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 2A i grupa 2B (p<0,05)
* statistical significance between group 24 and group 2B (p<0.05)

4.8. OCENA POROWNAWCZA PARAMETROW KLINICZNYCH,
BIOCHEMICZNYCH I IMMUNOLOGICZNYCH PACJENTOW Z UTRWALONA
MIKROALBUMINURIA, Z PROGRESJA ORAZ Z REGRESJA
MIKROALBUMINURII

Dokonujac oceny poréwnawczej grupy dzieci chorych na cukrzycg typu 1 z udo-
kumentowana mikroalbuminuria zaréwno na poczatku badania jak i po 4 latach obser-

wacji (grupa 1.1) z grupa dzieci, u ktorych po 4 latach rozwingta si¢ mikroalbuminuria
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(grupa 1.2) oraz z grupa dzieci, u ktorych po 4 latach obserwacji pod wpltywem leczenia
farmakologicznego mikroalbuminuria ustapila (grupa 1.3) nie wykazano statystycznie
znamiennych réznic w zakresie wieku 1 pici pacjenta, czasu trwania choroby, BMI, po-
ziomu HbAlc, CRP, kreatyniny, cystatyny C, wielkosci cisnienia tgtniczego skurczo-
wego 1 rozkurczowego, parametrow gospodarki lipidowej oraz poziomu TNF-a, IL-10,
IL-12, IL-6 w surowicy krwi i IL-6 w moczu pomigdzy grupa 1.1 i 1.2 oraz pomigdzy
grupa 1.1 1 1.3. Ponadto nie stwierdzono istotnych réznic w zakresie aktywnosci enzy-
mu NAG 1 jego izoenzymu A i B zarowno w surowicy krwi jak i w moczu pomiedzy
grupa 1.1 1 1.2 oraz aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymu A i B w surowicy krwi
pomigdzy grupa 1.1 i 1.3. Istotne réznice wykazano tylko w zakresie wielkosci do-
bowego wydalania albumin w moczu (p<0,001) pomi¢dzy grupa 1.1 a 1.2 oraz ak-
tywnosci enzymu NAG (p=0,012), jego izoenzymu A (p=0,015) i B (p=0,044) w mo-
czu i poziomu VEGF (p=0,010) w surowicy krwi poréwnujac grupe pacjentow z
utrwalona mikroalbuminurig zaréwno na poczatku jak i na koncu badania (grupa
1.1) z grupg dzieci, u ktorych po 4 latach obserwacji pod wplywem leczenia farma-

kologicznego mikroalbuminuria ustapila (grupa 1.3) (tab. 24, 25, 26).

Tab. 24. Parametry kliniczne i biochemiczne u pacjentow z utrwalona mikroalbuminuria
zardwno na poczatku badania jak i po 4 latach obserwacji (grupa 1.1), z progresja mikroalbumi-
nurii po 4 latach obserwacji (grupa 1.2), z regresja mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji
(grupa 1.3).

Tab. 24. Clinical and biochemical parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus
having persistent microalbuminuria both at the beginning of the study and after 4 years of
clinical observation (group 1.1), those with progression of microalbuminuria after 4 years of
clinical observation (group 1.2) and those with regression of microalbuminuria after 4 years of
clinical observation (group 1.3).

.. - . Grupal.l Grupa 1.2 Grupa 1.3
Parametry kliniczne i biochemiczne
Clinical and biochemical parameters Group 1.1 Group 1.2 Group 1.3 P
n=8) n=32) (n=24)
1
Wiek (lata) / Age (years) 14,63 + 2,50 13,56 £3,40 | 15,04 +2,94 8’%22
. 0,231!
Pte¢ (K/M) / Sex (F/M) 6/2 18/14 9/15 0.1352
Czas trwania choroby (lata) 0,116
Duration of diabetes (yvears) 6,50+2,39 3,19+ 2,81 8,69+ 3,80 0,157%
Wiek zachorowania (lata) 0,803!
The age at diagnosis (vears) 8,50+£2,78 7,50£3,61 6,38+ 3,28 0,1072
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Parametry kliniczne i biochemiczne Grupal.1 Grupa 1.2 Grupa 1.3
Clinical and biochemical parameters Group 1.1 Group 1.2 Group 1.3 P
(n=8§) (n=32) (n=24)
1
BMI (kg/m?) 20,02 +£4,72 19,55 + 3,31 21,19+ 2,98 (1)’22(3)2
HbAlc (%) 8,85 +2.25 8,54+ 134 | 8,87+1,67 -
1
CRP (mg/l) 1,59+ 0,72 1,81+ 1,02 2,28 £ 1,06 8’3;;2
. . 0,600
Kreatynina / Creatinine (mg/dl) 0,78 £ 0,07 0,77+ 0,14 0,77 = 0,09 0.695
69,31
L 61,74 14,08 T <0,001!
Albuminuria (mg/dobg) (35,9 — 120,0)* (0.7-28.7) (32,4 0.965
244.0)
1
Cystatyna C / Cystatine C (mg/1) 0,72+ 0,31 0,71+ 0,17 0,88+ 0,16 8’32?2
Cholesterol catkowity 168,78 + 175,46 + 0,344!
Total cholesterol (mmol/l) 188,00 £ 53,52 41,35 37,3 0,777>
Cholesterol LDL 89,25 + 0,272!
LDL-cholesterol (mmol/l) 998843537 | 81,75£23,09 | 5755 0.542
Cholesterol HDL 59,46 + 0,532!
HDL-cholester] (mmol/l) 64,75£9,54 | 62,44+ 13,32 13.62 0.3382
Trojglicerydy 92,96 + 0,852!
Triglycerides (mmol/l) 80383332 | 83094455 | 45 56 0.5722
Ci$nienie skurczowe 0,128
Systolic blood pressure (mmHg) 122,0+14,0 13,0£13,0 1 121,0+ 11,0 0,9832
Ci$nienie rozkurczowe 0,166
Diastolic blood pressure (mmHg) 77,0£9,0 720110 76,090 0,648

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.1 i grupa 1.2 (p<0,05)
*2 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.1 i grupa 1.3 (p<0,05)
*1 statistical significance between group 1.1. and group 1.2. (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1.1. and group 1.3. (p<0.05)

Tab. 25. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymoéw A i B u pacjentéw z utrwalona
mikroalbuminurig zaré6wno na poczatku badania jak i po 4 latach obserwacji (grupa 1.1), z pro-
gresja mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji (grupa 1.2), z regresja mikroalbuminurii po 4
latach obserwacji (grupa 1.3).

Tab. 25. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in patients with type 1 diabetes
mellitus having persistent microalbuminuria both at the beginning of the study and after 4 years
of clinical observation (group 1.1), those with progression of microalbuminuria after 4 years of
clinical observation (group 1.2) and those with regression of microalbuminuria after 4 years of
clinical observation (group 1.3).

. . . . Grupa 1.1 Grupa 1.2 Grupal.3
Parametry kliniczne i biochemiczne
Clinical and biochemical parameters Groupl.1 Groupl.2 Groupl.3 P
(n=8) n=32) (n=24)

NAG w surowicy 0,317
Serum NAG (U/l) 42,08+ 11,78 | 40,36+ 14,32 | 36,42+ 16,82 0,257
NAG A w surowicy 0,319!
Serum NAG A (U/l) 33,05+£9,39 | 33,01 +13,43 29,27+ 15,0 0.1512
NAG B w surowicy 0,122!
Serum NAG B (U/l) 9,34+2,29 7,34 +£2,54 7,05+ 2,87 0.0522
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Parametry kliniczne i biochemiczne Grupa 1.1 Grupa 1.2 Grupal.3
Clinical and biochemical parameters Groupl.1 Groupl.2 Groupl.3 P
p (n=8) (n=32) (n =24)

NAG w moczu (U/g kreat.) . 0,327"
Urine NAG (Ulg cr.) 30,50 £ 6,75 27,67 + 8,37 22,58 +9,70 0.0122
NAG A w moczu (U/g kreat.) . 0,361"
Urine NAG 4 (Ufg or. 2402%596% | 2193724 | 1705%7.59 | g,
NAG B w moczu (U/g. kreat.) . 0,267"
Urine NAG B (Ulg cr) 673£3.20% | 574x223 | 4612235 | g gup

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.1 i grupa 1.2 (p<0,05)
*2 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.1 i grupa 1.3 (p<0,05)
*1 statistical significance between group 1.1. and group 1.2. (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1.1. and group 1.3. (p<0.05)

Tab. 26. Parametry immunologiczne u pacjentéw z utrwalona mikroalbuminuria zaréwno na
poczatku badania jak i po 4 latach obserwacji (grupa 1.1), z progresja mikroalbuminurii po 4
latach obserwaciji (grupa 1.2), z regresja mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji (grupa 1.3).

Tab. 26. Immunologic parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus having persistent
microalbuminuria both at the beginning of the study and after 4 years of clinical observation (group
1.1), those with progression of microalbuminuria after 4 years of clinical observation (group 1.2) and
those with regression of microalbuminuria after 4 years of clinical observation (group 1.3).

il’;rmanllleotll;) y iczne Grupa 1.1 Grupa 1.2 Grupa 1.3

" e Group 1.1 Group 1.2 Group 1.3 p
Immunologic (n=8) (n=32) (n = 24)
parameters
TNF-0 w surowicy 3 3,51 (0,00 — 3 0,612!
Serum TNF-o (pg/ml) 3,66 (1,30-9,54) 10,40) 2,73 (0,00-7,10) 0,699
IL-6 w surowicy 0,111'
Serum IL-6 (pg/ml) 3,02 (0,83 — 6,25) 1,12 (0,02 -2,30) | 1,84 (0,00 —5,60) 0,096
IL-6 w moczu 0.114'
(pg/g kreat.) 2,91 (0,00 — 5,88) 1,31 (0,00 —3,12) | 1,99 (0,20 —5,77) 0’3242
Urne IL-6 (pg/g cr.) ’
IL-12 w surowicy 0,344!
Serum IL-12 (pg/ml) 0,51 (0,00 —2,20) 0,72 (0,00 —3,70) | 0,92 (0,00 —5,07) 0.679°
IL-10 w surowicy 0,685"
Serum IL-10 (pg/ml) 0,61 (0,00 — 1,90) 0,91 (0,00 —4,40) | 0,94 (0,00 —5,20) 0.7447
VEGF w surowicy 452,31 470,81 321,42 0,965!
Serum VEGF (pg/ml) (284,30 - 772,73)** | (217,29 -926,47) (57,95 - 1064,10) 0,010

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.1 i grupa 1.2 (p<0,05)
*2 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.1 i grupa 1.3 (p<0,05)

*1 statistical significance between group 1.1. and group 1.2. (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1.1. and group 1.3. (p<0.05)
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4.9. OCENA POROWNAWCZA PARAMETROW KLINICZNYCH,
BIOCHEMICZNYCH I IMMUNOLOGICZNYCH PACJENTOW Z PROGRESJA, Z
REGRESJA MIKROALBUMINURII ORAZ BEZ UDOKUMENTOWANEJ
MIKROALBUMINURII

Pacjenci, u ktorych po 4 latach obserwacji rozwingta si¢ mikroalbuminuria (grupa 1.2)
w poréwnaniu do grupy pacjentow, u ktoérych w trakcie 4 lat trwajacego badania, pod
wplywem leczenia farmakologicznego ustapita mikroalbuminuria (grupa 1.3), charaktery-
zowali si¢ statystycznie znamiennym krotszym czasem trwania choroby, nizszym dobo-
wym wydalaniem albumin w moczu oraz nizszym ci$nieniem skurczowym. Ponadto w
grupie 1.2 wykazano istotnie wyzsze warto$ci enzymu NAG (p=0,013), jego izoenzymu
A (p=0,014) i B (p=0,035) i w moczu oraz VEGF (p=0,001) w surowicy krwi w odnie-
sieniu do grupy 1.3. Natomiast poziom TNF, IL-6, IL-12, IL-10, cystatyny C w surowicy
krwi nie r6znit si¢ istotnie pomigdzy grupa 1.2 1 1.3.

W dalszym etapie badan dokonano oceny poréwnawczej grupy dzieci z cukrzyca
typu 1, u ktoérych mikroalbuminuri¢ wykryto w trakcie 4 lat obserwacji (grupa 1.2) z grupa
pacjentow, u ktorych zarowno na poczatku jak i po 4 latach badania nie stwierdzono mikro-
albuminurii (grupa 1.4). Dzieci z badanej grupy 1.2 byly starsze (p=0,009), charaktery-
zowaly si¢ dluzszym czasem trwania cukrzycy typu 1 (p<0,001), istotnie wyzszym po-
ziomem HbA1lc (p=0,032), CRP (p=0,005) oraz dobowym wydalaniem albumin w mo-
czu (p<0,001). Ponadto stwierdzono w grupie 1.2 statystycznie znamiennie wyzZsze
wartosci aktywnosci enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzymu A (p<0,001), TNF-a
(p<0,001), VEGF (p<0,001) w surowicy krwi oraz enzymu NAG (p<0,001), jego izoen-
zymu A (p<0,001) i B (p=0,022) w moczu w poréwnaniu do grupy 1.4. Wykazano po-
nadto istotnie nizszy poziom IL-12 (p<0,001) i IL-10 (p=0,022) w surowicy krwi w
grupie 1.2 w odniesieniu do grupy 1.4 (tab. 27, 28, 29).
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Tab. 27. Parametry kliniczne i biochemiczne u pacjentdw z progresja mikroalbuminurii po 4
latach obserwacji (grupa 1.2), z regresja mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji (grupa 1.3)
oraz bez udokumentowanej mikroalbuminurii zaréwno na poczatku badania jak i po 4 latach
obserwacji (grupa 1.4).

Tab. 27. Clinical and biochemical parameters of the patients diagnosed with type 1 diabetes
mellitus having progression of microalbuminuria after 4 years of clinical observation (group
1.2), those with regression of microalbuminuria after 4 years of clinical observation (group 1.3)
and those with no sign of microalbuminuria neither at the beginning of the study nor after 4
years of clinical observation (group 1.4).

fﬁ;:;::g?clz{ll::lcme Grupa 1.2 Grupa 1.3 Grupa 1.4
., . . Group 1.2 Group 1.3 Group 1.4 P
Clinical and biochemical (n=32) (n = 24) (n=121)
parameters
1
Wiek (lata) / Age (vears) 13,56 £ 3,40%*2 15,04 £ 2,94 11,51 £ 3,86 8’3382
. 0,256!
Pte¢ (K/M) / Sex (F/M) 18/14 9/15 62/59 0.1452
Czas trwania choroby (lata) 1 52 <0,001!
Duration of diabetes (years) 5,19+ 2,81 8,69+ 3,80 3,38+ 2,19 <0,0012
Wiek zachorowania (lata) 0,062
The age at diagnosis (years) 7,50+ 3,61 6,38 + 3,28 8,26+ 3,68 0,740?
1
BMI (kg/m?) 19,55+ 3,31 21,19 +£2,98 18,62 £3,13 8’?2;2
0,503!
HbAlc (%) 8,54 £ 1,34%*2 8,87+ 1,67 8,12+ 1,96 00322
CRP - 0,091!
(mg/1) 1,81+ 1,02 2,28 + 1,06 1,30 + 1,01 0,005
1
Kreatynina/ Creatinine (mg/dl) 0,77+ 0,14 0,77 £ 0,09 0,74+ 0,13 8’2222
N 14,08 69,31 8,79 <0,001!
Albuminuria (mg/dobe) (0,7-28,7)%1* | (32,4-2440) | (0,2-23,98) | <0,0012
T
Cystatyna C / Cystatine C (mg/l) 0,88+ 0,16 0.70+017 | 058019 | 0%
Cholesterol catkowity 175,46 + 166,29 + 0,492!
Total cholesterol (mmol/l) 168,78 £ 41,35 37,03 29,63 0.9002
Cholesterol LDL 0,408
LDL-cholesterol (mmol/l) 81,75+ 23,09 89,25+ 27,55 | 87,45+25,97 0.5552
Cholesterol HDL 0,643!
HDL-cholester] (mmol/l) 62,44 £ 13,32 59,46 + 13,62 | 60,82+ 13,47 0.655?
Trojglicerydy 0,264!
Triglycerides (mmol/l) 83,09 + 44,55 92,96 +45,56 | 79,33 +£33,27 0.9302
Cisnienie skurczowe - 0,047
Systolic blood pressure (mmHg) 113,0+13,0 121,0+11,0 111,0+10,0 0,280?
Ci$nienie rozkurczowe 0,134!
Diastolic blood pressure (mmHg) 720110 76,090 70,0+8,0 0,696

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.2. i grupa 1.3. (p<0,05)
* roznica istotna statystycznie pomiedzy grupa 1.2 i grupa 1.4 (p<0,05)
*1 statistical significance between group 1.2. and group 1.3. (p<0.05)

*2 statistical significance between group 1.2. and group 1.4. (p<0.05)
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Tab. 28. Poziom aktywno$ci enzymu NAG 1 jego izoenzymow A i B u pacjentdw z progresja
mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji (grupa 1.2), z regresja mikroalbuminurii po 4 latach
obserwacji (grupa 1.3) oraz bez udokumentowanej mikroalbuminurii zar6wno na poczatku ba-
dania jak i po 4 latach obserwacji (grupa 1.4).

Tab. 28. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in patients diagnosed with type 1
diabetes mellitus having progression of microalbuminuria after 4 years of clinical observation
(group 1.2), those with regression of microalbuminuria after 4 years of clinical observation (group
1.3) and those with no sign of microalbuminuria neither at the beginning of the study nor after 4
years of clinical observation (group 1.4).

Parametry biochemiczne Grupa 1.2 Grupa 1.3 Grupa 1.4

Biochemical parameters G(:IOZI; ;)2 GZZIZ’ 41)' 3 ?:‘:’11’ 211';’ P
?gfm"jv;ugog}fg 4036+ 1432% | 3642+ 16,82 26,16 + 9,96 gf)f)?;
?e[:fmﬁ\fj g“jo(WUi/Cg 33,00 £13,43% | 29274150 19,93 + 8,83 <06,20705112
?e‘jmeNZ (S;“g’(in/cl‘)y 7344254 7.05+2.87 6.29 +2.90 gﬂéﬁ
Eﬁrf}emngcﬁg(% ’f’)kreat') 27,67+ 837%% | 22584970 13,74 + 6,46 36?0103112
Eﬁiw@??@l}ﬁi y kreat) | 51934724%% | 17,05+7,59 9,73 + 401 36?01(;1112
Eﬁrf}e?vjcm;‘ﬁg; & kreat) | 574100311 | 4612235 3,58+ 1,64 g:g;;

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.2. i grupa 1.3. (p<0,05)
* roznica istotna statystycznie pomiedzy grupa 1.2 i grupa 1.4 (p<0,05)

*1 statistical significance between group 1.2 and group 1.3 (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1.2 and group 1.4 (p<0.05)
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Tab. 29. Parametry immunologiczne u pacjentow z progresja mikroalbuminurii po 4 latach ob-
serwacji (grupa 1.2), z regresja mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji (grupa 1.3) oraz bez
udokumentowanej mikroalbuminurii zaréwno na poczatku badania jak i po 4 latach obserwacji
(grupa 1.4).

Tab. 29. Immunologic parameters of the patients diagnosed with type 1 diabetes mellitus having
progression of microalbuminuria after 4 years of clinical observation (group 1.2), those with
regression of microalbuminuria after 4 years of clinical observation (group 1.3) and those with
no sign of microalbuminuria neither at the beginning of the study nor after 4 years of clinical
observation (group 1.4).

Parametry Grupa 1.2 Grupa 1.3 Grupa 1.4
immunologiczne Group 1.2 Group 1.3 Group 1.4 p
Immunologic parameters (n=32) (n=24) (n=121)

TNF-0 w surowicy 3,51 (0,00 — 0,214!
Serum TNF-a (pg/ml) 10,40 2,73(0,00-7,10) | 0,63(0.00-3.3) | ;5912
VEGF w surowicy 470,81 321,42 167,55 0,001!

Serum VEGF (pg/ml) | (217,29-926,47)*'*| (57,95 — 1064,10) | (13,45-731,58) | <0,001

IL-6 w surowicy 0,076!
Serum IL-6 (pe/ml) 1,12 (0,02-2,30) 1,84 (0,00 - 5,60) | 0,83 (0,00 —2.53) 0.1132
IL-6 w moczu (pg/g 0.091!
kreat.) 1,31 (0,00-3,12) 1,99 (0,20 -5,77) | 1,10 (0,00 —2.36) 0’1072
Urine IL-6 (pg/g cr.) ’
IL-12 w surowicy B . 3 B 0,297
Serum 11-12 (pg/ml) 0,72 (0,00 — 3,70) 0,92 (0,00 -5,07) | 2,37 (0,00 — 18.80) <0,001
IL-10 w surowicy B %2 3 B 0,967
Serum TNF-a (pg/ml) 0,91 (0,00 — 4,40) 0,94 (0,00 — 5,20) | 2,04 (0,00 — 14.80) 0.0222

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1.2 i grupa 1.3 (p<0,05)
*' roznica istotna statystycznie pomiedzy grupa 1.2 i grupa 1.4 (p<0,05)
*1 statistical significance between group 1.2 and group 1.3 (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1.2 and group 1.4 (p<0.05)

4.10. ANALIZA KORELACJI TNF-A Z PARAMETRAMI KLINICZNYMI,
BIOCHEMICZNYMI I IMMUNOLOGICZNYMI U PACJENTOW Z CUKRZYCA
TYPU 1)

4.10.1. Analiza korelacji TNF-a z parametrami klinicznymi i biochemicznymi u
dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach ob-
serwacji (grupa 2)

W grupie dzieci z cukrzycg typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 la-
tach obserwacji (grupa 2) stwierdzono dodatnig statystycznie znamienna korelacje
pomiedzy poziomem TNF-a w surowicy krwi a wiekiem pacjenta (R=0.,16,
p'=0,028; R=0,26 p*<0,001), czasem trwania choroby (R=0,24, p'=0,001; R=0,37,
p*<0,001), poziomem CRP (R=0,33, p'<0,001; R=0,51, p*<0,001), poziomem HbA1lc
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(R=0,19, p'=0,009; R=0,37, p*<0,001), poziomem cystatyny C (R=0,29, p'<0,001;

R=0,52, p<0,001) oraz wielko$ciag wydalania albumin w moczu (R=0,36, p'<0,001;

R=0,62, p*<0,001). Nie wykazano statystycznie znamiennych korelacji pomigdzy po-

ziomem TNF-o a poziomem kreatyniny, wielko$cia ci$nienia skurczowego 1 rozkur-

czowego u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania, natomiast po 4 latach obser-

wacji stwierdzono istotne korelacje pomigdzy badana cytokina a poziomem kreatyniny

R=0,27, p><0,001), wielkoscia cisnienia skurczowego (R=0,21; p><0,003) i ci$nienia
rozkurczowego (R=0,15; p*<0,041) (tab. 30, ryc. 3-6).

Tab. 30. Wyniki korelacji TNFa w grupie 1 oraz grupie 2 z parametrami klinicznymi i bioche-

micznymi.

Tab. 30. The results of the correlation analysis between TNFa and clinical and biochemical

parameters characterizing patients of the group 1 and the group 2 respectively.

Czas trwania

TNF-a (pg/ml) choroby (lata) Kreatynina
Wiek (lata) CRP HbAlc
surowica / serum Duration of Creatinine
Age (years) (mg/1) (%)
Grupa / Group diabetes (mg/dl)
(years)
R=0,16 R=0,24 R=0,33 R=0,19 R=0,11
Grupa 1 / Group 1
p=10,028 p <0,001 p <0,001 p =0,009 p=0,125
R=0,26 R=0,37 R=0,51 R=0,37 R=0,27
Grupa 2 / Group 2
p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001




Wyniki 75

Albuminuria - logarytm (mg/dobe)
Albumin excretion rate logarithm (mg/day)

-3 -2 -1 0 1 2 3
TN Fa w surowicy krwi - logarytm (p giml)
Serum TNF-alogaritm (pg/ml)

Ryc. 3. Korelacja pomiedzy poziomem TNF-a w surowicy a dobowym wydalaniem albumin w
badanej grupie 1 (R=0,36; p<0,001).

Fig. 3. Correlation between serum TNF-o levels and albumin excretion rate in the examined
group 1 (R=0.36, p<0.001).

Albuminuria - logarytm (mg/dobe)
Albumin excretion rate logarithm (mg/day)

3 2 -1 0 1 2 3 4
TNF-a w surowicy krwi - logarytm (pgiml)
Serum TNF-alogaritm (pg/ml)

Ryc. 4. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-0 w surowicy a dobowym wydalaniem albumin w
badanej grupie 2 (R=0,62; p<0,001).

Fig. 4. Correlation between serum TNF-o levels and albumin excretion rate in the examined
group 2 (R=0.62; p<0.001).
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Cystatyna C w surowicy (mg/l)
Serum cystatin C (mg/l)

0,0

-3 -2 -1 0 1 2 3
TNF-a w surowicy krwi - logarytm (pg/ml)
Serum TN F-a logar ithm (pg/ml)

Ryec. 5. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a a poziomem cystatyny C w surowicy w badanej
grupie 1 (R=0,29; p<0,001).

Fig. 5. Correlation between serum TNF-a and serum cystatin C levels in the examined group 1
(R=0.29; p<0.001).
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-3 -2 -1 0 1 2 3 4
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Ryc. 6. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-o a poziomem cystatyny C w surowicy w badanej
grupie 2 (R=0,52; p<0,001).

Fig. 6. Correlation between serum TNF-a and serum cystatin C levels in the examined group 2
(R=0.52; p<0.001).
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4.10.2. Analiza korelacji TNF-a z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B
w surowicy i w moczu u dzieci z cukrzycg typu 1 na poczatku badania
(grupa 1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2)

U dzieci z cukrzyca typu 1 zaréwno na poczatku badania (grupa 1) jak i po 4
latach obserwacji (grupa 2) stwierdzono dodatnig statystycznie znamienng korelacje
pomie¢dzy poziomem TNF-a w surowicy krwi a aktywnoscia enzymu NAG (R=0,45,
p'<0,001; R=0,56, p°<0,001), i jego izoenzymow A (R=0,44, p'<0,001; R=0,56,
p*<0,001) i B (R=0,21, p'=0,004; R=0,34, p?><0,001), w surowicy krwi oraz enzymu
NAG (R=0,49, p'<0,001; R=0,71, p*><0,001) i jego izoenzymow A (R=0,46, p'<0,001;
R=0,68, p><0,001) i B (R=0,29, p'<0,001; R=0,64, p><0,001) w moczu (ryc. 7 — 20).
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Ryec. 7. Korelacja pomiedzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG w surowicy w
badanej grupie 1 (R=0,45; p<0,001).

Fig. 7. Correlation between serum TNF-o and serum NAG activity in the examined group 1
(R=0.45; p<0.001).
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Ryec. 8. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG w surowicy w
badanej grupie 2 (R=0,56; p<0,001).

Fig. 8. Correlation between serum TNF-o and serum NAG activity in the examined group 2
(R=0.56, p<0.001).
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Ryc. 9. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-o w surowicy a aktywnoscia NAG A w surowicy
w badanej grupie 1 (R=0,44; p<0,001).

Fig. 9. Correlation between serum TNF-a and serum NAG A activity in the examined group 1
(R=0.44; p<0.001).
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Ryc. 10. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG A w surowicy
w badanej grupie 2 (R=0,56; p<0,001).

Fig. 10. Correlation between serum TNF-o and serum NAG A activity in the examined group 2
(R=0.56; p<0.001).
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Ryc. 11. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywno$cia NAG B w surowicy
w badanej grupie 1 (R=0,21; p=0,004).

Fig. 11. Correlation between serum TNF-o and serum NAG B activity in the examined group 1
(R=0.21; p=0.004)
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Ryec. 12. Korelacja pomiedzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG B w surowicy
w badanej grupie 2 (R=0,34; p<0,001).

Fig. 12. Correlation between serum TNF-o and serum NAG B activity in the examined group 2
(R=0.34; p=0.004).
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Ryc. 13. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnos$cia NAG w moczu w
badanej grupie 1 (R=0,49; p<0,001)

Fig. 13. Correlation between serum TNF-o and urine NAG activity in the examined group 1
(R=0.49; p<0.001)
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Ryc. 14. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-o w surowicy a aktywnoscia NAG w moczu w
badanej grupie 2 (R=0,71; p<0,001)

Fig. 14. Correlation between serum TNF-o and urine NAG activity in the examined group 2
(R=0.71; p<0.001)
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Ryc. 15. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG A w moczu w
badanej grupie 1 (R=0.46; p<0.001)

Fig. 15. Correlation between serum TNF-a and urine NAG activity in the examined group 1
(R=0.46; p<0.001)
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Ryc. 16. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG A w moczu w
badanej grupie 2 (R=0.68; p<0.001)

Fig. 16. Correlation between serum TNF-a and urine NAG activity in the examined group 2
(R=0.68; p<0.001)
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Ryc. 17. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG A w moczu w
badanej grupie 1 (R=0,46; p<0,001).

Fig. 17. Correlation between serum TNF-o and urine NAG activity in the examined group 1
(R=0.46, p<0.001).
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Ryc. 18. Korelacja pomiedzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG A w moczu w
badanej grupie 2 (R=0,68; p<0,001).

Fig. 18. Correlation between serum TNF-o and urine NAG activity in the examined group 2
(R=0.68,; p<0.001).
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Ryc. 19. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG B w moczu w
badanej grupie 1 (R=0,29; p<0,001).

Fig. 19. Correlation between serum TNF-o and urine NAG activity in the examined group 1
(R=0.29; p<0.001)
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Ryc. 20. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a w surowicy a aktywnoscia NAG B w moczu w
badanej grupie 2 (R=0,64; p<0,001).

Fig. 20. Correlation between serum TNF-o and urine NAG B activity in the examined group 2
(R=0.64; p<0.001).
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4.10.3. Analiza korelacji TNF-a z parametrami immunologicznymi u dzieci
z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji

(grupa 2)

U dzieci z cukrzyca typu 1 zaréwno na poczatku badania (grupa 1) jak i po
4 latach obserwacji (grupa 2) stwierdzono ujemn3 statystycznie znamienng korela-
cj¢ pomiedzy poziomem TNF-a w surowicy krwi a poziomem IL-12 (R=-0,33,
p'<0,001; R=-0,45, p*<0,001), poziomem IL-10 (R=-0,29, p'<0,001; R=-0.48,
p?<0,001) oraz istotng dodatnia korelacj¢ pomi¢dzy poziomem TNF-a a poziomem
VEGF (R=0,54, p'=0,004; R=0,71, p><0,001) w surowicy krwi. Ponadto wykazano na
poczatku badania istotng korelacj¢ pomigdzy TNF-a w surowicy krwi a poziomem IL-6
w surowicy krwi (R=0,34, p'<0,001 oraz IL-6 w moczu (R=0,37, p'<0,001) (tab. 31,
ryc. 21-22).

Tab. 31. Wyniki badan korelacji TNFa z parametrami immunologicznymi w grupie 1 i w grupie 2.

Tab. 31. The results of the correlation analysis between TNFa and immunologic parameters
characterizing patients of the group 1 and the group 2 respectively.

TNF-a (pg/ml)

: VEGF (pg/ml) IL-12 (pg/ml) IL-10 (pg/ml)
surowica / serum surowica / serum surowica / serum surowica / serum
Grupa / Group

R = 0,54 R=-0,33 R=-0,29
Grupa 1/ Group 1 p<0,001 p < 0,001 p <0,001
R=0,71 R =-0,45 R =-0,48
Grupa 2 / Group 2 p<0,001 p < 0,001 p < 0,001
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Ryc. 21. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a a poziomem VEGF w surowicy w badanej gru-
pie 1 (R=0,54; p<0,001).

Fig. 21. Correlation between serum TNF-o and serum VEGF levels in the examined group 1
(R=0.54; p<0.001).
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Ryc. 22. Korelacja pomigdzy poziomem TNF-a a poziomem VEGF w surowicy w badanej gru-
pie 2 (R=0,71; p<0,001).

Fig. 22. Correlation between serum TNF-o and serum VEGF levels in the examined group 2
(R=0.71; p<0.001)
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4.11. ANALIZA KORELACJI IL-6 Z PARAMETRAMI KLINICZNYMI
I BIOCHEMICZNYMI I IMMUNOLOGICZNYMI U PACJENTOW
Z CUKRZYCATYPU 1

W grupie dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) stwierdzono do-
datnia statystycznie znamienng korelacj¢ pomigdzy poziomem IL-6 zardwno w surowi-
cy krwi 1 w moczu a wiekiem pacjenta (R=0,17, p=0,018; R=0,15, p=0,039), czasem
trwania choroby (R=0,27, p<0,001; R=0,22, p=0,002), poziomem CRP (R=0,24,
p=0,001; R=0,23, p=0,002), poziomem cystatyny C (R=0,22, p=0,003; R=0,20,
p=0,007), wielkoscia wydalania albumin w moczu (R=0,34, p<0,001; R=0,34, p<0,001)
oraz pomigdzy poziomem IL-6 w surowicy krwi a wielkoscia ci$nienia skurczowego

(R=0,29, p<0,001) i ci$nienia rozkurczowego (R=0,21, p<0,004) (tab. 32).

Tab. 32. Wyniki korelacji IL-6 w surowicy krwi i w moczu z parametrami klinicznymi i bio-
chemicznymi w grupie 1.

Tab. 32. The results of the correlation analysis between serum IL-6 levels and clinical and
biochemical parameters characterizing patients of the group 1.

Czas trwania
Cystatyna C

choroby (lata) CRP HbAlc Albuminuria

IL-6 Cystatin C
Duration of (mg/1) (%) (mg/dobe) (mgl)
mg

diabetes (years)
surowica / serum R=0,27 R=0,24 R=0,09 R=0,34 R=0,22
(pg/ml) p < 0,001 p=0,001 | p=0,227 p < 0,001 p=0,003
mocz / urine R=0,22 R=0,23 R=0,19 R=0,29 R=0,20
(pg/g kreat) p = 10,002 p=0,002 | p=0,058 p <0,001 p = 10,007

4.12. ANALIZA KORELACJI IL-12 Z PARAMETRAMI KLINICZNYMI,
BIOCHEMICZNYMI I IMMUNOLOGICZNYMI U PACJENTOW Z CUKRZYCA
TYPU 1

4.12.1. Analiza korelacji IL-12 z parametrami klinicznymi i biochemicznymi u
dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach ob-
serwacji (grupa 2)

W grupie dzieci z cukrzycg typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 la-

tach obserwacji (grupa 2) stwierdzono ujemng statystycznie znamienng korelacje
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pomiedzy poziomem IL-12 w surowicy krwi a wiekiem pacjenta (R=-0,27,
p'<0,001; R=-0,26 p*<0,001), czasem trwania choroby (R= -0,32, p'<0,001; R= -
0,31, p*<0,001), poziomem CRP (R= -0,28, p'<0,001; R= -0,27, p?><0,001), pozio-
mem cystatyny C (R= -0,25, p'<0,001; R= -0,29, p><0,001) oraz wielkoscia wydala-
nia albumin w moczu (R=-0,36, p'<0,001; R= -0,34, p><0,001). Nie wykazano staty-
stycznie znamiennych korelacji pomigdzy poziomem IL-12 a poziomem kreatyniny
(R=-0,09, p'=0,22) oraz poziomem HbAlc (R= -0,02, p'=0,789) u dzieci z cukrzyca
typu 1 na poczatku badania, natomiast po 4 latach obserwacji stwierdzono istotne ujem-
ne korelacje pomigdzy badana cytoking a poziomem kreatyniny (R= -0,16, p*=0,029)
oraz poziomem HbAlc (R=-0,19, p?>=0,008) (tab. 33, ryc. 23 — 26).

Tab. 33. Wyniki korelacji IL-12 w surowicy z parametrami klinicznymi i biochemicznymi w
grupie 1 i w grupie 2.

Tab. 33. The results of the correlation analysis between serum IL-12 levels and clinical and
biochemical parameters characterizing patients of the Group 1 and the Group 2 respectively.

Czas trwania
IL-12 (pg/ml)
Wiek (lata) choroby (lata) CRP HbAlc
surowica / serum
Age (years) | Duration of diabetes (mg/1) (%)
Grupa / Group
(years)
R=-0,27 R=-0,32 R=-0,28 R=-0,02
Grupa 1/ Group 1
p <0,001 p <0,001 p <0,001 p=20,789
R=-0,26 R=-0,31 R=-0,27 R=-0,19
Grupa 2 / Group 2
p <0,001 p <0,001 p <0,001 p =0,008
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Ryc. 23. Korelacja pomigdzy poziomem IL-12 a dobowym wydalaniem albumin w badanej
grupie 1 (R=-0,36; p<0,001).
Fig. 23. Correlation between serum IL-12 levels and albumin excretion rate in the examined
group 1 (R=-0.36, p<0.001).
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Ryc. 24. Korelacja pomigdzy poziomem IL-12 a dobowym wydalaniem albumin w badanej
grupie 2 (R=-0,34; p<0,001).
Fig. 24. Correlation between serum IL-12 levels and albumin excretion rate in the examined
group 2 (R=-0.34; p<0.001).
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Ryc. 25. Korelacja pomigdzy poziomem IL-12 a poziomem cystatyny C w surowicy w badanej
grupie 1 (R=-0,25; p<0,001).

Fig. 25. Correlation between serum VEGF and serum cystatin C levels in the examined group 1
(R=-0.25; p<0.001)
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Ryc. 26. Korelacja pomigdzy poziomem IL-12 a poziomem cystatyny C w surowicy w badanej
grupie 2 (R=-0,29; p<0,001).

Fig. 26. Correlation between serum VEGF and serum cystatin C levels in the examined group 2
(R=-0.29; p<0.001).



Wyniki 91

4.12.2. Analiza korelacji IL-12 z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B w su-
rowicy i w moczu u dzieci z cukrzycg typu 1 na poczatku badania (grupa
1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2)

U dzieci z cukrzyca typu 1 zaré6wno na poczatku badania (grupa 1) jak i po 4 la-
tach obserwacji (grupa 2) stwierdzono ujemna statystycznie znamienna korelacj¢ po-
migdzy poziomem IL-12 w surowicy krwi a aktywnoscia enzymu NAG (R= -0,16,
p'=0,026; R= -0,26, p*<0,001) i jego izoenzymu A (R= -0,19, p'=0,012; R= -0,26,
p*<0,001) w surowicy krwi oraz enzymu NAG (R=-0,32, p'<0,001; R=0,45, p><0,001)
1jego izoenzymow A (R=-0,42, p'<0,001; R=-0,32, p><0,001) i B (R=-0,2, p'=0,007;
R=-0,41, p°><0,001) w moczu. Natomiast nie wykazano istotnych korelacji pomigdzy
poziomem IL-12 w surowicy krwi a poziomem izoenzymu B w surowicy krwi zaré6wno

w badanej grupie 1 (R=-0,06, p'=0,39) jak 1 2 (R=-0,14, p*>=0,066) (tab. 34).

Tab. 34. Wyniki korelacji IL-12 w surowicy z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B w
surowicy i w moczu w grupie 1 i w grupie 2.

Tab. 34. The results of the correlation analysis between serum IL-12 levels and serum and urine
activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms measured in patients of the group 1 and
the group 2 respectively.

IL-12 (pg/ml) 1:[?/1(); Néj(/}l)A NAG NAG A NAGB
surowica / serum ? . (U/g krat.) (U/g kreat.) (U/g kreat.)
surowica surowica . . .
Grupa / Group mocz / urine mocz / urine | mocz / urine
serum serum
Gruva 1/ Group 1 R=-0,16 R=-0,19 R=-0,32 R=-0,32 R=-0,20
P P p=0,026 p=0,012 p <0,001 P <0,001 p =0,007
Gruva 2 / Group 2 R=-0,26 R=-0,26 R=-0,45 R=-0,42 R=-0,41
P P p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001

4.12.3. Analiza korelacji Il-12 z parametrami immunologicznymi u dzieci z cu-
krzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji

(grupa 2)

U dzieci z cukrzyca typu 1 zaréwno na poczatku badania (grupa 1) jak i po 4
latach obserwacji (grupa 2) stwierdzono ujemng statystycznie znamienng korelacje
pomiedzy poziomem IL-12 w surowicy krwi a poziomem TNF-a
(R= -0,33, p'<0,001; R= -0,45, p><0,001) i poziomem VEGF (R= -0,29, p'=0,001;
R=-0,46, p><0,001) w surowicy krwi (ryc. 27-30).
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Ryc. 27. Korelacja pomigdzy poziomem IL-12 a TNF-o w surowicy w badanej grupie 1
(R=-0,33; p<0,001).

Fig. 27. Correlation between serum IL-12 and serum TNF-a levels in the examined group 1
(R=-0.33; p<0.001).
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Ryc. 28. Korelacja pomiedzy poziomem IL-12 a TNF-o w surowicy w badanej grupie 2
(R=-0,45; p<0,001).

Fig. 28. Correlation between serum IL-12 and serum TNF-o levels in the examined group 2
(R=-0.45; p<0.001)
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Ryc. 29. Korelacja pomigdzy poziomem IL-12 a VEGF w surowicy w badanej grupie 1
(R=-0,29; p<0,001).

Fig. 29. Correlation between serum IL-12 and serum VEGF levels in the examined group 1
(R=-0.29; p<0.001).
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Ryc. 30. Korelacja pomigdzy poziomem IL-12 a VEGF w surowicy w badanej grupie 2
(R=-0,46; p<0,001).

Fig. 30. Correlation between serum IL-12 and serum VEGF levels in the examined group 2
(R=-0.46, p<0.001).
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Natomiast nie stwierdzono istotnych korelacji pomiedzy poziomem IL-12 a po-
ziomem IL-6 zar6wno w surowicy krwi (R= -0,14, p'=-0,065) jak i w moczu (R=-0,08,
p'=0,279) (ryc. 27 — 30).

4.13. ANALIZA KORELACJI IL-10 Z PARAMETRAMI KLINICZNYMI,
BIOCHEMICZNYMI I IMUNOLOGICZNYMI U PACJENTOW Z CUKRZYCA
TYPU 1

4.13.1. Analiza korelacji IL-10 z parametrami klinicznymi i biochemicznymi u
dzieci z cukrzycg typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach ob-
serwacji (grupa 2)

W grupie dzieci z cukrzycg typu 1 zarowno na poczatku badania (grupa 1)
jak i po 4 latach obserwacji (grupa 2) stwierdzono ujemng statystycznie znamienng
korelacj¢ pomi¢dzy poziomem IL-10 w surowicy krwi a czasem trwania choroby
(R=-0,15, p'=0,038; R=-0,23, p*<0,001), poziomem CRP (R=-0,16, p'=0,033; R= -
0,44, p><0,001) oraz poziomem HbAlc (R= -0,019, p'=0,009; R= -0,41, p*<0,001);
R=-0,34, p*<0,001). Nie wykazano statystycznie znamiennych korelacji pomigdzy po-
ziomem IL-10 a wielko$cia wydalania albumin w moczu, poziomem kreatyniny, po-
ziomem cystatyny C oraz wielkoscia ci$nienia skurczowego 1 rozkurczowego u dzieci z
cukrzyca typu 1 na poczatku badania, natomiast po 4 latach obserwacji stwierdzono
istotne ujemne korelacje pomiedzy IL-10 a wielkoscia wydalania albumin w moczu
(R=-0,47, p*<0,001), poziomem kreatyniny (R= -0,34, p?<0,001), poziomem cysta-
tyny C (R= -0,35, p*<0,001), oraz wielko$cia ciSnienia skurczowego (R= -0,2,
p*=0,006) i rozkurczowego (R=-0,21, p>=0,005) (ryc. 31 — 34, tab. 35).
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Ryc. 31. Korelacja pomigdzy poziomem IL-10 a dobowym wydalaniem albumin w badanej
grupie 1 (R=-0,11; p=0,125).

Fig. 31. Correlation between serum IL-10 levels and albumin excretion rate in the examined
group 1 (R=-0.11; p=0.125).
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Ryc. 32. Korelacja pomigdzy poziomem IL-10 a dobowym wydalaniem albumin w badanej
grupie 2 (R=-0,47; p<0,001).

Fig. 32. Correlation between serum IL-10 levels and albumin excretion rate in the examined
group 2 (R=-0.47; p<0.001).
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Ryc. 33. Korelacja pomigdzy poziomem IL-10 a poziomem cystatyny C w surowicy w badanej
grupie 1 (R=-0,10; p=0,166).

Fig. 33. Correlation between serum IL-10 and serum cystatin C levels in the examined group 1
(R=-0.10; p=0.166).
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Ryc. 34. Korelacja pomigdzy poziomem IL-10 a poziomem cystatyny C w surowicy w badanej
grupie 2 (R=-0,35; p<0,001).

Fig. 34. Correlation between serum IL-10 and serum cystatin C levels in the examined group 2
(R=-0.35; p<0.001).
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Tab. 35. Wyniki korelacji IL-10 w surowicy z parametrami klinicznymi i biochemicznymi w
grupie 1 i grupie 2.

Tab. 35. The results of the correlation analysis between serum IL-10 levels and clinical and
biochemical parameters characterizing patients of the group 1 and the group 2 respectively.

Czas trwania
IL-10 (pg/ml) Wiek (lata) | choroby (lata) CRP HbAlc
surowica / serum Age (years) Duration of (mg/l) (%)
Grupa / Group diabetes (years)
Grupa 1/ Group | R=-0,13 R=-0,15 R=-0,16 R=-0,19
p = 0,086 p=10,038 p=0,033 p = 0,009
Grupa 2 / Group 2 R=-0,29 R=-0,23 R=-0,44 R=-0,41
p < 0,000 p<0,001 p<0,001 p<0,001

4.13.2. Analiza zalezno$¢ pomiedzy poziomem IL-10 a stopniem wyréwnania me-
tabolicznego dzieci chorych na cukrzyce typu 1

W grupie badanych dzieci z cukrzyca typu 1 niewyréwnanych metabolicznie z po-
ziomem HbA1c powyzej 10%, stwierdzono statystycznie znamiennie nizszy poziom IL-
10 w poréwnaniu z grupa pacjentéw z poziomem HbAlc ponizej 10% (p=0,029). Po-
nadto wykazano w trakcie 4-letniej obserwacji, iz najwyzszy poziom IL-10 byl w

grupie chorych z poziomem HbA1c ponizej 7,5% (ryc. 35).
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Ryec. 35. Zalezno$¢ pomigdzy poziomem IL-10 a HbAlc.
Fig. 35. Relationship between the level of IL-10 and HbAlc.
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4.13.3. Analiza korelacji IL-10 z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B w su-
rowicy i w moczu u dzieci z cukrzycg typu 1 na poczatku badania (grupa
1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2)

U dzieci z cukrzyca typu 1 zarowno na poczatku badania (grupa 1) jak i po
4 latach obserwacji (grupa 2) stwierdzono ujemng statystycznie znamienng korela-
cje pomiedzy poziomem IL-10 w surowicy krwi a aktywnoscia enzymu NAG (R= -
0,23, p'=0,002; R= -0,41, p?><0,001) i jego izoenzymu A (R= -0,29, p'<0,001; R= -
0,39, p*<0,001) w surowicy krwi oraz enzymu NAG (R= -0,26, p'<0,001; R=0,49,
p*<0,001) i jego izoenzymu A (R= -0,22, p'=0,003; R= -0,5, p?<0,001) w moczu.
Wykazano ponadto w grupie 2 istotna ujemng korelacj¢ pomig¢dzy poziomem IL-
10 a aktywnosScia izoenzymu B w moczu (R=-0,45, p><0,001) Natomiast nie wykaza-
no istotnych korelacji pomigdzy poziomem IL-10 a poziomem izoenzymu B w surowi-

cy krwi i w moczu w badanej grupie 1 (tab. 36).

Tab. 36. Wyniki korelacji IL-10 w surowicy z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B w
surowicy i w moczu w grupie 11 2.

Tab. 36. The results of the correlation analysis between serum IL-10 levels and serum and urine
activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms measured in patients of the group 1 and
the group 2 respectively.

IL-10 (pg/ml) NAG NAG A NAG NAG A
\Pg Un) un (Ulg. kreat) | (Ulg.kreat.)

surowica / serum . . . R
surowica / serum surowica / serum mocz / urine mocz / urine

Gruva 1/ Group 1 R=-0,23 R=-0,29 R=-0,26 R=-0,22

p P p =0,002 p <0,001 p <0,001 p=0,003

R=-041 R=-0,39 R =-0,49 R=-0,50

Grupa 2/ Group 2 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001

4.13.4. Analiza korelacji IL-10 z parametrami immunologicznymi u dzieci z cu-
krzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach obserwacji

(grupa 2)

U dzieci z cukrzyca typu 1 zaréwno na poczatku badania (grupa 1) jak i po 4
latach obserwacji (grupa 2) stwierdzono ujemng statystycznie znamienng korelacje
pomig¢dzy poziomem IL-10 w surowicy krwi a poziomem TNF-o (R= -0,29,
p'<0,001; R= -0,48, p*<0,001) i poziomem VEGF (R= -0,35, p'<0,001; R= -0,49,
p*<0,001) w surowicy krwi (ryc. 36-39).
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Ryc. 36. Korelacja pomigdzy poziomem IL-10 a poziomem TNF-o w surowicy w badanej gru-
pie 1 (R=-0,29; p<0,001).

Fig. 36. Correlation between serum IL-10 and serum TNF-a levels in the examined group 1
(R=-0.29; p<0.001).
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Serum IL-10 logarithm (pg/ml)

Ryc. 37. Korelacja pomigdzy poziomem IL-10 a poziomem TNF-o w surowicy w badanej gru-
pie 2 (R=-0,48; p<0,001).

Fig. 37. Correlation between serum IL-10 and serum TNF-o levels in the examined group 2
(R=-0.48; p<0.001).
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Ryc. 38. Korelacja pomigdzy poziomem IL-10 a VEGF w surowicy w badanej grupie 1 (R=-
0,35; p<0,001).

Fig. 38. Correlation between serum IL-10 and serum VEGEF levels in the examined group 1
(R=-0.35; p<0.001
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Ryc. 39. Korelacja pomigdzy poziomem IL-10 a VEGF w surowicy w badanej grupie 2 (R=-
0,49; p<0,001).

Fig. 39. Correlation between serum IL-10 and serum VEGF levels in the examined group 2
(R=-0.49; p<0.001).



Wyniki 101

Ponadto nie stwierdzono w grupie 1 istotnej korelacji pomiedzy poziomem IL-10 a
poziomem IL-6 w surowicy krwi, natomiast na poczatku badania wykazano istotna
ujemna korelacje poziomu IL-10 a poziomem I1-6 w moczu. (R= -0,22, p'=0,003) (ryc.
36 —39).

4.14. ANALIZA KORELACJI VEGF Z PARAMETRAMI KLINICZNYMI I
BIOCHEMICZNYMI I IMMUNOLOGICZNYMIU U PACJENTOW Z CUKRZYCA
TYPU 1

4.14.1. Analiza korelacj VEGF z parametrami klinicznymi i biochemicznymi u
dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach ob-
serwacji (grupa 2)

W grupie dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) i po 4 latach
obserwacji (grupa 2) stwierdzono dodatnig statystycznie znamienna korelacj¢ po-
mi¢dzy poziomem VEGF w surowicy krwi a wiekiem pacjenta (R=0,18, p'=0,014;
R= 0,28, p*<0,001), czasem trwania choroby (R=0,31, p'<0,001; R=0,40, p><0,001),
poziomem CRP (R=0,32, p'<0,001; R=0,55, p*<0,001), poziomem HbA1lc¢ (R=0,020,
p'=0,007; R=0,48, p*<0,001), poziomem cystatyny C (R=0,36, p'<0,001; R=0,57,
p*<0,001), wielkoscia wydalania albumin w moczu (R=0,35, p'<0,001; R=0,65,
p>*<0,001) oraz wielkos$cig ciSnienia skurczowego (R=0,22, p'=0,002) i rozkurczowe-
go (R=0,33, p*<0,001). Nie wykazano statystycznie znamiennej korelacji pomiedzy
poziomem VEGF a poziomem kreatyniny u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku bada-
nia, natomiast po 4 latach obserwacji stwierdzono istotna dodatnia korelacj¢ pomigdzy
badana cytoking a poziomem kreatyniny w surowicy krwi (R=0,22, p*>=0,002) (ryc. 40 —
43, tab.37).
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Ryc. 40. Korelacja pomigdzy poziomem VEGF a dobowym wydalaniem albumin w badanej
grupie 1 (R=0,35; p<0,001).

Fig. 40. Correlation between serum VEGF levels and albumin excretion rate in the examined
group 1 (R=0.35; p<0.001).
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Ryc. 41. Korelacja pomigdzy poziomem VEGF a dobowym wydalaniem albumin w badanej
grupie 2 (R=0,65; p<0,001).

Fig. 41. Correlation between serum VEGF levels and albumin excretion rate in the examined
group 2 (R=0.65; p<0.001)
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Ryc. 42. Korelacja pomiedzy poziomem VEGF a poziomem cystatyny C w surowicy w badanej
grupie 1 (R=0,36; p<0,001).

Fig. 42. Correlation between serum VEGF and serum cystatin C levels in the examined group 1
(R=0.36; p<0.001)
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Ryc. 43. Korelacja pomigdzy poziomem VEGF a poziomem cystatyny C w surowicy w badanej
grupie 2 (R=0,57; p<0,001).

Fig. 43. Correlation between serum TNF-o and serum cystatin C levels in the examined group 2
(R=0.57; p<0.001).
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Tab. 37. Wyniki korelacji VEGF w surowicy z parametrami klinicznymi i biochemicznymi w
grupie 11 2.

Tab. 37. The results of the correlation analysis between serum VEGF levels and clinical and
biochemical parameters characterizing patients of the group 1 and the group 2 respectively.

Czas trwania
VEGTF (pg/ml) Wiek (lata) choroby (lata) CRP HbAlc
surowica / serum Age (years) Duration of (mg/1) (%)
diabetes (years)
Grupa 1/ Group 1 R=0,18 R=0,31 R=0,32 R=0,20
p=0,014 p <0,001 p <0,001 p = 0,007
Grupa 2 / Group 2 R=0,28 R=0,40 R=0,55 R=0,48
p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001

4.14.2. Analiza korelacji VEGF z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B w su-
rowicy i w moczu u dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa
1) i po 4 latach obserwacji (grupa 2)

U dzieci z cukrzycg typu 1 zaréwno na poczatku badania (grupa 1) jak i po 4 la-
tach obserwacji (grupa 2) stwierdzono dodatnia statystycznie znamienna korelacje
pomiedzy poziomem VEGF w surowicy krwi a aktywno$cia enzymu NAG (R=0,40,
p'<0,001; R=0,56, p’*<0,001), i jego izoenzyméw A (R=0,44, p'<0,001; R=0,56,
p*<0,001) i B (R=0,15, p'=0,043; R=0,32, p*<0,001) w surowicy krwi oraz enzymu
NAG (R=0,58, p'<0,001; R=0,78, p*><0,001) i jego izoenzymow A (R=0,54, p'<0,001;
R=0,75, p><0,001) i B (R=0,42, p'<0,001; R=0,72, p><0,001) w moczu (tab. 38).

Tab. 38. Wyniki korelacji VEGF w surowicy z enzymem NAG i jego izoenzymami A i B w
surowicy i w moczu w grupie 11 2.

Tab. 38. The results of the correlation analysis between serum VEGF levels and serum and
urine activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms measured in patients of the group 1
and the group 2 respectively.

NAG NAG A

NAG NAG A NAGB
VEGF (pg/ml) (U (UM | g, kreat)) | (Ulg. kreat.) | (Ulg.kreat.)
surowica / serum | surowica | surowica . . ,
mocz / urine | mocz / urine | mocz / urine
serum serum
Gruva 1/ Group 1 R=0,40 R=044 R=0,58 R=0,54 R=042
p P p <0,001 P <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001
R=0,56 R=0,56 R=0,78 R=0,75 R=0,72

Grupa 2/ Group 2 p<0,001 | P<0,001 p<0,001 p <0,001 p <0,001
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4.14.3. Analiza korelacji VEGF z parametrami immunologicznymi u dzieci z cu-
krzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1) oraz u dzieci z cukrzycg typu
1 po 4 latach obserwacji (grupa 2)

U dzieci z cukrzycg typu 1 zaréwno na poczatku badania (grupa 1) jak i po 4 la-
tach obserwacji (grupa 2) stwierdzono ujemna statystycznie znamienng korelacj¢ po-
mi¢dzy poziomem VEGF w surowicy krwi a poziomem IL-12 (R= -0,29, p'<0,001; R= -
0,46, p*<0,001), poziomem IL-10 (R= -0,35, p'<0,001; R= -0,49, p*<0,001) oraz istotng
dodatnia korelacj¢ pomi¢dzy poziomem VEGF a poziomem TNF-a (R=0,54, p'<0,004;
R=0,71, p><0,001) w surowicy krwi. Ponadto wykazano na poczatku badania istotna dodat-
nig korelacj¢ pomiedzy VEGF w surowicy krwi a poziomem IL-6 w surowicy krwi (R=0,35,
p'<0,001) oraz IL-6 w moczu (R=0,34, p'<0,001) (tab. 39).

Tab. 39. Wyniki korelacji VEGF w surowicy z parametrami immunologicznymi w grupie 1 i
grupie 2.

Tab. 39. The results of the correlation analysis between serum VEGF levels and immunologic
parameters characterizing the patients of the group I and the group 2 respectively.

VEGF (pg/ml) TNF-a (pg/ml) IL-12 (pg/ml) IL-10 (pg/ml)
surowica / serum surowica / serum surowica / serum surowica / serum
R=0,54 R=-0,29 R=-0,35
Grupa 1/ Group 1 p <0,001 p < 0,001 p <0,001
R=0,71 R =-0,46 R =-0,49
Grupa 2/ Group 2 p <0,001 p < 0,001 p <0,001

4.15. CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA, BIOCHEMICZNA 1 IMMUNOLOGICZNA
PACJENTOW NA POCZATKU BADANIA
Z. UWZGLEDNIENIEM ROZWOJU RETINOPATII CUKRZYCOWEJ

Na poczatku badania wykazano u 26 (14%) sposrod 185 badanych dzieci z cukrzyca
typu 1 retinopati¢ cukrzycowa. We wszystkich przypadkach byta to retinopatia nieprolife-
racyjna w stadium wczesnym do umiarkowanego wedtug klasyfikacji ETDRS (Elary Tre-
atment Diabetic Retinopathy Study). Ponadto pacjenci ze zmianami w narzadzie wzroku
wykazywali pelng ostro$¢ wzroku do dali 1 blizy, a ich osrodki optyczne byly przezierne.

W grupie pacjentow z udokumentowana retinopatia cukrzycowa dodatkowo

stwierdzono u 14 dzieci z cukrzyca typu 1 mikroalbuminurig, u 4 pacjentow mikroal-



106 Malgorzata MySliwiec

buminuri¢ i nadci$nienie tetnicze. W grupie pacjentow bez udokumentowanej retinopa-
tii cukrzycowej u 14 dzieci wykryto mikroalbuminurig, u Zadnego natomiast pacjenta

nie stwierdzono nadci$nienia tetniczego (tab. 40).

Tab. 40. Wspdtistniejace powiklania w grupie pacjentow z udokumentowana retinopatig i bez
retinopatii cukrzycowej na poczatku badania.

Tab. 40. The list of coexistent complications in diabetic patients presenting with documented
retinopathy and those without diabetic retinopathy at the beginning of the study.

Pacjenci z retinopatig cukrzycowg Pacjenci bez retinopatii cukrzycowej
Patients with diabetic retinopathy Patients without diabetic retinopathy
Grupa 1C/ Group 1C (n =26) Grupa 1D / Group 1D (n = 159)
14 mikroalbuminuria 14 mikroalbuminuria
14 microalbuminuria 14 microalbuminuria

4 wspotistnienie mikroalbuminurii z nadci-
$nieniem t¢tniczym -
4 microalbuminuria and hypertension

4.15.1. Parametry kliniczne i biochemiczne na poczatku badania u pacjentow z
udokumentowang retinopatia (grupa 1C) oraz u pacjentéow bez retinopatii
cukrzycowej (grupa 1D)

Na podstawie wyniku badania okulistycznego pacjentow z cukrzyca typu 1 po-
dzielono na 2 grupy. Grupeg dzieci z cukrzyca typu 1, u ktéorych udokumentowano reti-
nopati¢ (grupa 1C) oraz grupe pacjentow, u ktorych nie stwierdzono zmian w narzadzie
wzroku (grupa 1D). Dane kliniczne i biochemiczne poszczegdlnych grup przedstawiono
w tabeli 41. Grupa pacjentow z retinopatia byla starsza (p<0,001), charakteryzowa-
la si¢ statystycznie znamiennym dluzszym czasem trwania choroby (p<0,001),
istotnie wyzszym BMI, istotnie wyzszym poziomem HbA1lc (p<0,001), cholesterolu
calkowitego (p=0,017), jego frakcji LDL-cholesterolu (p=0,012), CRP (p<0,001),
cystatyny C (p<0,001), istotnie wyzszym dobowym poziomem wydalania albumin
w moczu (p<0,001) oraz istotnie wyzszym ci$nieniem skurczowym (p=0,003) i roz-
kurczowym (p=0,002). Nie wykazano natomiast znamiennie statystycznych rdznic
migdzy grupami w zakresie wieku zachorowania na cukrzycg, poziomu kreatyniny,

trojglicerydow oraz frakcji HDL-cholesterolu w surowicy krwi (tab. 41).
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Tab. 41. Parametry kliniczne i biochemiczne na poczatku badania u pacjentdéw z retinopatia
(grupa 1C) oraz u pacjentdw bez retinopatii cukrzycowej (grupa 1D).

Tab. 41. Clinical and biochemical parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus
presenting with documented retinopathy (group 1C) and those without diabetic retinopathy

(group 1D) assessed at the time of beginning of the study.

Parametry kliniczne i biochemiczne Grupa 1C Grupa 1D

Clinical and biochemical Group 1C Group 1D p

parameters (n=26) (n=159)

Wiek (lata) / Age (years) 14,94 + 2,8%* 11,96 + 3,78 <0,001

Ple¢ (K/M) / Sex (F/M) 14/12 81/78 0,784

Czas trwania choroby (lata) *

Duration of diabetes (vears) 8,33 +3.43 3,89+ 2,60 <0,001

Wiek zachorowania (lata) 719 4 3.42 91+ 3.64 0.205

The age at diagnosis (years) ’ ’ ’ ’ ’

BMI (kg/m?) 21,32 +£3,16* 18,81 £ 3,21 0,002

C-peptyd / C-peptide (ng/ml) <0.5 <0.5 -

Glukoza w surowicy 159,47 + 47,75 150,41 + 68,12 0,296

Serum glucose (mg/dl)

HbAlc (%) 947+ 1,67 8,13+ 1,82 <0,001

CRP (mg/h) 2,21 £1,02% 1,42 +£1,03 <0,001

Kreatynina / Creatinine (mg/dl) 0,80+0,11 0,74+ 0,13 0,089
L 52,00 (2,40 —

Albuminuria (mg/dobg) 244,0)* 14,58 (0,2 —241,0) | <0,001

Cystatyna C / Cystatine C (mg/1) 0,86 +0,18* 0,62 + 0,20 <0,001

Cholesterol catkowity %

Total cholesterol (mmol/l) 185,50 + 38,05 166,13 + 32,82 0,017

Cholesterol LDL N

LDL-cholesterol (mmol/l) 98,85 £ 28,33 85,34 £25,40 0,012

Cholesterol HDL

HDL-cholester! (mmol/l) 58,35+ 11,94 61,54 + 13,46 0,308

Trojglicerydy *

Triglycerides (mmol/l) 82,92 £37,16 79,97 £36,92 0,098

Cisnienie skurczowe %

Systolic blood pressure (mmHg) 120,0+ 13,0 112,0+11,0 0,003

Cisnienie rozkurczowe % %

Diastolic blood pressure (mmHg) 77,0£10,0 71,0£8,0 0,002

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1C i grupa 1D (p<0,05)
* statistical significance between group 1C and group 1D (p<0.05)

4.15.2. Poziom aktywnos$ci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B na poczatku
badania u pacjentow z udokumentowang retinopatia (grupa 1C) oraz u
pacjentow bez retinopatii cukrzycowej (grupa 1D)

Aktywnos$¢ enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzymu A (p<0,001) w surowi-

cy krwi oraz enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzyméw A (p<0,001) i B (p<0,001)
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w moczu u dzieci z udokumentowang retinopatia cukrzycowa byla statystycznie
znamiennie wyzsza w porownaniu do grupy pacjentow, u ktorych nie stwierdzono

zmian w narzgdzie wzroku (tab. 42).

Tab. 42. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymoéw A i B na poczatku badania u
pacjentow z retinopatia (grupa 1C) oraz u pacjentow bez retinopatii cukrzycowej (grupa 1D).

Tab. 42. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in patients with type 1 diabetes
mellitus presenting with documented retinopathy (group 1C) and those without diabetic
retinopathy (group 1D) assessed at the time of beginning of the study.

Parametry biochemiczne Grupa 1C/ Group 1C | Grupa 1D/ Group 1D
Biochemical parameters (n=26) (n=159) P
?e‘imeleg’:{}/cg 39,91+ 11,11* 28,94 + 13,18 <0,001
I;e‘fmANZ g“;O(WUi/‘BV 33,01 + 10,8* 22,32+ 11,57 <0,001
gﬁmeN‘Z é“g’(‘”&ff‘)’ 7,69 +2,6% 6,53 £2,91 0,051
%i%{?&’"ﬁgg _g)' kreat.) 30,36 = 11,35 15,74 7,22 <0,001
ZFAZ.S;VXGHE’(C;Z(EX j% kreat.) 22,18 + 8,30* 11,73 + 6,01 <0,001
gzi?vjc;m;‘z]“/g(g ?)' kreat.) 6,11 = 2,74* 3,86 = 1,84 <0,001

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1C i grupa 1D (p<0,05)
* statistical significance between group 1C and group 1D (p<0.05)

4.15.3. Parametry immunologiczne na poczatku badania u pacjentow z udoku-
mentowang retinopatia (grupa 1C) oraz u pacjentow bez retinopatii cu-

krzycowej (grupa 1D)

W grupie pacjentéow (grupa 1C), u ktorych udokumentowano retinopatie
cukrzycowa stwierdzono znamiennie statystycznie wyzsze Srednie wartoSci pozio-
mu TNF-a (p<0,001), IL-6 (p=0,003), VEGF (p<0,001) w surowicy krwi i IL-6
(p=0,001) w moczu oraz istotnie nizsze wartosci poziomu IL-12 (p=0,001) i IL-10
(p=0,035) w surowicy krwi niz w grupie dzieci, u ktérych nie stwierdzono zmian w

narzgdzie wzroku (grupa 1D) (tab. 43).



Wyniki 109

Tab. 43. Parametry immunologiczne na poczatku badania u pacjentow z retinopatia (grupa 1C)
oraz u pacjentdOw bez retinopatii cukrzycowej (grupa 1D).

Tab. 43. Immunologic parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus presenting with
documented retinopathy (group 1C) and those without diabetic retinopathy (group 1D) assessed
at the time of beginning of the study.

Parametry Grupa 1C/ Group IC | Grupa 1D / Group ID
immunologiczne _ _ p
. (n=26) (n=159)
Immunologic parameters
TNF-ow surowicy 3,65 (0,00 — 10,4)* 1,15 (0,00 - 7,1) <0,001

Serum TNF-o (pg/ml)
VEGF w surowicy
Serum VEGF (pg/ml)
IL-6 w surowicy

419,06 (182,7—803,3)* | 217,49 (13,45 -1064,1) | <0,001

_ * _
Serum IL.6 (pgjeal) 2,34 (0,02 — 6,25) 0,96 (0,00 — 1,9) 0,003
IL-6 w moczu %
Urine IL.6 (pa/s krcat) 2,80 (0,00 — 5,88) 1,14 (0,00 — 2,32) 0,001
IL-12 w surowicy (pg/ml) B % B
Serum IL.12 (pe/anh 0,83 (0,00 — 3,75) 1,99 (0,00 — 18,8) 0,001
IL-10 w surowicy (pg/ml) 0,83 (0,00 — 4,4) * 1,77 (0,00 — 14,8) 0,035

Serum IL-10 (pg/ml)

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1C i 1D (p<0,05)
* statistical significance between group 1C and group 1D (p<0.05)

4.16. ANALIZA POROWNAWCZA PARAMETROW KLINICZNYCH,
BIOCHEMICZNYCH I IMMUNOLOGICZNYCH PACJENTOW Z
UDOKUMENTOWANA RETINOPATIA I BEZ ZMIAN W NARZADZIE WZROKU
Z GRUPA DZIECI ZDROWYCH

4.16.1. Parametry kliniczne i biochemiczne na poczatku badania u pacjentow z
udokumentowang retinopatia (grupa 1C) i bez retinopatii cukrzycowe;j
(grupa 1D) oraz u dzieci zdrowych

Dzieci z przewleka cukrzyca typu 1 i z retinopatig (grupa 1C) oraz bez udo-
kumentowanej retinopatii cukrzycowej (grupa 1D) charakteryzowaly si¢ odpo-
wiednio statystycznie znamiennym wyzszym poziomem HbAlc (p'<0,001;
p*=0,001), CRP (p'<0,001; p*<0,001), istotnie wyzszym dobowym poziomem wyda-
lania albumun w moczu (p'<0,001; p*<0,005), istotnie wyzszym ciSnieniem skur-
czowym (p'<0,000; p>=0,008) i rozkurczowym (p'<0,001; p*<0,001) w poréwnaniu
do grupy dzieci zdrowych. Nie wykazano natomiast roznic znamiennie statystycznych

migdzy grupa 1C i grupa kontrolng oraz grupa 1D i grupa dzieci zdrowych w zakresie
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poziomu kreatyniny w surowicy krwi. Poziom cystatyny C byt istotnie wyzszy w grupie
dzieci z retinopatia cukrzycowa w pordwnaniu do dzieci zdrowych (p'<0,001), ale nie
r6znit sig istotnie poréwnujac grupg dzieci bez objawdw zmian w narzadzie wzroku z

grupa kontrolna (p*=0,953) (tab. 44).

Tab. 44. Parametry kliniczne i biochemiczne na poczatku badania u pacjentdéw z retinopatia
(grupa 1C) i bez retinopatii cukrzycowej (grupa 1D) oraz u dzieci zdrowych.

Tab. 44. Clinical and biochemical parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus
presenting with documented retinopathy (group 1C), those without diabetic retinopathy (group
1D) and healthy children.

.Pa.rametr?r kliniczne Grupa 1C Grupa 1D Grupa kontro-
i biochemiczne Ina
., Group 1C Group 1D p

Clinical and (n=26) (n=159) Control group
biochemical parameters (n=86)

1
Wick (lata) / Age (vears) 14,94+ 2,81 11,96 + 3,782 13,4+4,1 3%2

1
Pleé (K/M) / Sex (F/M) 14/12! 81/78 52/34 g’giz

1
BMI (kg/m?) 21,32 £3,16%! 18,81 £3,212 17,3+2,6 206%%12
Glukoza w surowicy %1 %2 <0,001"
Serum glucose (mg/dl) 159,47 £ 47,75 150,41 £ 68,12 88,8+ 10,0 <0,0012

1
HbAlc (%) 047+ 1,67% 8,13+ 1,82%2 42+034 zg’ggiz

<0,001'

CRP (mg/l) 2,21 +1,02*%! 1,42 +1,03*2 0,5+04 <0.0012
Kreatynina / Creatinine . ) 0,057
(mg/dl) 0,80+ 0,11 0,74+ 0,13 0,7+0,2 0.075

1
Albuminuria (mg/dobg) 52,00 (2,40 — 244)*' | 14,5 (0,2 —241,0)*2 | 3,07 (0,2 — 12,5) zg’ggiz
Cystatyna C / Cystatine %1 ) <0,001!
C (mg/)) 0,86 +0,18 0,62 £ 0,20 0,6+0,2 0,053
Ci$nienie skurczowe <0.001"
Systolic blood pressure 120,0 + 13,0* ! 112,0+11,0%2 107,0 £ 8,0 0 6082
(mmHg) ’
Ci$nienie rozkurczowe <0.001"
Diastolic blood pressure 77,0+ 10,0% ! 71,0 £ 8,0* 2 62,0 +6,0 <0’0012
(mmHg) ’

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1C i grupa kontrola (p<0,05)
*2 roznica istotna statystycznie pomig¢dzy grupa 1D i grupa kontrola (p<0,05)
*1 statistical significance between group 1C and control group (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1D and control group (p<0.05)
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4.16.2. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B na poczatku
badania u pacjentow z udokumentowana retinopatia (grupa 1C) i bez re-
tinopatii cukrzycowej (grupa 1D) oraz u dzieci zdrowych

Aktywnos$¢ enzymu NAG (p'<0,001; p><0,001) i jego izoenzymow A (p'<0,001;

p*<0,001) i B (p'<0,001; p*<0,001) w surowicy (p'<0,001; p*<0,001) oraz enzymu
NAG (p'<0,001; p*<0,001) i jego izoenzymow A (p'<0,001, p*<0,001) i B (p'<0,001,

p><0,001) w moczu u dzieci z udokumentowana retinopatia i bez zmian w narza-

dzie wzroku byla statystycznie znamiennie wyzsza w poréwnaniu do grupy dzieci

zdrowych (tab. 45).

Tab. 45. Poziom aktywnosci enzymu NAG 1 jego izoenzymoéw A i B na poczatku badania u
pacjentow z retinopatia (grupa 1C) i bez retinopatii cukrzycowej (grupa 1D) oraz u dzieci zdro-

wych.

Tab. 45. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in patients with type 1 diabetes
mellitus presenting with documented retinopathy (group 1C), those without diabetic retinopathy

(group 1D) and healthy children.

Parametry biochemiczne Grupa 1C Grupa 1D Grupa kontrolna
Biochemical parameters G('::IZJ 61)C G(;OZMII;;)D Con(t;ilsgét)*oup P
?e‘ifmvgvj‘éogjfg 39,91+ 11,11% | 28,94+ 13,18% | 14,64 +4,33 ig:gg};
?ﬁfm‘?ng“j"(w&fg 33,01 £10,8% | 22,32+ 11,57% | 11,00 +4,08 zg:gg%;
?ﬁmeN‘Z (S;“;"E”Uiflg’ 7,69+2,6% | 6,53+291% | 351+147 28:88};
Z‘;}S}evxffgcﬁgg _g)' kreat) | 30364 1135% | 1574£722% | 65+2,0 ig:gg};
gﬁi%}cﬁ%‘g{g f‘i kreat) | 25 18£830% | 11,73 +6,01% 41+1,5 zg:ggﬁ
gﬁi]?vjc;m;"(fj“/g(g y kreat) | 61110740 | 386+184% | 23+09 zg:ggii

*1 roznica istotna statystycznie pomig¢dzy grupa 1C i grupa kontrola (p<0,05)
*2 roznica istotna statystycznie pomig¢dzy grupa 1D i grupa kontrola (p<0,05)
*1 statistical significance between group 1C and control group (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1D and control group (p<0.05)
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4.16.3. Parametry immunologiczne na poczatku badania u pacjentow
z udokumentowang retinopatig (grupa 1C) i bez retinopatii cukrzycowej
(grupa 1D) oraz u dzieci zdrowych

W dalszym etapie badan dokonano takze oceny porownawczej badanych cytokin w
grupie dzieci z retinopatia (grupa 1C) 1 bez udokumentowanej retinopatii cukrzycowe;j (grupa
1D) z grupa dzieci zdrowych. Dzieci z grupy 1C oraz z grupy 1D w poréwnaniu z dzie¢mi
zdrowymi odpowiednio wykazywali statystycznie znamiennie wyzsze wartoSci poziomu
TNF-a (p'<0,001; p*<0,001), VEGF (p'<0,001; p*<0,001); IL-10 (p'<0,001; p><0,001) w
surowicy krwi. Natomiast poziom IL-6 w surowicy krwi i w moczu réznit si¢ istotnie tylko
porownujac grupe 1C z grupa 1D. Poziom IL-12 (p'=0,879) 1 IL-10 (p'=0,062) w surowicy
krwi byt wyzszy u pacjentéw z grupy 1C niz w grupie dzieci zdrowych, ale rdznice te nie
byty istotne statystycznie. Natomiast poziom IL-12 (p?<0,001) i IL-10 (p<0,001) w surowi-
cy krwi w grupie dzieci bez udokumentowanej retinopatii cukrzycowej byl statystycznie

Znamiennie wyzszy niz w grupie dzieci zdrowych (tab. 46).

Tab. 46. Parametry immunologiczne na poczatku badania u pacjentdow z retinopatig (grupa 1C)
oraz u pacjentow bez retinopatii cukrzycowej (grupa 1D) oraz u dzieci zdrowych.

Tab. 46. Immunologic parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus presenting with
presenting with documented retinopathy (group 1C), those without diabetic retinopathy (group
1D) and healthy children.

iPrﬁfl?lllr:;)tll;) y iczne Grupa 1C Grupa 1D Grupa kontrolna
Immuno logic Group 1C Group 1D Control group p

S (n=26) (n=159) (n=86)
parameters
TNF-o w surowicy B 1 2 0,00 <0,001"
Serum TNF-a (pgml) | >0° (0001041 1,15 (0,00-7.1) (0,00-0,00) | <0.0012
VEGF w surowicy 419,6 217,49 60,0 <0,001!
Serum VEGF (pg/ml) (182,7 —803,3)* (13,45 — 1064,1)*? (12,9 —324,0) <0,0012
IL-6 w surowicy 3 - B B <0,001"
Serum IL-6 (pg/ml) 2,34 (0,00 — 6,25) 0,96 (0,00 —1,9) 0,27 (0,00 — 1,2) 0.073
IL-6 w moczu (pg/g kr.) 3 1 B 0,22 <0,001*
Urine IL-6 (pg/g cr.) 2,80 (0,00 -5,88) 1,14 (0,00 -2,32) (0,00-1,19) <0,0552
IL-12 w surowicy 3 . a . B 0,879'
Serum IL-12 (pg/ml) 0,83 (0,00 —3,75) 1,99 (0,00 — 18,8) 0,2 (0,00 - 2,5) <0,0012
IL-10 w surowicy N 3 %2 3 <0,062!
Serum IL-10 (pg/ml) 0,83 (0,00 —4.,4) 1,77 (0,00 — 14,8) 0,1 (0,00 - 1,0) <0,0012

*1 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1C i grupa kontrola (p<0,05)
*2 rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1D i grupa kontrola (p<0,05)
*! statistical significance between group 1C and control group (p<0.05)
*2 statistical significance between group 1D and control group (p<0.05)
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4.17. CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA, BIOCHEMICZNA
1 IMMUNOLOGICZNA PACJENTOW Z CUKRZYCA TYPU 1 PO 4 LATACH
OBSERWACJI Z UWZGLEDNIENIEM ROZWOJU RETINOPATII
CUKRZYCOWEJ

Po 4 latach obserwacji wykazano u 36 (19,4%) sposrdd 185 badanych pacjentow reti-
nopati¢ cukrzycowa. We wszystkich przypadkach byla to retinopatia nieproliferacyjna w
stadium wczesnym do umiarkowanego wedtug klasyfikacji ETDRS (Elary Treatment Dia-
betic Retinopathy Study). Ponadto pacjenci ze zmianami w narzadzie wzroku wykazywali
pelna ostro$¢ wzroku do dali i blizy, a ich osrodki optyczne byty przezierne.

Dodatkowo stwierdzono w grupie dzieci ze zmianami w narzadzie wzroku u 7 pa-
cjentow rowniez mikroalbuminurig, a u 7 — mikroalbuminuri¢ i nadcis$nienie tgtnicze.
Natomiast u 26 sposrod 149 pacjentow bez udokumentowanej retinopatii cukrzycowe;j
stwierdzono nefropati¢ mikroalbuminuri¢ (pacjenci leczeni inhibitorami ACE), au 1 —

nadci$nienie te¢tnicze (tab. 47).

Tab. 47. Wspotistniejace powiktania w grupie pacjentdéw z udokumentowana retinopatia i bez
retinopatii cukrzycowej po 4 latach obserwacji.

Tab. 47. The list of coexistent complications in diabetic patients presenting with documented
retinopathy and those without diabetic retinopathy assessed after 4 years of clinical
observation.

Pacjenci z retinopatia cukrzycowa Pacjenci bez retinopatii cukrzycowej
Patients with diabetic retinopathy Patients without diabetic retinopathy
Grupa 2C / Group 2C (n = 36) Grupa 2D / Group 2D (n = 149)

7 — mikroalbuminuria 25 — mikroalbuminuria

7 — microalbuminuria 25 — microalbuminuria

7 — wspotistnienie mikroalbuminurii z nad- | 1 — wspoétistnienie mikroalbuminurii z nadci-
ci$nieniem tgtniczym $nieniem tgtniczym

7 — microalbuminuria and hypertension 1 — microalbuminuria and hypertension

4.17.1. Parametry kliniczne i biochemiczne po 4 latach obserwacji u pacjentow z
udokumentowang retinopatia (grupa 2C) i bez retinopatii cukrzycowe;j
(grupa 2D)

Dzieci z przewleka cukrzyca typu 1 i z retinopatia (grupa 2C) byly starsze

(p<0,001), charakteryzowaly si¢ statystycznie znamiennym dluzszym czasem trwa-
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nia choroby (p<0,001), istotnie wyzszym poziomem HbAlc (p<0,001), CRP
(p<0,001), cystatyny C (p<0,001), cholesterolu calkowitego (p=0,012), trojglicery-
dow (p=0,008), istotnie wyzszym dobowym poziomem wydalania albumun w mo-
czu (p<0,001), istotnie wyzszym ci$nieniem skurczowym (p<0,001) i rozkurczowym
(p=0,023) oraz istotnie wyzszym BMI (p=0,031) w poréwnaniu do pacjentéw bez
udokumentowanej retinopatii cukrzycowej (grupa 2D). Nie wykazano natomiast
réznic znamiennie statystycznych migdzy badanymi grupami w zakresie wieku zacho-
rowania na cukrzyce typu 1, poziomu kreatyniny, glukozy, frakcji HDL-cholesterolu i

LDL-cholesterolu w surowicy krwi (tab. 48)

Tab. 48. Parametry kliniczne i biochemiczne po 4 latach obserwacji u pacjentéw z retinopatia
(grupa 2C) oraz u pacjentdow bez retinopatii cukrzycowej (grupa 2D).

Tab. 48. Clinical and biochemical parameters of the patients with type 1 diabetes mellitus
presenting with documented retinopathy (group 2C) and those without diabetic retinopathy
(group 2D) assessed after 4 years of clinical observation.

Parametry kliniczne Grupa 2C Grupa 2D

! b‘lo.chemlczn(-e . Group 2C Group 2D p
Clinical and biochemical (n=36) (n=149)

parameters

Wiek (lata) / Age (years) 19,28 £ 3,05%* 15,76 £3,73 <0,001
Pte¢ (K/M) / Sex (F/M) 20/16 75/74 0,574
Czas trwania choroby (lata) %

Duration of diabetes (years) 11,56+ 3,34 7,68+2,61 <0.001
Wiek zachorowania (lata)

The age at diagnosis (years) 7,69+ 3,76 8,18+ 3,58 0,598
BMI (kg/m?) 21,82 +2,75% 2012 +£3,27 0,031
C-peptyd / C-peptide (ng/ml) <0.5 <0.5 -
Glukoza w surowicy 143,33 + 33,63 138,05 + 39,81 0,333
Serum glucose (mg/dl)

HbAlc (%) 9,74 £ 1,91* 8,18 £ 1,66 <0,001
CRP (mg/l) 3,12+ 1 41%* 1,69 £ 1,51 <0,001
Kreatynina / Creatinine (mg/dl) 0,84 +0,11 0,75+0,11 0,063
Albuminuria (mg/dobg) 46,77 (7,5-274,00* | 18,11 (0,9 -236,6) | <0,001
Cystatyna C / Cystatine C (mg/1) 0,88 + 0,14 0,66 £0,18 <0,001
Cholesterol catkowity

Total cholesterol (mmol/l) 186,43 & 36,25 171,4+ 31,27 0,012
Cholesterol LDL

LDL-cholesterol (mmol/l) 103,36 + 35,77 93,14 + 29,13 0,099
Cholesterol HDL

HDL-cholesterol (mmol/l) 53,41 £ 11,86 57,37+ 13,29 0,143
Trojglicerydy

Triglycerides (mmol/l) 108,32 + 41,79 82,13 £41,91 0,008
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Parametry kliniczne Grupa 2C Grupa 2D

! b‘lo.chemlczn? . Group 2C Group 2D p
Clinical and biochemical (n=36) (n=149)

parameters

Cisnienie skurczowe "

Systolic blood pressure (mmHg) 121,0+9,0 114,0 £ 10,0 <0,001
Ci$nienie rozkurczowe " %

Diastolic blood pressure (mmHg) 76,0£9,0 72,070 0,023

* roznica istotna statystycznie pomiedzy grupa 2C i grupa 2D (p<0,05)
* statistical significance between group 2C and group 2D (p<0.05)

4.17.2. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B po 4 latach

obserwacji u pacjentow z udokumentowang retinopatia (grupa 2C)

i bez retinopatii cukrzycowej (grupa 2D)

Aktywnos¢ enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzyméw A (p<0,001) i B

(p=0,002) w surowicy krwi oraz enzymu NAG (p<0,001) i jego izoenzymow A

(p<0,001) i B (p<0,001) w moczu u dzieci z udokumentowang retinopatia (grupa

2C) byla statystycznie znamiennie wyzsza w poréwnaniu do grupy pacjentow bez

zmian w narzadzie wzroku (grupa 2D) (tab. 49).

Tab. 49. Poziom aktywno$ci enzymu NAG i jego izoenzymoéw A i B po 4 latach obserwacji u
pacjentow z retinopatia (grupa 2C) oraz u pacjentow bez retinopatii cukrzycowej (grupa 2D).

Tab. 49. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in patients diagnosed with type 1
diabetes mellitus presenting with documented retinopathy (group 2C) and those without
diabetic retinopathy (group 2D) assessed after 4 years of clinical observation.

Parametry biochemiczne Grupa 2C/ Group 2C | Grupa 2D / Group 2D
Biochemical parameters (n=36) (n=149) P
?gmeleg’g}fg 46,64 + 13,75% 31,26 + 13,96 <0,001
gﬁfmANvAf guzo(wd/‘g 36,92 + 12,83* 23,54+ 12,79 <0,001
?ﬁmeNZ g“g’(WUi/cl-‘)/ 9,72 + 2,65* 7,78 +£2,52 0,002
Zfiifevx,fgc(zg/g/r fg)kreat') 36,79 + 9,48* 18,94 + 10,28 <0,001
Zﬁi‘?ﬁ&ﬁ’%}jﬁi %’ kreat.) 26,94 + 8,64* 14,66 + 10,81 <0,001
Zfi;?e]]g\/XGm;(;Z(}l'/gil/’ ?) kreat.) 0,44 + 2,44% 491 +2.98 <0,001

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 2C i grupa 2D (p<0,05)
* statistical significance between group 2C and group 2D (p<0.05)
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4.17.3. Parametry immunologiczne po 4 latach obserwacji u pacjentow z udoku-
mentowang retinopatia (grupa 2C) i bez retinopatii cukrzycowej (grupa
2D)

Pacjenci z objawami retinopatii cukrzycowej (grupa 2C) w poréwnaniu z pa-
cjentami bez zmian w narzadzie wzroku (grupa 2D) wykazywaly statystycznie
znamiennie wyzsze wartosci poziomu TNF-a (p<0,001) i VEGF (p<0,001) w suro-
wicy krwi oraz istotnie nizsze wartosci IL-12 (p<0,001) i IL-10 (p<0,001) w surowi-

cy krwi (tab. 50).

Tab. 50. Parametry immunologiczne po 4 latach obserwacji u pacjentdw z retinopatia (grupa
2C) oraz u pacjentow bez retinopatii (grupa 2D).

Tab. 50. Immunologic parameters of the patients diagnosed with type 1 diabetes mellitus
presenting with presenting with documented retinopathy (group 2C) and those without diabetic
retinopathy (group 2D) assessed after 4 years of clinical observation.

Parametry immunologiczne | Grupa 2C/ Group 2C | Grupa 2D / Group 2D
Immunologic parameters (n=36) (n=149) P
ggﬁnj‘ ;VN;“_SL"(’E;ZHD 5,68 (2,2 — 17,34)* 1,93 (0,00 —13,6) | <0,001
;’53’5 ;V;g?gigzm) 647,9 (97,7 — 1023,3)% | 332,6(89,3— 1003,2) | <0,001
g;rifn V;;_‘;?gg/yml) 0,77 (0,00 — 6,78)* 2,45 (0,00 132) | <0,001
g;;i?n";;_‘}rg‘(’ggml) 0,50 (0,00 — 3,1) * 2,82 (0,00-19.2) | <0,001

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 2C i grupa 2D (p<0,05)
* statistical significance between group 2C and group 2D (p<0.05)

4.18. ANALIZA PARAMETROW KLINICZNYCH, BIOCHEMICZNYCH I
IMMUNOLOGICZNYCH PACJENTOW Z CUKRZYCA TYPU 1, U KTORYCH
ZAROWNO NA POCZATKU BADANIA,JAK I PO 4 LATACH OBSERWACJI NIE
UDOKUMENTOWANO NEFROPATII I RETINOPATII CUKRZY COWEJ

4.18.1. Parametry kliniczne i biochemiczne pacjentow, u ktérych zaré6wno na po-
czatku badania (grupa 1E) jak i po 4 latach obserwacji (grupa 2E) nie
udokumentowano nefropatii i retinopatii cukrzycowej

W dalszej czesci pracy poréwnano te same parametry kliniczne i biochemiczne na

poczatku badania (grupa 1E) 1 po 4 latach obserwacji pacjentéw (grupa 2E), u ktorych



Wyniki 117

przez caty okres prowadzonych badan nie udokumentowano objawdw nefropatii i reti-
nopatii cukrzycowej. Nie wykazano istotnych réznic w zakresie HbAlc (8,06 = 1,92
vs 7,88 £ 1,42), CRP (1,25 = 0,89 vs 1,23 = 1,03), cystatyny C (0,58 £+ 0,19 vs
0,60 + 0,16) cholesterolu calkowitego (165,50 £+ 28,56 vs 168,29 + 29,23 ), jego frak-
cji LDL (87,04 + 25,76 vs 91,23 + 28,78) i HDL cholesterolu (61,19 + 13,21 vs
58,07 + 13,04), trojglicerydow (78,11 + 33,19 vs 76,74 + 35,11), ciSnienia skurczo-
wego (110,40 £+ 10,79 vs 113,50 £+ 10,09) i rozkurczowego (70,10 + 8,23 vs
71.71 + 6,81) pomiedzy grupa E i grupa 2E. Stwierdzono natomiast istotny wzrost
poziomu dobowego wydalania albumin w moczu po 4 latach obserwacji (8,72 + 5,80 vs

10,79 £+ 6,07), ale poziom albumin grupy 2E nie przekraczatl 20 mg/dobg (tab. 51).

Tab. 51. Parametry kliniczne i biochemiczne pacjentéw, u ktérych zarowno na poczatku bada-
nia (grupa E) jak i po 4 latach obserwacji (grupa 2E) nie udokumentowano nefropatii i retinopa-
tii cukrzycowe;.

Tab. 51. Clinical and biochemical parameters of the patients diagnosed with type 1 diabetes
mellitus presenting with no sign of neither nephropathy nor retinopathy, assessed at the
beginning of the study (group E) and after 4 years of clinical observation (group 2E).

Parametry kliniczne Grupa 1E Grupa 2E

i biochemiczne Group 1E Group 2E p
Clinical and biochemical parameters (n=123) (n=123)

Wiek (lata) / Age (years) 11,33 + 3,80* 15,30 £ 3,80 <0,001
Pte¢ (K/M) / Sex (F/M) 60/63 60/63 0,781
Czas trwania choroby (lata) %

Duration of diabetes (years) 3,24£2,03 7,12£2,05 <0,001
Wiek zachorpwamg (lata) 8.22 +3.70 8.22 +3.70 1
The age at diagnosis (vears)

BMI (kg/m?) 18,50 £ 3,13* 19,90 £+ 1,30 0,030
Glukoza w surowicy 146,84 + 49,20 134,63 + 32,72 0,230
Serum glucose (mg/dl)

HbAlc (%) 8,06 + 1,92 7,88 + 1,42 0,489
CRP (mg/l) 1,25 +£0,89 1,23 + 1,03 0,363
Kreatynina / Creatinine (mg/dl) 0,73 +0,13 0,75+0,11 0,089
Albuminuria (mg/dobg) 8,72 £ 5,80* 10,79 £ 6,07 0,005
Cystatyna C / Cystatine C (mg/1) 0,58 £0,19 0,60 £0,16 0,098
Cholesterol catkowity

Total cholesterol (mmol/l) 165,50 + 28,56 168,29 £ 29,23 0,102
Cholesterol LDL

LDL-cholesterol (mmol/l) 87,04 £25,76 91,23 £28,78 0,663
Cholesterol HDL

HDL-cholesterol (mmol/l) 61,19+ 13,21 58,07 = 13,04 0,103
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Parametry kliniczne Grupa 1E Grupa 2E

i biochemiczne Group 1E Group 2E P
Clinical and biochemical parameters (n=123) (n=123)

Trojglicerydy

Triglycerides (mmol/l) 78,11 + 33,19 76,74 + 35,11 0,674
Ci$nienie skurczowe

Systolic blood pressure (mmHg) 110,0+11,0 13,0+ 10,0 0,061
Cisnienie rozkurczowe (mmHg) 70,0 + 8,0 72.0+7.0 0,056

Diastolic blood pressure (mmHg)

* roznica istotna statystycznie pomiedzy grupa 1E i grupa 2E (p<0,05)
* statistical significance between group 1E and group 2E (p<0.05)

4.18.2. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B pacjentow, u
ktorych zarowno na poczatku badania (grupa 1E) jak i po 4 latach obser
wacji (grupa 2E) nie udokumentowano nefropatii i retinopatii cukrzyco-
wej

Poréwnujac aktywnos¢ enzymu NAG (p=0,067) i jego izoenzymu A (p=0,088) 1 B
(p=0,163) w surowicy krwi oraz enzymu NAG (p=0,058) i jego izoenzymu B (p=0,083)
w moczu u tych samych dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku badania (grupa 1E) i po 4
latach obserwacji (grupa 2E), u ktorych przez caly okres prowadzonych badan nie
stwierdzono objawOw nefropatii 1 retinopatii cukrzycowe] nie wykazano réwniez
istotnych roznic w zakresie badanych enzymow, poza aktywnos$cia izoenzymu A

(p=0,032) w moczu, ktéra byla istotnie nizsza w grupie 1E niz w grupie 2E (tab. 52).
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Tab. 52. Poziom aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymow A i B pacjentow, u ktorych za-
roéwno na poczatku badania (grupa E) jak i po 4 latach obserwacji (grupa 2E) nie udokumento-
wano nefropatii i retinopatii cukrzycowe;j.

Tab. 52. Activity of the NAG enzyme and its A and B isoforms in patients diagnosed with type 1
diabetes mellitus presenting with no sign of neither nephropathy nor retinopathy, assessed at
the beginning of the study (group E) and after 4 years of clinical observation (group 2E).

Parametry biochemiczne g:‘olg; 115 2;25; ;g p
Biochemical parameters (n=123) (n=123)
I;ﬁfmvjvzuéog}fg 25,67 + 9,89 27,34 £ 10,60 0,067
?gfmANZ g‘j"(WUI/CDY 19,37 + 8,33 20,06 + 9,48 0,088
?gmeNZ (S;“;O(WUifg 6,18 +2,89 7,17 +2,32 0,163
gzi‘xfgc(zg/g(% _g)kreat') 13,13+ 4,75 14,52+ 5,71 0,058
522‘?%“}5%‘2% % kreat.) 9,62 % 3,93* 11,60+ 9,73 0,032
ggi?vjc;mgc(z;/g(g %3 kreat.) 3,44+ 148 3,82+ 1,83 0,083

* rdznica istotna statystycznie pomigdzy grupa 1E i grupa 2E (p<0,05)
* statistical significance between group IE and group 2E (p<0,05)

4.18.3. Parametry immunologiczne pacjentow, u ktorych zaréwno na poczatku
badania (grupa 1E) jak i po 4 latach obserwacji (grupa 2E) nie udokumen-
towano nefropatii i retinopatii cukrzycowej

W dalszym etapie badan nie wykazano istotnych réznic w zakresie poziomu
TNF-a (p=0,061) poréwnujac ta samg grupe¢ pacjentow, u ktorej zar6wno na po-
czatku badania (grupa 1E), jak i po 4 latach (grupa 2E) nie stwierdzono objawow
nefropatii i retinopatii cukrzycowej. Natomiast wykazano statystycznie znamiennie
nizsze wartosci poziomu VEGF oraz istotnie nizsze wartosci poziomu IL-12 i IL-10

w grupie 1E niz w grupie 2E (tab. 53).



120

Malgorzata MySliwiec

Tab. 53. Parametry immunologiczne pacjentow, u ktdrych zarowno na poczatku badania (grupa
1E) jak i po 4 latach obserwacji (grupa 2E) nie udokumentowano nefropatii i retinopatii cukrzy-

cowej.

Tab. 53. Immunologic parameters of the patients diagnosed with type 1 diabetes mellitus
presenting with presenting with no sign of neither nephropathy nor retinopathy, assessed at the

beginning of the study (Group E) and after 4 years of clinical observation (Group 2E).

Serum IL-10 (pg/ml)

. . Grupa 1E Grupa 2E
Parametry immunologiczne

. Group 1E Group 2F p
Immunologic parameters (n=123) (n=123)
TNF-o w surowicy
Serum TNF-a (pg/ml) 0,53 (0,00 — 4,6) 0,86 (0,00 — 5,1) 0,061
VEGF w surowicy %
Serum VEGF (pg/ml) 159,53 (13,45 -731,5) 199,78 (19,34 — 540,23) | 0,008
IL-12 w surowicy "
Serum IL-12 (pg/ml) 2,45 (0,00 — 18,8) 2,92 (0,00 — 13,2) 0,038
IL-10'w surowicy 2,11 (0,00 — 14,8) * 3,30 (0,00 1920) | 0,001

* roznica istotna statystycznie pomig¢dzy grupa 1E i 2E (p<0,05)

* statistical significance between group 1E and group 2E (p<0.05)

4.19. CZYNNIKI RYZYKA ROZWOJU NEFROPATII CUKRZYCOWEJ

Analiza regresji logistycznej wieloczynnikowej dla zmiennej zaleznej albuminurii

wykazata, iz warto$ci poziomu VEGF (OR=15,1; p=0,001) CRP (OR=4,5; p=0,007),

TNF-o (OR=2,2; p=0,001) (w kolejnosci wedlug sity dziatania) sa czynnikami istotnie

zwigkszajacymi ryzyko wystapienia nefropatii cukrzycowej w badanej grupie dzieci

z cukrzyca typu 1. Ponadto wykazano, iz poziom IL-12 (OR=0,6; p=0,001) istotnie

zmniejsza ryzyko rozwoju nefropatii cukrzycowej (ujemny wspolczynnik regresji)

(tab. 54)
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Tab. 54. Ryzyko wystapienia nefropatii cukrzycowej w zaleznosci od badanych zmiennych.
Wyniki regresji logistycznej wieloczynnikowej.

Tab. 54. The risk of diabetic nephropathy with regard to the analyzed parameters. Results of
multivariate logistic regression analysis.

95% przedzial
Skladowe Wspoélczynnik w]zlq(;llcszta:ﬁiz::zv); Tloraz ufnosci
modelu regresji polczy gr. szans | 95% confidence
. Standard error of p .

Model Coefficient coefficient Odds interval
components of regression . ratio .

of regression min. max
Wyraz wolny 93 2.0 0,000
Intercept
VEGF 2,7 0,8 0,001 15,1 3,1 74,0
CRP 1,5 0,6 0,007 4,5 1,5 13,7
IL-12 -0,6 0,2 0,010 0,6 0,4 0,9
TNF-a 0,8 0,2 0,001 2,2 1,4 3,6

4.20. CZYNNIKI RYZYKA ROZWOJU RETINOPATII CUKRZYCOWEJ

Analiza regresji logistycznej wieloczynnikowej dla zmiennej zaleznej retinopatii
wykazata, iz warto$ci poziomu HbAlc (OR=153,7; p=0,028), VEGF (OR=32,5;
p=0,001), czas trwania choroby (OR=3,1; p<0,001), TNF-a (OR=2,6; p=0,037) (w ko-
lejnosci wedtug sity dziatania) sa czynnikami istotnie zwigkszajacymi ryzyko wystapie-
nia retinopatii cukrzycowej w badanej grupie dzieci z cukrzyca typu 1. Ponadto wyka-
zano, iz poziom IL-12 (OR=0,6; p=0,035) istotnie zmniejsza ryzyko rozwoju retinopatii

cukrzycowej (ujemny wspotczynnik regresji) (tab. 55).
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Tab. 55. Ryzyko wystapienia retinopatii cukrzycowej w zalezno$ci od badanych zmiennych.
Wyniki regresji logistycznej wieloczynnikowej.

Tab. 55. The risk of diabetic retinopathy with regard to the analyzed parameters. Results of
multivariate logistic regression analysis.

95% przedzial

Skladowe Wspoélczynnik w]zlq(;llcszta:ﬁiz::zv); Tloraz ufnosci
modelu regresji polczy gr. szans | 95% confidence

. Standard error of p .
Model Coefficient . 0dds inderval

. coefficient of regres- .
components of regression . ratio .
sion min. max

Wyraz wolny 18,6 3.0 0,000
Intercept
VEGF 3,5 1,0 0,001 32,5 4,3 244.6
Czas trwania
DM 1,1 0,3 0,000 3,1 1,7 5,9
HbA1c% 5,0 2,3 0,028 153,7 1,7 137358’
IL-12 -0,6 0,3 0,035 0,6 0,3 1,0
TNF-a 0,5 0,3 0,037 2,6 1,0 2,7

4.21. WYNIKI LECZENIA INHIBITORAMI KONWERTAZY ANGIOTENSYNY

4.21.1. Poziom wydalania albumin w moczu na poczatku badania i po 4 latach
obserwacji u pacjentow z udokumentowang mikroalbuminurig i leczonych
inhibitorami ACE-I (grupa 1.5, n=28) oraz u pacjentow z progresja w Kie-
runku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji bez leczenia ACE-I (gru-
pa 1.2, n=32)

Poziom wydalania albumin w moczu u pacjentéw z udokumentowana mikroalbu-

minurig na poczatku badania i1 leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5) obnizyt

si¢ tylko do wartosci 24,34 + 3,23 mg/dobg (ryc. 44).
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Ryc. 44. Wptyw leczenia inhibitorami ACE na poziom albuminurii. Wspotczynnik istotnosci
dla interakcji p<0,001.

Fig. 44. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the rate of albuminuria. P-value for
the interaction is <0.001.

4.21.2. Aktywnos$¢ enzymu NAG w surowicy krwi na poczatku badania i po
4 latach obserwacji u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria na
poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28)
oraz u pacjentow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach
obserwacji nieleczonych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupe dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria
na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28)) z grupa pacjen-
tow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczonych
ACE-I (grupa 1.2, n=32) nie wykazano istotnych r6znic w zakresie aktywnosci enzymu

NAG w surowicy krwi w trakcie 4-letniej obserwacji (p=0,164) (ryc. 45).
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Ryc. 45. Wplyw leczenia inhibitorami ACE na poziom aktywno$ci enzymu NAG w surowicy
krwi. Wspotczynnik istotno$ci dla interakcji p<0,001.

Fig. 45. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the seum activity of the NAG enzyme.
P-value for the interaction is <0.001.

4.21.3. Aktywnos¢ izoenzymu NAGA w surowicy krwi na poczatku badania i po 4
latach obserwacji u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria na
poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u
pacjentow z progresja w Kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwa-
cji nieleczonych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria
na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5)) z grupa pa-
cjentdw z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczonych
ACE-I (grupa 1.2) nie wykazano istotnych r6znic w zakresie aktywnos$ci izoenzymu

NAGA w surowicy krwi w trakcie 4-letniej obserwacji (p=0,144) (ryc. 46).
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Ryc. 46. Wptyw leczenia inhibitorami ACE na aktywno$¢ izoenzymu NAG A w surowicy krwi.
Wspdtczynnik istotnosci dla interakcji p<0,001.

Fig. 46. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the serum activity of the NAG A
isoenzyme. P-value for the interaction is <0.001.

4.214.

Aktywnos¢ enzymu NAG w moczu na poczatku badania i po 4 latach ob-
serwacji u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria na poczatku
badania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u pacjentow
z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji niele-
czonych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria

na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5) z grupa pacjen-

tow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczonych

ACE-I (grupa 1.2) nie wykazano istotnych réznic w zakresie aktywnosci enzymu NAG

w moczu w trakcie 4-letniej obserwacji (p=0,080) (ryc. 47).
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Ryc. 47. Wplyw leczenia inhibitorami ACE na aktywno$¢ enzymu NAG w moczu. Wspolczyn-
nik istotnos$ci dla interakcji p<0,001.

Fig. 47. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the urine activity of the NAG en-
zyme. P-value for the interaction is <0.001.

4.21.5. Aktywnos¢ izoenzymu NAGA w moczu na poczatku badania i po 4 latach
obserwacji u pacjentow z udokumentowang mikroalbuminurig na poczat-
ku badania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u pacjen-
tow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie-
leczonych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria
na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5, n=28)) z grupa
pacjentow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczo-
nych ACE-I (grupa 1.2, n=32) nie wykazano istotnych réznic w zakresie aktywnos$ci
izoenzymu NAGA w moczu w trakcie 4-letniej obserwacji (p=0,060) (ryc. 48).
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Ryc. 48. Wplyw leczenia inhibitorami ACE na aktywnos$¢ izoenzymu NAG A w moczu.
Wspdtczynnik istotnosci dla interakcji p<0,001.

Fig. 48. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the urine activity of the NAG A
isoenzyme. P-value for the interaction is <0.001.

4.21.6. Aktywnos¢ izoenzymu NAGB w moczu na poczatku badania i po 4 latach
obserwacji u pacjentow z udokumentowang mikroalbuminuria na poczat-
ku badania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u pacjen-
tow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie-
leczonych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria

na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5) z grupa pacjen-

tow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczonych

ACE-I (grupa 1.2) nie wykazano istotnych r6znic w zakresie aktywnos$ci izoenzymu

NAGB w moczu w trakcie 4-letniej obserwacji (p=0,097) (ryc. 49).
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Ryc. 49. Wplyw leczenia inhibitorami ACE na aktywno$¢ izoenzymu NAG B w moczu.
Wspdlczynnik istotnosci dla interakcji p<0,001.

Fig. 49. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the urine activity of the NAG B
isoenzyme. P-value for the interaction is <0.001.

4.21.7. Poziom TNF-a w surowicy krwi na poczatku badania i po 4 latach obser-
wacji u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria na poczatku ba-
dania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u pacjentow z
progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczo-
nych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria
na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5) z grupa pacjen-
tow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczonych
ACE-I (grupa 1.2) nie wykazano istotnych r6znic w zakresie poziomu TNF w trakcie

4-letniej obserwacji (p=0,399) (ryc. 50).
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Ryc. 50. Wplyw leczenia inhibitorami ACE na poziom TNF-a w surowicy krwi. Wspotczynnik
istotnosci dla interakcji p<<0,001.

Fig. 50. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the level of TNF-o in serum. P-value
for the interaction is <0.001.

4.21.8. Poziom VEGF w surowicy krwi na poczatku badania i po 4 latach obser-
wacji u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria na poczatku ba-
dania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u pacjentow z
progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczo-
nych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria
na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5, n=28)) z grupa
pacjentow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczo-
nych ACE-I (grupa 1.2, n=32) nie wykazano istotnych réznic w zakresie poziomu

VEGF w trakcie 4-letniej obserwacji (p=0,079) (ryc. 51)
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Ryc. 51. Wptyw leczenia inhibitorami ACE na poziom VEGF w surowicy krwi. Wspotczynnik
istotnosci dla interakcji p<<0,001.

Fig. 51. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the level of the VEGF in serum.
P-value for the interaction is <0.001.

4.21.9. Poziom IL-12 w surowicy krwi na poczatku badania i po 4 latach obser-
wacji u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria na poczatku ba-
dania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u pacjentow z
progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczo-
nych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria
na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5) z grupa pacjen-
tow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczonych
ACE-I (grupa 1.2) nie wykazano istotnych r6znic w zakresie poziomu IL-12 w trakcie

4-letniej obserwacji (p=0,837) (ryc. 52).
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Ryc. 52. Wplyw leczenia inhibitorami ACE na poziom IL-12 w surowicy krwi. Wspotczynnik
istotnosci dla interakcji p<<0,001.

Fig. 52. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the level of the IL-12 in serum.
P-value for the interaction is <0.001.

4.21.10. Poziom IL-10 w surowicy krwi na poczatku badania i po 4 latach obser-
wacji u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria na poczatku ba-
dania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u pacjentow z
progresja w Kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji nie leczo-
nych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria
na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (ACE-I) (grupa 1.5) z grupa pacjen-
tow z progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji 1 nie leczonych
ACE-I (grupa 1.2) nie wykazano istotnych r6znic w zakresie poziomu IL-10 w trakcie
4-letniej obserwacji (p=0,287), ale zaobserwowano w tym czasie tendencj¢ do wzrostu
poziomu IL-10 w grupie 1.5 oraz obnizania si¢ poziomu tej cytokin w grupie 1.2

(ryc. 53).
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Ryc. 53. Wplyw leczenia inhibitorami ACE na poziom IL-10 w surowicy krwi. Wspotczynnik
istotnosci dla interakcji p<<0,001.

Fig. 53. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the level of the IL-10 in serum.
P-value for the interaction is <0.001.

4.21.11. Wielkos$¢ ciSnienia skurczowego i rozkurczowego na poczatku badania i po
4 latach obserwacji u pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria na
poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5, n=28) oraz u
pacjentow z progresja w kKierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwa-
cji nie leczonych ACE-I (grupa 1.2, n=32)

Poréwnujac grupg dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria
na poczatku badania i leczonych inhibitorami ACE (grupa 1.5) z grupa pacjentéw z
progresja w kierunku mikroalbuminurii po 4 latach obserwacji i nie leczonych ACE-I
(grupa 1.2) nie wykazano istotnych réznic w zakresie wielko$ci ci$nienia skurczowego
jak 1 rozkurczowego w trakcie 4-letniej obserwacji (p=0,085), ale zaobserwowano w
tym czasie tendencje do wzrostu zarowno ci$nienia skurczowego jak i rozkurczowego w

grupie 1.2 (ryc. 54).
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Ryc 54. Wptyw leczenia inhibitorami ACE na wielkos¢ ci$nienia skurczowego i rozkurczowe-
go. Wspolczynnik istotnosci dla interakcji p<0,001.

Ryc 54. The effect of the treatment with ACE-inhibitors on the values of systolic and diastolic
arterial blood pressure. P-value for the interaction is <0.001.



5. DYSKUSJA

Nefropatia i retinopatia cukrzycowa sa najpowazniejszymi péznymi powikltaniami
rozwijajacymi si¢ u osob chorych na cukrzycg typu 1. Wynika to zardwno z ich wptywu
na skrocenie czasu przezycia pacjentow, jak i na jako$¢ zycia chorych w okresie rozwi-
jajacej si¢ niewydolnosci nerek i1 narzadu wzroku [185, 189]. Obecnie w codzienniej
praktyce lekarskiej markerami identyfikujacymi osoby zagrozone wystapieniem nefro-
patii i retinopatii cukrzycowej, jest zwigkszone wydalanie albumin w moczu oraz zmia-
ny patologiczne na dnie oka w badaniu okulistycznym [190 — 192]. Mikroalbuminuria
tylko sporadycznie wystepuje w ciagu pierwszych 5 lat trwania cukrzycy. Najczesciej
pojawia si¢ ona po 6 latach od rozpoznania cukrzycy, a po 20 latach choroby odsetek
wystgpowania mikroalbuminurii wérod pacjentdw osiaga nawet 50 — 60% [193,194]. W
prezentowanej pracy u zadnego pacjenta nie stwierdzono mikroalbuminurii w ciagu
pierwszych 5 lat trwania cukrzycy. Po uptywie 5 lat trwania choroby mikroalbuminuri¢
wykazano na poczatku badania w 2003 roku u 17,3% pacjentow, a po 4 latach obserwa-
cji w 2007 roku nastapit wzrost do 21%. Czgsto§¢ wystgpowania mikroalbuminurii w
populacji chorych na cukrzyce typu 1 w wieku rozwojowym oceniania jest przez roz-
nych autorow prac od 7 do 22% w zaleznosci od liczebnos$ci 1 wieku badanej grupy oraz
czasu trwania ich choroby [194 — 196].

W ciagu ostatnich lat autorzy podkreslaja w swoich pracach, iz mikroalbuminuria
jest objawem nie tylko rozwijajacej si¢ nefropatii cukrzycowej, ale rOwniez zmian w
narzadzie wzroku w przebiegu cukrzycy typu 1 [92, 93, 102, 197]. W badaniach tych
autorzy zwracaja ponadto uwage na fakt, iz objawy nefropatii cukrzycowej w postaci
mikroalbuminurii 1 makroalbuminurii zwigkszaja ryzyko rozwoju retinopatii nieprolife-
racyjnej oraz moga nasila¢ postgp retinopatii nieproliferacyjnej i jej przejscie w postac
proliferacyjna. W przekrojowym badaniu EURODIAB stwierdzono, iz pacjenci z cu-
krzyca typu 1 i retinopatia wykazywali wyzsze wydalanie albumin w moczu 1 wyzsze
ci$nienie tetnicze w poroéwnaniu do pacjentow, ktorzy nie wykazywali zmian w narza-
dzie wzroku [106]. W obecnej pracy rowniez wykazano statystycznie znamiennie wyz-
szy dobowy poziom wydalania albumin w moczu oraz istotnie wyzsze ci$nienie skur-

czowe 1 rozkurczowe w grupie dzieci z cukrzyca typu 1 i z udokumentowana retinopatia
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cukrzycowa w poréwnaniu do grupy pacjentow bez zmian w narzadzie wzroku zaro6wno
na poczatku badania, jak i po 4 latach obserwacji.

Mimo prowadzonych licznych prac badawczych brak jednoznacznych pogladow
okreslajacych czgstos¢ 1 przyczyny wystgpowania nefropatii 1 retinopatii u dzieci z cu-
krzyca typu 1. Ale z wigkszosci doniesien wynika jednak, iz cz¢stos¢ zmian w narza-
dzie wzroku i nerkach jest mniejsza lub nie stwierdza si¢ jej wcale u dzieci, ktore zacho-
rowaly na cukrzyce typu 1 przed okresem pokwitania, z cukrzyca trwajaca do 5-10 lat,
prawidtowym poziomem lipidow, prawidlowym ci$nieniem tgtniczym oraz prawidto-
wym wyrownaniem metabolicznym choroby [198 — 200].

Kullberg i wsp. w swoich badaniach wykazali, iz ryzyko retinopatii jest uzaleznio-
ne przede wszystkim od wieku zachorowania na cukrzyce, niezaleznie od wplywow
czasu trwania choroby i kontroli glikemii [201]. Autorzy pracy stwierdzili, 1z czgstos¢
retinopatii byta najmniejsza w grupie pacjentow, u ktorych cukrzyce typu 1 rozpoznano
przed 6 rokiem zycia. Zblizone wyniki badan uzyskali Donaghue i wsp. [202] oraz
Svensson 1 wsp. [203], ktérzy na podstawie badan prospektywnych stwierdzili, iz wiek
zachorowania na cukrzycg typu 1 ponizej 5 roku zycia znacznie opdznia rozwoj nefro-
patii i retinopatii cukrzycowej. W tych samych pracach autorzy zaobserwowali, iz nie-
prawidlowe wyréwnanie metaboliczne w czasie pierwszych 5 lat trwania choroby u
wszystkich pacjentow, niezaleznie od wieku zachorowania na cukrzyce istotnie przy-
$piesza czas pojawienia si¢ retinopatii cukrzycowej. Obserwacje wtasne udokumento-
waly fakt, iz zmiany w narzadzie wzroku oraz mikroalbuminuria sporadycznie ujawnia-
ja si¢ u dzieci z cukrzyca typu 1 przed uplywem 5 lat trwania choroby. Natomiast anali-
za statystyczna nie wykazala istotnego zwiazku pomigdzy wiekiem zachorowania na
cukrzyce a ryzykiem rozwoju zaréwno retinopatii jak i nefropatii cukrzycowej. Wspot-
zaleznos$¢ ta wykazano wprowadzajac dodatkowo do analizy statystycznej, poza wie-
kiem zachorowania na cukrzyceg typu 1 chorych réwniez ich stopien wyrdwnania meta-
bolicznego. Wykazano wowczas, iz poziom HbAlc powyzej 10% mial istotny wplyw
na wzrost wydalania albumin w moczu i rozw6j zmian w narzadzie wzroku, szcze-
gollnie u tych pacjentow, u ktorych cukrzyca ujawnila si¢ przed 10 roku zycia.

Nadal niewyjasnionym problemem jest rola udziatu istniejacych zaburzen w go-

spodarce lipidowej u chorego na cukrzycg typu 1 w rozwoju nefropatii i retinopatii cu-
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krzycowej. Wyniki przeprowadzonych badan sa niejednoznaczne i prowadzone byly
gléwnie w populacji oséb dorostych. Grupa licznych autoréw uwaza, iz wzrost poziomu
trojglicerydow, cholesterolu, gléwnie jego frakcji LDL obserwowany w pierwszych
latach choroby wptywa na rozwdj mikroalbuminurii i zmian w narzadzie wzroku [204 —
205]. Ostatnio pojawily si¢ prace sugerujace, iz st¢zenie cholesterolu jest niezaleznym
czynnikiem progresji zmian w nerkach w przebiegu cukrzycy typu 1, ale dopiero w fa-
zie jawnej nefropatii cukrzycowej [206 — 207]. Autorzy tych prac uwazaja, ze zwigk-
szone wydalanie biatek z moczem w postaci makroalbuminurii znacznie zaburza meta-
bolizm gospodarki lipidowe;j. Ich zdaniem powstata dyslipidemia moze doprowadzi¢ do
dalszej progresji nefropatii cukrzycowej, ale dopiero wtedy gdy $Sciany naczyn wiloso-
watych kigbuszka nerkowego sa juz znacznie uszkodzone.

Prezentowane wyniki badan zaburzen lipidowych u dzieci z cukrzyca typu 1 sa
roOwniez niejednoznaczne. Jedni autorzy w swoich pracach wykazali istniejace zaburze-
nia lipidowe u dzieci z cukrzyca typu 1, pomimo prawidlowego wyréwnania metabo-
licznego choroby [208 — 210], ale z obciazonym wywiadem rodzinnym w kierunku cho-
rob uktadu sercowo-naczyniowego [211]. Wyniki innych badan wskazuja, iz w przebie-
gu cukrzycy typu 1 poziom trojglicerydéw, frakcji LDL- i HDL-cholesterolu jest zalez-
ny od poziomu wyréwnanie metabolicznego choroby [212 — 214]. Jankowska 1 wsp. w
przeprowadzonych badaniach stwierdzila istotna dodatnia korelacje pomiedzy pozio-
mem HbAIc a stezeniem trdjglicerydow, cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji
LDL-cholesterolu, ale w grupie pacjentow chorujacych na cukrzycg typu 1 dtuzej niz 5
lat [215]. W obecnej pracy nie stwierdzono zaburzen lipidowych u dzieci z cukrzyca
typu 1 z poziomem HbAlc ponizej 7,5%. Zaburzenia profilu lipidowego w postaci tyl-
ko wzrostu cholesterolu catkowitego 1 jego frakcji LDL-cholesterolu jedynie wykazano
u pacjentow z poziomem HbAlc powyzej 7,5% 1 z udokumentowana retinopatia cu-
krzycowa. Za interesujace spostrzezenie nalezy przyjac fakt, iz nie wykazano istotnych
réznic w zakresie parametrow gospodarki lipidowej pomigdzy grupa dzieci z cukrzyca
typu 1 a grupa dzieci zdrowych, a takze pomiedzy grupa dzieci z udokumentowana mi-
kroalbuminuria a grupa pacjentéw bez objawow nefropatii cukrzycowej. W przeprowa-
dzonej analizie statystycznej nie wykazano rowniez istotnego wzrostu poziomu chole-

sterolu catkowitego (p=0,129), jego frakcji LDL (p=0,354), jego frakcji HDL (p=0,402)
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oraz poziomu trojglicerydéw (p=0,082) w czasie 4-letniej obserwacji badanych pacjen-
tow. Podobne sa obserwacje Glowinskiej i wsp., ktora nie wykazata istotnych réznic w
zakresie wskaznikéw gospodarki lipidowej porownujac grupe dzieci chorujacych na
cukrzyce typu 1 z grupa dzieci zdrowych [216]. Z kolei w badaniach Szadkowskiej 1
wsp. parametry gospodarki lipidowej nie roznity si¢ istotnie porownujac grupe¢ dzieci z
cukrzyca typu 1 z podwyzszonym ci$nieniem tgtniczym, okreslonym jako stan przed-
nadci$nieniowy [217] z grupa pacjentow z prawidtlowym ci$nieniem tetniczym [218].
Zaskakujace tez byly wyniki badan uzyskane przez Lipinska i wsp, ktora nie wykazata
istotnych réznic pomigdzy parametrami lipidowymi poréwnujac grupg pacjentdw z cu-
krzyca typu 1 z objawami retinopatii nieproliferacyjnej z grupa chorych wolnych od
powiktan naczyniowych [219]. Tymbardziej, iz Kordonouri i wsp. donosza, iz u dzieci z
cukrzyca typu 1 wyzszy poziom trdjglicerydow i LDL-cholesterolu moze sprzyja¢ dal-
szej progresji juz istniejacej retinopatii cukrzycowej [220].

Wyniki przedstawione w tej pracy oraz uzyskane z przeprowadzonych w
ostatnich latach badaniach sklaniaja mnie do wysunigcia wniosku, iz wystepowanie
zaburzen lipidowych u dzieci z cukrzyca typu 1 jest wyrazem juz istniejacych za-
burzen metabolicznych w przebiegu choroby, ale ich ujawnienie si¢ jest zwigzane z
dluzszym czasem trwania choroby i z zaawansowanym stopniem rozwoju nefropa-
tii i retinopatii cukrzycowej. Tak wigc, prawidlowy profil lipidowy u dzieci z cukrzy-
ca typu 1 w pierwszych latach choroby nie moze gwarantowac, iz w dalszym przebiegu
cukrzycy nie rozwing si¢ objawy kliniczne nefropatii 1 retinopatii cukrzycowe;.

Na obecnym etapie wiedzy juz wiadomo, ze zanim dojdzie do powstania klinicz-
nie jawnych zmian na dnie oka oraz mikroalbuminurii u pacjentéw z cukrzyca typu 1, w
badaniu immunohistopatologicznym widoczne sa juz zmiany morfologiczne w obrg¢bie
siatkowki 1 klebuszka nerkowego [55, 105]. Dlatego wciaz przedmiotem badan jest po-
szukiwanie jeszcze wczesniejszych wskaznikow uszkodzenia narzadu wzroku i nerek w
pierwszych latach choroby, kiedy ogolnie dostgpne i badane parametry funkcji tych
narzadow jeszcze nie wykazuja nieprawidtowosci [221].

W dotychczasowych opublikowanych badaniach wtasnych wskazatam udzial en-
zymu NAG oraz cytokin prozapalnych i antyzapalnych w patogenezie nefropatii i reti-

nopatii cukrzycowej u dzieci [89 — 91, 151 — 152, 160, 163]. Z przegladu pisSmiennictwa
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wynika, ze nie ma dotychczas prac prospektywnych ujmujacych jednoczesnie kilka
czynnikdw biochemicznych i immunologicznych w konteks$cie rozwoju nefropatii i re-
tinopatii cukrzycowej w pierwszych latach choroby u dzieci z cukrzyca typu 1. W po-
czatkowym etapie prezentowanej pracy wykazano, iz grupa dzieci z cukrzyca typu
1 i z udokumentowang mikroalbuminuria charakteryzowaly si¢ statystycznie zna-
miennym wyzszym poziomem wydalania albumin w moczu (p<0,001), istotnie wyz-
szym poziomem cystatyny C (p<0,001) oraz istotnie wyzsza aktywnoscia enzymu
NAG i jego izoenzyméw A i B w moczu (p<0,001) w poréwnaniu do grupy dzieci
zdrowych. Natomiast dokonujgac oceny poréwnawczej grupy pacjentéow bez udo-
kumentowanej mikroalbuminurii z grupa dzieci zdrowych istotne réznice wykaza-
no tylko w zakresie aktywnosci enzymu NAG i jego izoenzymoéw (p<0,001), nato-
miast nie wykazano statystycznie znamiennych réznic w zakresie cystatyny C. Po-
ziom kreatyniny w surowicy krwi nie réznit si¢ istotnie statystycznie przy dokonaniu
oceny poroéwnawczej zarowno grupy pacjentow z udokumentowana mikroalbuminuria,
jak i bez mikroalbuminurii z grupa dzieci zdrowych. Tak wigc, powszechnie dotychczas
uzywany parametr oceniajacy funkcj¢ nerek, poziom kreatyniny, nie jest wczesnym
wskaznikiem rozwoju mikroalbuminurii. Ponadto doniesienia licznych autoréw wyka-
zaly, iz poziom kreatyniny wzrasta proporcjonalnie do rozwoju dziecka, a dobowa
zbidrka moczu w celu oceny klirensu kreatyniny endogennej u dzieci jest czgsto niedo-
ktadna [222]. Dlatego w ostatnich latach do diagnostyki wielkoSci filtracji ktebuszkowej
wprowadzono oznaczenie poziomu cystatyny C, bialka o niskiej masie czasteczkowej,
ktoérego stgzenie w surowicy krwi z jednej strony wzrasta przy spadku filtracji kigbusz-
kowej [70, 80, 223 — 225], z drugiej za$ strony u 0s6b zdrowych utrzymuje si¢ na sta-
tym poziomie i jest niezalezne od ptci, wieku 1 BMI dziecka [58, 62]. Warto$ci poziomu
cystatyny C uzyskane w niniejszej pracy u dzieci zdrowych wynosity 0,6 = 0,2 mg/l
1 byly zblizone do warto$ci stgzenia tego biatka podawanych przez innych autorow
[58 —59].

Analizujac czas trwania choroby wykazano w obecnej pracy najwyzsze steze-
nie cystatyny C w grupie dzieci chorujacych na cukrzyce typu 1 powyzej 10 lat.
Potwierdzeniem tego spostrzezenia jest fakt, iz wraz z czasem trwania choroby, zwigk-

sza si¢ prawdopodobienstwo uszkodzenia blony podstawnej kigbuszka nerkowego i
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rozwoju nefropatii cukrzycowej [185, 190, 223]. Wprawdzie nie uzyskano istotnych
r6éznic w zakresie poziomu cystatyny C pomigdzy grupa dzieci bez udokumentowane;j
mikroalbuminurii a grupa dzieci zdrowych, ale $ledzac poziom wydalania albumin w
moczu u poszczegolnych pacjentdw przez 4 lata obserwacji stwierdzono, 1z dzieci z
cukrzyca 1 z progresja choroby w kierunku mikroalbuminurii, wykazywaty istotnie
wyzsze warto$ci poziomu cystatyny C na poczatku badania, niz pacjenci w tym samym
czasie, u ktorych nie udokumentowano mikroalbuminurii zardwno na poczatku i na
koncu badania (0,88+0,16 vs 0,58+0,19; p=0,013). Zatem wydaje si¢, iz monitorowa-
nie poziomu cystatyny C u dzieci z cukrzyca typu 1 moze poméoc w przewidywaniu
rozwoju wczesnego etapu nefropatii, w tym mikroalbuminurii.

Natomiast wykazanie w obecnej pracy istotnego wzrostu poziomu enzymu NAG i
jego izoenzymOw w moczu oraz nieznaczny tylko wzrost poziomu cystatyny C w gru-
pie dzieci z cukrzyca typu 1, ale bez udokumentowanej mikroalbuminurii w poréwnaniu
do grupy dzieci zdrowych sugeruje, ze w pierwszych latach choroby najpierw do-
chodzi do uszkodzenia nablonka kanalika proksymalnego nerki, a nast¢pnie do
powstania zmian patologicznych w blonie podstawnej klebuszka nerkowego. Dlate-
go uwazam, ze badanie enzymu NAG w moczu u dzieci z cukrzycg typu 1 jest wcze-
sniejszym markerem prognostycznym rozwoju mikroalbuminurii, niz oznaczenie
poziomu cystatyny C.

Dotychczas opublikowane prace na temat wzrostu aktywnosci enzymu NAG u
dzieci z cukrzyca typu 1 dotycza tylko jednorazowych badan przeprowadzonych u cho-
rych. Dlatego nie wskazuja precyzyjnie jaka warto$¢ aktywnosci tego enzymu, pozwala-
taby na okreslenie stopnia ryzyka rozwoju mikroalbuminurii u poszczegolnych pacjen-
tow [226 — 228]. W badaniach wtasnych w roku 2004 [91] podjelam prébe okreslenia
poziomu enzymu NAG 1 jego izoenzymow w moczu, ktoéry moze predysponowac do
rozwoju mikroalbuminurii w grupie 62 dzieci z cukrzyca typu 1. W obecnej pracy, na
wigkszym materiale klinicznym, potwierdzono wczesniejsze wyniki badan oraz wska-
zano warto$ci prognostyczne enzymu NAG 1 jego izoenzymOw w moczu, ktére moga
zapowiada¢ wkrotce pojawienie si¢ mikroalbuminurii. Stwierdzono, iz u dzieci z cu-
krzyca typu 1, poziom enzymu NAG wynosil 27,67 = 8,37 U/g kreat., izoenzymu A
— 21,93 £ 7,24 U/g kreat. oraz izoenzymu B — 5,74 + 2,23 U/g kreat. na poczgtku
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badania, moze predysponowa¢é¢ po kilku latach trwania choroby do rozwoju mi-
kroalbuminurii. Natomiast istotnie nizsze wartosci aktywnosci enzymu NAG -
13,74+6,46 U/g kreat., izoenzymu A — 9,73+4,01 U/g kreat. oraz izoenzymu B —
3,58+1,64 U/g kreat. na poczatku badania wskazuja, iz u znacznej czeSci dzieci z
cukrzyca w tym czasie nie doszlo jeszcze do uszkodzenia blony podstawnej na-
blonka kanalika proksymalnego i prawdopodobnie nie zostaly jeszcze zapoczatko-
wane procesy patologiczne w obrebie kl¢buszka nerkowego. W tej grupie dzieci z
cukrzyca typu 1, po 4 latach obserwacji nie udokumentowano mikroalbuminurii
co jest dowodem posrednim stuszno$ci mojego rozumowania.

Mechanizmy prowadzace do wzrostu aktywnos$ci enzymu NAG i jego izoenzymu
B w moczu u chorych na cukrzyce typu 1 stanowia nadal przedmiot badan, bowiem
specyficzny patomechanizm tego zjawiska nie zostal dotad catkowicie poznany. We-
dtug Eblis 1 wsp. [229] wzrost aktywnosci enzymu NAG w moczu w tej grupie pacjen-
tow jest zawsze dodatnio skorelowany z poziomem HbAlc. Zaprzeczaja tej hipotezie
wyniki badan Kordonurii i wsp [227]. Autorzy Ci wykazali istotny wzrost poziomu
NAG w moczu u dzieci z cukrzyca typu 1 przy do$¢ dobrym wyrdéwnaniu metabolicz-
nym choroby. Rowniez w obecnej prezentowanej pracy na poczatku badania u pacjen-
tow z czasem trwania choroby 4,5 + 3,1 lat, nie stwierdzono istotnej dodatniej korelacji
pomigdzy poziomem HbAlc a aktywno$cia enzymu NAG (p=0,076) i jego izoenzymu
B (p=0,287) w moczu oraz statystycznie znamiennych réznic w zakresie wartosci ak-
tywnosci izoenzymu B pomigdzy grupami o zrdznicowanym poziomie HbAIc
(p=0,105). Dopiero po 4 latach obserwacji wykazano istotna zalezno$¢ pomigdzy stop-
niem wyréwnania metabolicznego choroby a aktywnoscia enzymu NAG w moczu. Wy-
daje si¢ wigc, iz w pierwszych latach trwania cukrzycy typu 1, przy wykluczeniu obec-
nosci innych czynnikow majacych wptyw na uszkodzenie btony podstawnej nabtonka
kanalika proksymalnego nerki, istotny wzrost enzymu NAG w moczu, a szczegdlnie
jego izoenzymu B, nie jest bezposrednim wynikiem podwyzszonego poziomu HbAlc,
ale skutkiem udziatu innych czynnikéw, dziatajacych bezposrednio cytotoksycznie na
cewki nerkowe.

Nakamura [230] w przebiegu choroby Kawasaki oraz Sheen [231] u pacjentow po

zabiegach kardiochirurgicznych wykazali zwiazek pomigdzy st¢zeniem cytokin proza-
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palnych w surowicy krwi 1 moczu a poziomem aktywnos$ci enzymu NAG w moczu,
natomiast w dostgpnym pi$miennictwie nie ma prac wykazujacych zwiazek uszkodze-
nia komodrek btony podstawnej kanalika proksymalnego w powiazaniu z czynnikami
immunologicznymi u dzieci z cukrzyca typu 1. W dotychczasowych opublikowanych
pracach wlasnych wykazalam istotng korelacje pomiedzy aktywnos$cia enzymu
NAG w moczu a poziomem cytokin TNF-a, IL-6 w grupie dzieci z nowo rozpozna-
n3a cukrzyca typu 1 [163], jak i dlugotrwala cukrzyca typu 1 [151 — 152, 160]. Me-
chanizm wzrostu enzymu NAG 1 jego izoenzymu B w moczu u pacjentow bez udoku-
mentowanej mikroalbuminurii thumaczy si¢ filtracja TNF-a o niskiej masie czasteczko-
wej przez nieuszkodzona btong podstawna kilebuszka nerkowego. Cytokina ta moze
wywota¢ efekt cytotoksyczny poprzez indukcj¢ syntazy tlenku azotu w komoérkach ka-
nalikow nerkowych i produkcje tlenku azotu [164, 165]. W dotychczasowych badaniach
wiasnych [151-152,160,232] jak 1 w obecnej pracy wykazalam obok wzrostu aktywno-
sci enzymu NAG i jego izoenzymu B w moczu rowniez istotny wzrost poziomu TNF-a
nie tylko w grupie dzieci z cukrzyca typu 1 i z udokumentowana mikroalbuminuria, ale
roOwniez w grupie pacjentOw bez objawow nefropatii cukrzycowej w porownaniu do
grupy dzieci zdrowych. Ponadto potwierdzono istotna dodatnia korelacj¢ miedzy po-
ziomem TNF-a a aktywno$cia izoenzymu B w moczu (R=0,29; p=0,002), wykazujac
jednoczes$nie, iz sita tej korelacji istotnie wzrosta po 4 latach prowadzonych badan
(R=0,64; p<0,001). W prezentowanej pracy, 4-letni okres badan pozwolil zasuge-
rowacé wartos$ci prognostyczne poziomu TNF-a ryzyka rozwoju mikroalbuminurii.
Stwierdzono, iz u dzieci z cukrzyca typu 1 z wyjsciowym poziomem TNF-a
w surowicy krwi — 3,51 (0,00-10,40) pg/ml i aktywnoscia izoenzymu B w moczu —
5,74 £ 2,23 U/g kreat. rozwingla si¢ po 4 latach obserwacji mikroalbuminuria. Po-
nadto stwierdzono, iz tylko 17% pacjentéw sposrod badanej grupy nie wykazywato ak-
tywnosci tej cytokiny na poczatku badania. Natomiast istotnie nizsze poziomy wartosci
TNF-a w surowicy krwi 0,63 (0,00 — 5,3) pg/ml oraz aktywnoSci izoenzymu B w
moczu — 3,58 = 1,64 U/g kreat. w grupie dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku ba-
dania nie stwarzaly na obecnym etapie badan ryzyka rozwoju mikroalbuminurii w
czasie 4- letniej obserwacji. Interesujacy jest rowniez fakt, iz u 81% sposrod tej grupy

pacjentéw nie wykazano aktywnosci TNF-o w surowicy krwi. Co stanowi dodatkowy
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dowdd na istotna role tej cytokiny w uszkodzeniu nablonka kanalika proksymalnego
nerki w pierwszych latach cukrzycy typu 1.

W badaniach eksperymentalnych na zwierzgtach przeprowadzonych zaréwno w
okresie rozwoju nerek, jak i po jego zakonczeniu, stwierdzono, iz komorki cewek prok-
symalnych sa nie tylko zrodlem enzymoéw, ale rowniez czynnikéw wzrostu, w tym
VEGEF [233]. W ciagu ostatnich lat autorzy prac [134, 234] wskazuja na istotna rolg
kanalika proksymalnego nerki w produkcji VEGF w stanach hiperglikemii i wzrostu
AGEs w surowicy krwi w stanach klinicznych prowadzacych do jego niedokrwienia i
niedotlenienia. Autorzy tych publikacji takze méwia o udziale cytokin prozapalnych w
uszkadzajacym dziataniu na komorki nabtonka kanalika proksymalnego jak rowniez
podocytow. Cha i wsp w oparciu o uzyskane wyniki badan eksperymentalnych ttuma-
cza, ze wzrost VEGF w surowicy krwi we wczesnym okresie nefropatii cukrzycowej,
jeszcze przed wystapieniem rozplemu komoérek mezangium, mozna wigza¢ z istnieniem
uszkodzen podocytow, ktore sa jego gtdéwnym Zrddiem syntezy [144]. Komoérkami do-
celowymi dla VEGF w nerkach sa komorki $rodblonka naczyn wlosowatych kigbuszka
nerkowego. Konsekwencja oddziatywania VEGF na komorki $rodbtonka, z jednej stro-
ny jest stymulacja angiogenezy, z drugiej za$ strony wzrost przepuszczalnosci juz ist-
niejacych naczyn krwionosnych [137 — 138].

W badaniach na zwierz¢tach z indukowana cukrzyca wykazano zwigkszajaca si¢
ekspresj¢ VEGF w nerkach wraz z progresja zmian patologicznych prowadzacych do
nefropatii cukrzycowej [132, 235 — 237]. Cha i wsp w badaniach eksperymentalnych
uzyskali wzrost ekspresji mRNA VEGF w komoérkach kigbuszka nerkowego, w komor-
kach nabtonka kanalika proksymalnego z towarzyszacym rozplemem komorek mezan-
gium jeszcze przed wzrostem wydalania albumin w moczu [144]. Doniesienia z ostat-
nich lat wskazuja, iz pomiar poziomu VEGF u pacjentéw z cukrzyca typu 1 moze stac
si¢ dodatkowym markerem prognostycznym w przewidywaniu rozwoju nefropatii cu-
krzycowej oraz moze on wyprzedza¢ pojawienie si¢ nieodwracalnych zmian w nerkach
[133, 235,238 —239].

W badaniach wtasnych [146] oraz w obecne] prezentowanej pracy wykazano
istotna gradacj¢ wzrostu poziomu VEGF poréwnujac dzieci zdrowe, dzieci z cukrzyca

typu 1, ale bez udokumentowanej mikroalbuminurii oraz grupg dzieci z objawami ne-
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fropatii cukrzycowej. Ponadto analiza por6wnawcza pozioméw VEGF w surowicy
krwi poszczegolnych grup badanych pacjentow w zaleznos$ci od historii rozwoju
mikroalbuminurii wykazala, iz poziom cytokiny 470,81 (217,29 — 926,47) pg/ml na
poczatku badania byl zwigzany z rozwojem po 4 latach jawnej nefropatii cukrzy-
cowej. Natomiast istotnie nizszy poziom VEGF 165,55 (13,45 — 731,58) pg/ml na
obecnym etapie badan nie wplynal na ujawnienie si¢ mikroalbuminurii po 4 latach
trwania choroby.

W S$wietle ostatnich doniesien podkresla sig, iz mikroalbuminuria odzwierciedla
uogolniony proces patologiczny, ktory nie tylko dotyczy kiebuszkow nerkowych, ale
réwniez siatkowki oka [92, 93, 108}. Potwierdzeniem sa wyniki badan eksperymental-
nych na zwierzgtach, w ktorych autorzy prac wykazali rownoczesne pojawienie si¢
zmian morfologicznych w nerkach i narzadzie wzroku w przebiegu cukrzycy [240 —
241]. Stwierdzili oni we wczesnym okresie choroby wzrost ekspresji mRNA VEGF nie
tylko na podocytach, komorkach mezangium, ale rdwniez na pericytach. Dowodem na
istotng role¢ VEGF w rozwoju retinopatii cukrzycowej jest wykazanie zwigkszonego
stezenia tego biatka w ciele szklistym u pacjentow poddanych witrektomii w okresie
aktywnej neowaskularyzacji siatkowki [242 — 243]. W pracach eksperymentalnych wy-
kazano ponadto, ze nawet krotkotrwate podwyzszenie ekspresji VEGF wywotuje neo-
waskularyzacje teczéwki oraz siatkdwki [244 — 245], a podanie do ciala szklistego
przeciwcial anty-VEGF powstrzymuje rozw6j neowaskularyzacji siatkowkowej [246 —
247]. Pomimo prowadzonych badan wciaz istnieje wiele niewyjasnionych zjawisk w
patomechanizmie neowaskularyzacji. Aczkolwiek udowodniono, Zze podanie egzogen-
nego VEGF bylo wystarczajace do rozwoju nowych naczyn w obrgbie siatkowki [147]
to réwnoczesnie wykazano na modelach zwierzecych, iz obecnos¢ endo- lub egzogen-
nego VEGF zawsze wywiera wptyw na przepuszczalno$¢ naczyniowa, nie zawsze jed-
nak jest ona zwiazana z towarzyszacym powstaniem nowych naczyn [148]. Ponadto
autorzy tej samej pracy zauwazyli, iz istnieje pewna grupa chorych z objawami neowa-
skularyzacji siatkowki, u ktorych VEGF w ciele szklistym byt niewykrywalny. Fakty te
sugeruja istotna role obok VEGF innych czynnikow prozapalnych w procesie angioge-

nezy w pierwszych latach cukrzycy.
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Juz na obecnym etapie badan nalezy przypuszczaé, iz powstanie i rozw6j zmian
naczyniowych w obregbie narzadu wzroku w przebiegu cukrzycy typu 1 u dzieci nie jest
wynikiem dzialania jednego czynnika, ale zespotu czynnikdéw wspoétdziatajacych ze
soba. Jednak wciaz nie jest znany czynnik inicjujacy rozwdj retinopatii cukrzycowej.

W prezentowanej pracy analiza regresji logistycznej wykazala, iz poziom
HbA1lc sposrod badanych czynnikow mial najwi¢kszy wplyw na ryzyko rozwoju
retinopatii nieproliferacyjnej w badanej grupie dzieci z cukrzycg typu 1. Pacjenci z
udokumentowana nieproliferacyjna retinopatia cukrzycowa charakteryzowali si¢ istot-
nie wyzszym poziomem HbAlc w porownaniu do grupy dzieci bez zmian w narzadzie
wzroku (9,47 £ 1,67 vs 8,13 £+ 1,82; p<0,001). Wyniki obecnej pracy korespondowaty z
wynikami autordw Service 1 wsp [107], Zhang [108] 1 wsp., ktoérzy wykazali, iz poziom
HbA1c ponizej 8,5% istotnie zmniejszat ryzyko postgpu rozwoju retinopatii i nefropatii
cukrzycowej. Potwierdzeniem tych spostrzezen sa rowniez badania EURODIAB Pro-
spective Complications Study Group, ktore udokumentowaty iz, zta kontrola metabo-
liczna jest silnym czynnikiem ryzyka rozwoju zaréwno retinopatii nieproliferacyjnej,
jak 1 progresji zmian w narzadzie wzroku w kierunku retinopatii proliferacyjnej [248].

Pomimo licznych badan doktadny mechanizm uszkodzenia komorek siatkowki 1
jej naczyn uzalezniony od hiperglikemii nie jest calkowicie poznany.

W S$wietle obecnej wiedzy wiadomo iz w warunkach hiperglikemii dochodzi do
nasilenia nieenzymatycznej glikozylacji biatek oraz autooksydacji glukozy, ktorym to-
warzyszy produkcja znacznej ilosci toksycznych pochodnych tlenu (ROS-reactive oxy-
gen species) [249 — 250]. Koncowe produkty glikacji biatek (AGEs) poprzez swoiste
receptory (RAGE) aktywuja monocyty, makrofagi, komoérki $rédbtonka. Pobudzone
komorki staja si¢ wowczas zrodlem prozapalnych cytokin: interleukiny-1 beta (IL-18),
TNF-a, , IL-6, IL-8 oraz czynnikow wzrostu: VEGF, TGFp i enzymow NAG 1 jego
izoenzymow [157, 161]. W ostatnich latach szereg publikacji zostalo poswigconych
analizie markerow reakcji zapalnej we krwi u chorych na cukrzyce, jednak wigkszo$¢
badan opierato si¢ o populacj¢ 0sob dorostych [149 — 150, 251 — 253]. Ponadto pomi-
mo, coraz liczniejszych dowodoéw naukowych na istnienie zwiazku pomigdzy istnieja-

cym procesem zapalnym a rozwojem mikroangiopatii cukrzycowej, brak jest prospek-
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tywnych badan przeprowadzonych u dzieci z rozpoznana cukrzyca typu 1 w pierwszych
latach choroby, oceniajacych u nich ryzyko rozwoju retinopatii.

W prezentowanej pracy badajac wpltyw wybranych cytokin na rozwoj retinopatii
cukrzycowej wykazano istotnie wyzszy poziom TNF-a, VEGF w surowicy krwi u dzie-
ci z cukrzyca typu 1 bez udokumentowanych zmian w narzadzie wzroku, ale z podwyz-
szong aktywnoS$cia enzymu NAG i jego izoenzymu A w surowicy krwi w porownaniu z
dzie¢mi zdrowymi. Progresja choroby w kierunku retinopatii cukrzycowej wiazala si¢ z
dalszym wzrostem poziomu HbAlc oraz wzmozeniem sekrecji VEGF, TNF-a do suro-
wicy krwi , jak réwniez ze wzrostem aktywnosci enzymu NAG. Wykazana w niniejszej
pracy, istotna dodatnia korelacja, pomigdzy poziomem HbAlc a poziomem VEGF
(R=0,20; p=0,007, R=0,48; p<0,001), TNF-a (R=0,19; p=0,009; R=0,37, p<0,001) w
surowicy krwi, zaréwno na poczatku w 2003 roku, jak i na koncu badania w 2007 roku,
potwierdza znaczacy wplyw kontroli glikemii na wydzielanie czynnikow prozapalnych
u dzieci z cukrzyca typu 1. Tym bardziej, ze udokumentowana sita tych korelacji istot-
nie wzrosta po 4 latach prowadzonych badan.

Dalsza analiza regresji logistycznej wykazatla, iz kolejno VEGF oraz TNF-a sa
istotnymi czynnikami bioracym udzial w rozwoju retinopatii cukrzycowej. Dodatnia
statystycznie znamienna korelacja migdzy VEGF (R=0,54; p<0,001; R=0,71; p<0,001)
a TNF-a potwierdzila istotny wspdtudziat obu cytokin w procesie zapalnym u dzieci z
cukrzyca typu 1 [146]. Autorzy nielicznych jeszcze prac podkreslaja, iz VEGF jest nie
tylko czynnikiem wzrostu $rodbtonkéw naczyn, ale takze jednym z induktorow procesu
zapalnego, poprzez stymulacj¢ syntezy TNF-a oraz IL-6 [154 — 155]. Z kolei inni auto-
rzy rozwazaja TNF-a i IL-6 jako posrednie induktory angiogenezy poprzez zwigkszenie
ekspresji VEGF [254]. Wysoki poziom cytokin prozapalnych w obregbie narzadu wzro-
ku w wyniku uszkodzenia bariery krew-siatkdwka 1 wzrostu przepuszczalnosci naczyn
moze by¢ wynikiem nie tylko ich produkcji wewnatrz siatkdwki oka, ale rowniez spo-
wodowany naptywem z krwi obwodowej. Dane z literatury donosza, iz poziom VEGF
w surowicy krwi moze odzwierciedla¢ jego poziom zarowno w obregbie narzadu wzro-
ku, jak i nerek. Hermandez i wsp. [154] wykazali w swojej pracy, iz podwyzszony po-

ziom VEGF w cieczy wodnistej oka u pacjentéw z retinopatia cukrzycowa istotnie kore-
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lowat z podwyzszonym poziomem VEGF w surowicy krwi i byt statystycznie znamien-
nie wyzszy w poréwnaniu z grupa osob zdrowych.

Cytokiny prozapalne indukuja produkcje tlenku azotu [157, 255 — 256], ktory dzia-
a bezposrednio cytotoksycznie na komorki docelowe oraz aktywuje kolejne makrofagi.
Badania Ohmowi 1 wsp wykazaty istotny zwiazek pomiedzy poziomem uwalnianych
cytokin prozapalnych i rekrutacja makrofagéow, limfocytow T a stopniem retinopatii
cukrzycowej [257]. Ponadto udowodniono, iz pobudzone makrofagi uwalniaja obok
cytokin rowniez enzym NAG [157]. Wykazany w przeprowadzonych badaniach wta-
snych w latach 2000 — 2006 [89 — 91, 151 — 152] oraz w obecnym badaniu wzrost ak-
tywnosci NAG w surowicy krwi u pacjentow z cukrzyca typu 1 mozna posrednio wia-
za¢ z ilo$cia glukozy, ktora zostaje skierowana na szlaki metaboliczne bgdace niezalez-
ne od poziomu w surowicy krwi insuliny. Wtérny komoérkowy niedobor enzymu NAG
prowadzi do obnizenia katabolizmu glikoprotein oraz glikozaminoglikanow 1 odktada-
nia si¢ tych substancji w btonie podstawnej zard6wno w siatkowce, spojowce oka jak i w
kanalikach nerkowych oraz klebuszkach nerkowych z jednoczesnym pogrubieniem bto-
ny podstawnej [258]. Zmiany te prowadza do zwe¢zenie $wiatta naczyn wlosowatych,
niedotlenienia komorek s$rodbtonka oraz ich powoduja ich dysfunkcje. Uszkodzenie
komorek $roédbtonka moze wzmagaé dalsza aktywno$¢ zapalna, ktdra obserwuje sig
poprzez wzrost biatka CRP oraz cytokin zapalnych w tym TNF-a i IL-6. A wigc docho-
dzi do wzajemnej stymulacji procesu zapalnego, prowadzacego w konsekwencji do
rozwoju retinopatii 1 nefropatii cukrzycowej. Inoue 1 wsp wykazali wzrost aktywnosci
enzymu NAG w surowicy krwi u chorych na cukrzycg typu 2 w czasie ostrego stadium
zawalu mig$nia sercowego [259]. Podwyzszona aktywnos$¢ tego enzymy tlumaczona
jest przez autorow uszkodzeniem komoérek migsnia sercowego przez czynniki zapalne.
Uznali oni oceng aktywnosci enzymu NAG w surowicy krwi jako czutego wskaznika
stopnia uszkodzenia tgtnic wiencowych, wykazujac istotna korelacj¢ pomigdzy aktyw-
nos$cia tego enzymu a istniejacym zagrozeniem chorobg tgtnic wiencowych. W obecnej
pracy analiza korelacji pomiedzy TNF-a 1 VEGF a enzymem NAG 1 jego izoenzymem
A 1 B, wykazata istotna, narastajaca w czasie choroby zalezno$¢ mig¢dzy poziomami
tych cytokin a aktywnoscia enzymatyczna NAG w surowicy krwi. Zatem pomiar en-

zymu NAG w surowicy krwi wydaje si¢ istotnym markerem okreslajacym stopien
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nasilenia reakcji zapalnej u dzieci cukrzycg typu 1. Wyniki 4-letnich badan pozwo-
lily na sprecyzowanie wartosci badanych cytokin oraz enzymu NAG, ktore z jednej
strony moga odzwierciedla¢ stopien zaawansowania toczacych si¢ procesow zapal-
nych u pacjentéw z cukrzycg typu 1, z drugiej zas strony, moga tez okresli¢ stopien
ryzyka rozwoju retinopatii i nefropatii cukrzycowej u poszczegélnych chorych.
Poziom TNF-a — 0,53 (0,00 — 4,6) pg/ml, VEGF — 159,53 (13,45 — 731,5) pg/ml, enzymu
NAG - 25,67 = 9,89 U/L, jego izoenzymu A — 19,37 + 8,33 U/l oraz izoenzymu B —
6,18 = 2,89 U/l w surowicy krwi stwierdzony na poczatku badania u dzieci z cu-
krzyca typu 1, nie wigzal si¢ w czasie 4-letniej obserwacji z rozwojem objawow
klinicznych retinopatii i nefropatii cukrzycowej. Wartosci tych parametrow istotnie
byty nizsze niz wykazane u pacjentow z objawami klinicznymi retinopatii lub nefropatii
cukrzycowe;.

W niniejszej pracy grupa dzieci z objawami retinopatii i nefropatii cukrzycowej w
porownaniu do badanej grupy pacjentow bez udokumentowanych zmian w narzadzie
wzroku 1 mikroalbuminurii oraz grupy dzieci zdrowych obok istotnie podwyzszonego
poziomu TNF-a 1 VEGF charakteryzowala si¢ rowniez statystycznie znamiennym wyz-
szym poziomem IL-6 w surowicy krwi i w moczu. Natomiast nie wykazano istotnych
réznic w zakresie tej cytokiny porownuja grupg dzieci wolnych od powiktan naczynio-
wych z grupa dzieci zdrowych. Juz weze$niej Sekizuka 1 Suzuki wykazali, iZ wzmozona
produkcja IL-6 u pacjentéw z cukrzyca typu 1 odzwierciedla do$¢ pdzno ryzyko wysta-
pienia uszkodzenia nerek [260 — 261]. Potwierdzeniem tych spostrzezen sa badania ko-
reanskie, ktore sugeruja, iz produkcja IL-6 w komoérkach mezangium jest nieznaczna we
wczesnym stadium nefropatii cukrzycowej, wzrasta dopiero w okresie jawnej mikroal-
buminurii, kiedy warto$¢ angiotensyny II, ktéra jest gtdbwnym induktorem produkcji
IL-6, jest wysoka [262]. Podobne spostrzezenia poczynili inni autorzy prac, ktorzy wyz-
sze warto$ci IL-6 wykazali u chorych na cukrzycg typu 1 w cieczy wodnistej 1 cieczy
szklistej oka oraz w surowicy krwi, ale w zaawansowanej juz postaci retinopatii prolife-
racyjnej [263 — 265]. Z kolei badania Doganay i wsp. nie wykazaty istotnego wptywu
IL-6 na rozwoj retinopatii u pacjentow z cukrzyca typu 1 [157].

W $wietle tych doniesien oraz uzyskanych wynikow wilasnych potwierdzajacych

wystepujacy bardzo niski poziom IL-6 u dzieci z cukrzyca typu 1 w pierwszych latach
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choroby, szczegblnie w grupie pacjentdéw bez objawow klinicznych nefropatii i retino-
patii cukrzycowej, zrezygnowano w dalszym etapie badan z oceny poziomu IL-6, ktory
istotnie wzrasta, ale dopiero w okresie pojawienia si¢ poznych powiktan naczyniowych.

Nie mniej jednak, na podstawie dotychczasowych wynikoéw badan mozna wnio-
skowag, 1z pomimo, ze poziom IL-6 w surowicy krwi i w moczu u dzieci z cukrzyca
typu 1 odzwierciedla raczej pozny etap zapalenia, niemniej zestawienie go z wcze-
snymi markerami ryzyka powiklan wydaje si¢ by¢ istotny jako wspomagajacy pa-
rametr diagnostyczny do oceny stopnia zaawansowania zmian patologicznych w
nerkach i narzadzie wzroku.

Przedmiotem licznych badan jest proba wyjasnienia aktywacji uktadu immunolo-
gicznego pacjentow z dtugotrwata cukrzyca typu 1 z rozwojem nefropatii i1 retinopatii
cukrzycowej Istnieje kilka hipotez thumaczacych obecno$¢ stanu zapalnego u tych cho-
rych. Jedna z nich zaktada, iz nieprawidtowe wyréwnanie metaboliczne 1 hiperglikemia
sa glowna przyczyna wzrostu cytokin prozapalnych. W obecnej pracy wykazano istotng
dodatnia zalezno$¢ migdzy poziomem HbAlc na aktywno$cia TNF-a, IL-6, VEGF oraz
poziomem albumin w moczu. Sa jednak znane prace, ktore wykazaly rozw6j mikroan-
giopatii cukrzycowej u pacjentow z cukrzyca typu 1 przy prawidtowym u nich wyrow-
naniu metabolicznym choroby. Danne i wsp. nie wykazali jednoznacznej zaleznosci
pomigdzy ocena wieloletniej kontroli glikemii a rozwojem retinopatii cukrzycowej u
dzieci z cukrzyca typu 1 [266 — 277]. Autorzy Ci sugeruja, iz kontrola glikemii jest
waznym, ale nie jedynym czynnikiem ryzyka mikroangiopatii. W niniejszej pracy,
wprawdzie wykazano wzrost poziomu badanych cytokin wraz z pogarszajacym si¢
stopniem wyrdéwnania metabolicznego cukrzycy, ale jednoczes$nie zaobserwowano, iz w
grupie dzieci z cukrzyca typu 1 z poziomem HbAlc — 6,73 + 0,58% na poczatku bada-
nia 1 6,88 £+ 0,40% po 4 latach obserwacji, poziom TNF-o i VEGF byl istotnie wyzszy
niz obserwowany w grupie dzieci zdrowych. Zatem wydaje sig, iz obserwowana w
obecnej pracy podwyzszona aktywnos$¢ cytokinowa u dzieci z cukrzyca typu 1 z dos¢
dobrym wyréwnaniem metabolicznym choroby moze wynika¢ z trwajacego procesu
autoimmunizacyjnego odpowiedzialnego za zniszczenie komorek B wysp trzustki we
wczesnym okresie choroby. Kolejna hipoteza wyjasniajaca aktywacje uktadu immuno-

logicznego u dzieci z cukrzyca typu 1 zaktada, iz wzrost poziomu cytokin prozapalnych
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w tej grupie chorych jest zwiazany z przewleklym niedokrwieniem i niedotlenieniem
narzadéw obwodowych, ktére same moga by¢ zrodtem produkcji tych cytokin w okre-
sie ich uszkodzenia [156, 268].

Na podstawie dotychczasowej wiedzy wydaje sig, iz powyzsze hipotezy nie wy-
kluczaja si¢ wzajemnie 1 jest mozliwe, ze zrodlem podwyzszonych cytokin prozapal-
nych w surowicy krwi i w moczu u pacjentéw z cukrzyca typu 1, z jednej strony moga
to by¢ pobudzone komoérki uktadu immunologicznego w stanie niewyréwnania metabo-
licznego choroby oraz uszkodzone narzady obwodowe, w tym nerki i narzad wzroku w
wyniku zmian w ich mikrokrazeniu, z drugiej za$ strony obecno$¢ cytokin zapalnych w
tej grupie pacjentdw moze by¢ wynikiem trwajacego procesu autoimmunizacyjnego
zapoczatkowanego jeszcze w okresie prediabetes.

Doniesienia naukowe z ostatnich lat sugeruja, iz produkcja cytokin antyzapalnych
u oséb chorych na cukrzycg typu 1 moze by¢ niewystarczajaca w celu ograniczenia
efektu neurotoksycznego dziatania cytokin prozapalnych na narzad wzroku i nerki.
Limb 1 wsp. [269] wskazuja, ze dziatanie cytokin prozapalnych, ktore ulegly filtracji
ktebuszkowej nie jest hamowane przez cytokiny antyzapalne w obrgbie nerki, poniewaz
te ostatnie posiadaja wigksza mase¢ czasteczkowa niz cytokin prozapalne 1 nie sa filtro-
wane przez nieuszkodzona btong podstawna kiebuszka nerkowego. W poprzednich ba-
daniach wlasnych [151-152] oraz w obecnej pracy wykazano obnizony poziom IL-10 w
surowicy krwi u dzieci z cukrzyca typu 1. Ponad 60% badanych pacjentéw z objawami
retinopatii i/lub nefropatii cukrzycowej nie wykazywato aktywnosci tej cytokiny w su-
rowicy krwi. Znaczenie IL-10 dla rozwoju retinopatii i nefropatii cukrzycowej badano
na modelach zwierzecych. Pozbawienie zwierzat regulatorowych limfocytow
TCD4+CD25+ produkujacych IL-10 rozwijato spontanicznie zapalenie siatkowki i1 na-
czynidwki [166]. Natomiast ztagodzenie objawdw zapalenia wystapito po podaniu eg-
zogennej IL-10. Terapia ta hamowata nadmierna sekrecj¢ TNF-o oraz INFy [167 —
168]. W prezentowanej pracy wykazano istotna ujemna korelacj¢ migdzy poziomem
IL-10 a TNF-a (R= -0,29, p<0,001; R= -0,48, p<0,001), VEGF (R= -0,35, p<0,001;
R=-0,49, p<0,001), enzymu NAG (R= -0,23, p=0,002; R=-0,41, p<0,001) w surowicy
krwi oraz enzymu NAG (R= -0,26, p<0,001; R= -0,49, p<0,001) w moczu. Ponadto

zaobserwowano, iz sifa tych korelacji rosta wraz z czasem trwania choroby. Analiza
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wzajemnych korelacji miedzy badanymi zmiennymi wykazata z jednej strony, istotne
dodatnie zalezno$ci migdzy poziomem HbAlc a aktywnoS$cia badanych cytokin proza-
palnych, z drugiej za$ strony istotna ujemna korelacj¢ migdzy poziomem HbAlc
a IL-10 (R=-0,19, p=0,009; R= -0,41, p<0,001). Ponadto zaobserwowano, iz poziom
HbAlc dopiero powyzej 10% istotnie obnizal warto$¢ sekrecyjna 1L-10. Mozna wigc
wnioskowaé, iz wysoki poziom cytokin prozapalnych u pacjentdéw ze znacznym stop-
niem niewyréwnania metabolicznego nie jest hamowany przez niski poziom IL-10
1 sprzyja rozwojowi nefropatii i retinopatii cukrzycowej. Analiza poziomu IL-10 w gru-
pie badanych dzieci z cukrzyca typu 1 o réznym stopniu zaawansowania zmian w na-
rzadzie wzroku i1 nerkach pozwala przypuszczaé, iz wyzsza aktywno$¢ sekrecyjna IL-10
moze wiazac si¢ z ochronna rola przed powstaniem p6znych powiktan.

Stwierdzono, iz u dzieci z cukrzyca typu 1 z wyjSciowym poziomem IL-10 w su-
rowicy krwi — 0,91 (0,00 — 4,40) pg/ml rozwingta si¢ po 4 latach obserwacji mikroal-
buminuria. Ponadto stwierdzono, iz tylko 7% pacjentow sposrod tej grupy badanych
dzieci, wykazywato aktywno$¢ tej cytokiny na poczatku badania. Natomiast istotnie
wyzszy poziom IL-10 stwierdzony w grupie dzieci z cukrzyca typu 1 na poczatku bada-
nia — 2,11 (0,00 — 14,80) pg/ml i na koncu badania — 3,30 (0,00 — 19,20 pg/ml prawdo-
podobnie petnit ochronna role przed rozwojem nie tylko mikroalbuminurii, ale rowniez
retinopatii cukrzycowej w czasie 4- letniej obserwacji.

W ciagu ostatnich lat nieliczni jeszcze autorzy zasugerowali udziat IL-12 w pato-
genezie poznych powiktan w przebiegu cukrzycy typu 1. IL-12 z jednej strony przyczy-
nia si¢ do rozwoju choréb autoimmunologicznych, w tym cukrzycy typu 1 [173 — 175],
z drugiej za$ strony w nielicznych jeszcze badaniach in vitro i in vivo odkryto, iz cyto-
kin ta moze mie¢ wlasciwos$ci antyangiogenne [270 — 272].

W prezentowanej pracy wykazano w grupie dzieci z cukrzyca typu 1 powiklana
retinopatia lub nefropatia istotny wyzszy poziom TNF-o i VEGF oraz nizszy poziom
zaréwno IL-10 jak i IL-12 w surowicy krwi w poréwnaniu do grupy pacjentéw bez ob-
jawow retinopatii cukrzycowej. Ponadto wykazano istota ujemna korelacj¢ zar6wno na
poczatku, jak 1 na koncu badania, miedzy poziomem IL-12 a TNF-a (R= -0,33,
p<0,001; R=-0,45; p<0,001) i VEGF (R=-0,33, p<0,001; R=-0,45; p<0,001). Uzyska-

ne wyniki sugeruja, iz na wzrost produkcji TNF-o i VEGF moze wptywaé niedostatecz-
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na produkcja IL-12. Davis 1 wsp. na komoérkach raka piersi dowiddt, iz IL-12 hamuje
VEGEF i reguluje reakcje komoérek zrgbowych, prowadzac do zmniejszenia produkcji
metaloproteinaz (MMP-1) [273]. Natomiast Angiolillo w wsp wykazali silne wlasciwo-
$ci antyangiogenne IL-12 za posrednictwem chemikiny, biatka IP-10 [270]. W niniej-
szej pracy analiza regresji logistycznej wykazata istotny wptyw niedoboru IL-12 u dzie-
ci z cukrzyca typu 1 na ryzyko rozwoju mikroalbuminurii i zmian w narzadzie wzroku.
Wydaje si¢ wigc, iz rdwnowaga migdzy pro- i antyangiogennymi cytokinami jest jed-
nym z czynnikow zapobiegajacych rozwojowi nefropatii 1 retinopatii cukrzycowej u
tych dzieci. W prezentowanych badaniach stwierdzono, iz u dzieci z cukrzyca typu 1,
utrzymujacy si¢ niski poziom TNF-a [0,53 (0,00 — 4,6) vs 0,86 (0,00 — 5,1)] i VEGF
159,53 [(13,45 — 731,5) vs 199,78 (19,34 — 540,23)] oraz narastajacy poziom IL-10
[2,11 (0,00 — 14,8) vs 3,30 (0,00 — 19,20)] i IL-12 [2,45 (0,00 — 18,8) vs 2,92 (0,00 —
13,2)] przez caly okres 4-letnich badan wiazat si¢ z tagodnym przebiegiem choroby
oraz nieujawnieniem si¢ w tym okresie objawdw nefropatii i retinopatii cukrzycowe;.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, iz zmiany w narzadzie wzroku
1 nerkach w przebiegu cukrzycy typu 1 u dzieci moga zachodzi¢ juz w pierwszych la-
tach choroby i w tym czasie prawdopodobnie sa jeszcze odwracalne. Pierwsze lata cu-
krzycy typu 1 przypadajace na okres dziecinstwa i mtodosci sa wigc najodpowiedniej-
szym momentem do podjgcia odpowiedniego postgpowania terapeutycznego zanim
dojdzie do nieodwracalnych uszkodzen strukturalnych zaréwno w obrgbie narzadu
wzroku jak 1 nerce.

Dotychczas gtownym sposobem leczenia przewlektych powiktan mikronaczynio-
wych w przebiegu cukrzycy pozostaje nadal kontrola glikemii oraz stosowanie inhibito-
row konwertazy angiotensyny (ACE- angiotensin-converting enzyme). Ale coraz wigcej
autorow badan prospektywnych udowadnia, ze nie zawsze prawidtowa kontrola glike-
mii 1 leczenie inhibitorami ACE chroni pacjenta przed rozwojem objawdw nefropatii i
retinopatii cukrzycowej [274 — 276]. Ponadto Ci sami autorzy zasygnalizowali, iz u czg-
sci chorych na cukrzyce typu 1, mikroalbuminuria stanowila zaawansowany, praktycz-
nie nieodwracalny etap rozwoju mikroangiopatii cukrzycowej, pomimo poprawy wy-
roOwnania metabolicznego choroby. Potwierdzeniem tych spostrzezen sa wyniki badan

EURODIAB, ktére wykazaly, iz po okresie 7 lat leczenia inhibitorami ACE stwierdzo-
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no u 14% pacjentow z mikroalbuminurig rozwinigcie si¢ przewlektej makroalbuminurii,
u 35% chorych nadal utrzymywanie si¢ mikroalbuminurii, zas u 51% obserwowanych
pacjentdw z mikroalbuminuria nastapit powr6t do normoalbuminurii [277]. W dostep-
nym pismiennictwie brak jest prezentacji wynikow dhugoletnich badan dotyczacych
efektow terapii inhibitorami ACE u dzieci 1 mtodziezy z cukrzyca typu 1 powiklana
mikroalbuminuria. W obecnej pracy, efektem zastosowania leczenia inhibitorami ACE
u 32 dzieci z cukrzyca typu 1 z udokumentowana mikroalbuminuria byla u 24 pacjen-
tow regresja mikroalbuminurii, ale do poziomu dobowego wydalania albumin w moczu
powyzej 20 mg/dobe. Natomiast u 8 pacjentow nadal utrzymywata si¢ mikroalbuminu-
ria, pomimo zwigkszonej dawki leku i poprawy kontroli glikemii. Wyniki badan Perkin-
sa 1 wsp. z kolei wykazaty, iz leczenie inhibitorami ACE pacjentéw dorostych chorych
na cukrzyce typu 1 oraz stwierdzona mikroalbuminuria nie byty zwiazane z jej regresja
[274]. Autorzy Ci podkreslaja, iz efekt terapeutyczny inhibitoréw ACE u pacjentéw z
cukrzyca typu 1 byl wyzszy w prewencji progresji mikroalbuminurii do makroalbumi-
nurii niz w regresji juz utrwalonej mikroalbuminurii. ROwniez w metaanalizie 698 os6b
dorostych chorych na cukrzyceg typu 1 z objawami mikroalbuminurii potwierdzono, iz
inhibitory ACE zmniejszaja ryzyko wystapienia makroalbuminurii o 62%, ale nie maja
wigkszego wplywu na regresj¢ istniejacej mikroalbuminurii [278].

W $wietle dotychczasowej wiedzy na temat efektéw leczenia inhibitorami ACE
pacjentow z objawami nefropatii cukrzycowe] wydaje sig, iz kryterium rozpoznania
mikroalbuminurii (poziomu dobowego wydalania albumin w moczu powyzej 30
mg/dobg), stanowi zaawansowany w praktyce nieodwracalny etap rozwoju nefropatii
cukrzycowej. Juz Rossing i wsp. [93] i Arun i wsp. [279] na podstawie wynikdéw uzy-
skanych z kilkuletnich badan prospektywnych obejmujacych osoby doroste z cukrzyca
typu 1 zasugerowali, iz warto$ci poziomu albumin wydalanych w moczu powyzej 12
mg/dobe w tej grupie chorych moga zapowiada¢ pojawienie si¢ wkrétce mikroalbumi-
nurii. Natomiast w prezentowanej pracy, poziom albumuminurii powyzej 14 mg/dobg u
dzieci z cukrzyca typu 1 wiazat si¢ z progresja choroby w kierunku mikroalbuminurii
po 4 latach obserwacji, a poziom dobowego wydalania albumin w moczu 8,72 + 5,80

mg/dobe stwierdzony na poczatku badania nie zwigkszyt si¢ istotnie po 4 latach i wyno-
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sit 10,79 + 6,07 mg/dobe. Ponadto w tej grupie chorych zar6wno na poczatku, jak i na
koniec badania nie stwierdzono objawdw nefropatii i retinopatii cukrzycowe;.

Dotychczas nie okreslono doktadnie, w ktorym momencie powinno si¢ rozpoczaé
leczenie inhibitorami ACE u dzieci z cukrzyca typu 1, aby osiagnac¢ jak najlepszy efekt
terapeutyczny oraz nie ustalono w tej grupie chorych znaczenia tych lekow w zapobie-
ganiu nefropatii cukrzycowej. Chiarelli i wsp. [280] 1 Feld [281] zalecaja zastosowanie
tych lekéw u wszystkich pacjentow z cukrzyca typu 1 z wspdtistniejacym nadcisnie-
niem tgtniczym oraz u chorych z prawidlowym ci$nieniem t¢tniczym, u ktorych stwier-
dza si¢ stata mikroalbuminuri¢ pomimo 6 — 12-miesigcznego okresu dobrej kontroli
metabolicznej cukrzycy, a takze u pacjentoéw obciazonych genetycznie nadci$nieniem
tetniczym i/lub cukrzyca, pomimo prawidtowego cis$nienia tg¢tniczego i bez stwierdzonej
mikroalbuminurii, ale z poziomem wydalania albumin w moczu w gornym zakresie
normy. Badania oséb dorostych z cukrzyca typu 1 wskazuja, iz wspdtwystepowanie
cukrzycy i nadci$nienia tgtniczego istotnie przyspiesza rozwoj nefropatii i retinopatii
cukrzycowej lub powoduje progresje juz istniejacych zmian w nerkach i narzadzie
wzroku poprzez uszkodzenie komoérek srdodbtonka i1 aktywacje procesoOw zapalnych
[282]. W prezentowanej pracy nadci$nienie tetnicze u dzieci z cukrzyca typu 1 zawsze
byto skojarzone z mikroalbuminuria i/lub retinopatia cukrzycowa. Wyniki obecnej pra-
Ccy sugeruja, iz zastosowanie inhibitorow ACE u dzieci z cukrzyca typu 1, z juz udoku-
mentowana mikroalbuminurig 1 istotnie wyzszym poziomem ci$nienia tgtniczego w
poréwnaniu do pacjentoéw bez objawow nefropatii cukrzycowej, nie przynosi oczekiwa-
nego efektu terapeutycznego. Wprawdzie uzyskano u poszczeg6élnych pacjentdow nizszy
poziom dobowego wydalania albumin w moczu, ale w gérnych granicach przyjetych
norm. Zatem stosowanie inhibitorow ACE u tych chorych na cukrzyce typu 1 moze nie
zahamowac¢ postepu zmian w kierunku klinicznie jawnej nefropatii cukrzycowe;.

W publikowanych pracach autorzy podkreslaja istotna rolg angiotensyny II w roz-
woju nefropatii 1 retinopatii cukrzycowej poprzez indukcj¢ produkcji VEGF 1 IL-6 w
komorkach mezangium, podocytach, pericytach, ciele szklistym [283 — 286]. W bada-
niach doswiadczalnych 1 klinicznych stwierdzono, iz inhibitory ACE obnizaja poziom
VEGF w nerkach 1 narzadzie wzroku zwierzat, ale nie hamuja postepu nefropatii 1 reti-

nopatii, jedynie go spowalniaja [287-291]. Autorzy tych prac sugeruja, iz miejscowa
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produkcja angiotensyny II w nerkach 1 narzadzie wzroku u pacjentoéw z cukrzyca typu 1,
szczegblnie z niedostatecznym wyrownaniem metabolicznym, moze by¢ czg§ciowo
niezalezna od stosowanych inhibitorow ACE. W prezentowanej pracy, w trakcie lecze-
nia inhibitorami ACE, warto$ci poziomu TNF-a 1 VEGF oraz badanych enzyméw w
czasie 4-letniej obserwacji wzrastaly, a poziom IL-10, II-12 obnizal si¢ i1 nie r6znit si¢
istotnie od poziomu tych parametréw u dzieci z cukrzyca typu 1 nie bedacych podda-
nych terapii ACE-I, u ktorych w czasie 4-letnich badan doszto do progresji choroby w
kierunku mikroalbuminurii. Wydaje si¢ wigc, iz dalsze badania dotyczace zastosowania
inhibitorow ACE u pacjentow z cukrzyca typu 1 na wczesnym etapie nefropatii cukrzy-
cowej, jeszcze przed rozwojem mikroalbuminurii, ale z podwyzszonym poziomem en-
zymu NAG 1 jego izoenzymow oraz cytokin TNF-a, VEGF, a takze obnizonym stgze-
niem IL-10, IL-12 by¢ moze pozwola na ustalenie, kiedy nalezy rozpocza¢ leczenie
inhibitorami ACE oraz okresli¢ korzysSci ptynace z tej terapii.

Wiyniki badan w prezentowanej pracy oraz doniesienia innych autorow pozwalaja
spojrze¢ szerzej na patogenezg¢ nefropatii i retinopatii cukrzycowej. Zatozenie, ze jest
ona konsekwencja toczacego si¢ przewlektego procesu zapalnego daje nowe mozliwo-
$ci terapeutyczne. Fakt, udokumentowany przeze mnie i nielicznych jeszcze autoréw, iz
TNF-o i VEGF moga by¢ sposrod badanych parametrow istotnymi wskaznikami uszko-
dzenia funkcji nerek i narzadu wzroku jeszcze przed pojawieniem si¢ mikroalbuminurii,
by¢ moze ujawni kierunek nowego pomystu terapeutycznego opdzniajacego wystapie-
nie powiktan w przebiegu cukrzycy typu 1.

By¢ moze wczesne stosowanie antagonistow TNF-a i VEGF u pacjentdw z cu-
krzyca typu 1, u ktérych stwierdza si¢ wysoka aktywnos$¢ tych cytokin, pozwoli na
uniknigcie powiklan w postaci nefropatii i1 retinopatii cukrzycowej. W fazie badan kli-
nicznych jest zastosowanie przeciwciat neutralizujacych VEGF [292 — 294], inhibito-
row receptora dla VEGF (VEGFR1) [295 — 297] oraz antagonistow TNF-a [298 — 300].
Podejmowane sa réwniez proby majace na celu niedopuszczenie do tworzenia si¢ AGEs
[301], zmniejszenie ich wptywu na komorki docelowe [302] oraz rozrywanie wigzan
krzyzowych pomiedzy juz istniejacymi AGEs [303]. Ponadto w ciagu ostatnich lat pro-
wadzone sa kliniczne proby wprowadzenia IL-10 do terapii przeciw zapalnej w réznych

chorobach, w ktérych wystepuje niedobor tej cytokiny [304 — 305]. Prowadzenie dal-
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szych badan oceniajacych negatywny wptyw niedoboru IL-10 na postgp rozwoju mi-
kroangiopatii cukrzycowej u chorych na cukrzyceg typu 1 w pierwszych latach choroby
by¢ moze pozwoli na zastosowanie w przysztosci terapii wzmagajacej poziom tej cyto-
kiny.

Ostatecznym celem wszystkich tych prowadzonych badan jest poszukiwanie za-
réwno wcezesnych wskaznikdw rozwijajacych si¢ powiktan, ktorych identyfikacja moze
przyczyni¢ si¢ do poznania ich patogenezy, jak i poszukiwania nowych propozycji tera-
peutycznych, ktore poprawia komfort zycia chorych na cukrzycg typu 1. Pewnym wkta-
dem w ten program diagnostyczno-terapetyczny sa wnioski jakie sformutowano w

oparciu o przeprowadzone badania wtasne.



6. WNIOSKI

1.

Mikroalbuminuria wydaje si¢ by¢ p6znym, nieodwracalnym objawem nefropatii

cukrzycowe;.

Podwyzszony poziom cytokin TNF-a, VEGF w surowicy krwi u dzieci z prze-
wlekle trwajaca cukrzyca typu 1 moze modulowaé odpowiedZ zapalng i mieé¢

wplyw na rozwdj nefropatii i retinopatii cukrzycowej u dzieci.

Pojawienie si¢ wykrywalnego TNF-a w surowicy krwi u dzieci z cukrzyca typu
1, ale jeszcze bez klinicznie jawnych objawdw retinopatii cukrzycowej i mikro-
albuminurii wraz ze wzrostem aktywnos$ci enzymu NAG i jego izoenzymow za-
rowno w surowicy krwi i w moczu sygnalizuja, iz proces zapalny w narzadzie
wzroku oraz w nerkach moze toczy¢ si¢ juz w pierwszych latach trwania choro-

by.

W pierwszym i drugim stadium nefropatii cukrzycowej prawdopodobnie naj-
pierw dochodzi do uszkodzenia nabtonka kanalika proksymalnego nerki, a na-
stegpnie do powstania zmian patologicznych w blonie podstawnej ktgbuszka ner-

kowego.

Badanie enzymu NAG w moczu u dzieci z cukrzyca typu 1 wydaje si¢ wcze-
$niejszym markerem prognostycznym rozwoju nefropatii niz oznaczenie pozio-
mu cystatyny C, ale monitorowanie poziomu cystatyny C moze pomoc w prze-

widywaniu rozwoju mukroalbuminurii.

Istotny zwiazek pomigdzy VEGF, TNF-a, IL-12, IL-10, HbAlc u dzieci z cu-
krzyca typu 1 wskazuje, iz powstanie i rozwdj zmian naczyniowych w obrgbie
nerek i narzadu wzroku w przebiegu choroby, nie jest wynikiem dzialania jed-

nego czynnika, ale zespotu czynnikow wspotdziatajacych ze soba.
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7. Oznaczenie poziomu IL-6 w surowicy krwi i w moczu u dzieci z cukrzyca typu
1 odzwierciedla raczej pdzny objaw zapalenia, ale zestawienie go z wezesnymi
markerami ryzyka powiklan moze by¢ przydatne jako wspomagajacy parametr
diagnostyczny do oceny stopnia zaawansowania zmian w nerkach i1 narzadzie

wzroku.

8. Utrzymujacy si¢ niski poziom TNF-a i VEGF oraz narastajacy poziom IL-10 i
IL-12 w pierwszych latach cukrzycy typu 1 wskazuje, iz taki uktad warto$ci mo-
ze odgrywac¢ ochronna role przed rozwojem nefropatii i retinopatii cukrzycowe;j

u dzieci.



7. STRESZCZENIE

Celem pracy bylo poszukiwanie wczesnych markerow rozwoju nefropatii 1 retinopatii
u dzieci z cukrzyca typu 1 oraz okreslenie ich wartoéci prognostycznych. Cel pracy reali-
zowano poprzez: oceng¢ zwiazku pomiedzy poziomem enzymu N-acetylo-f-D-
glukozaminidazy, cystatyny C a rozwojem mikroalbuminurii i zmian w narzadzie wzroku u
dzieci z cukrzyca typu 1, analize¢ zaleznosci pomigdzy stopniem wyréwnania metaboliczne-
go (HbAlc), poziomem naczyniowego czynnika wzrostu $rédbtonka (VEGF), czynnika
martwicy nowotworu (TNF-a), interleukiny 6 (IL-6) a rozwojem nefropatii 1 retinopatii
cukrzycowej u dzieci, oceng wplywu anti-angiogennej IL-12 1 antyzapalnej IL-10 na rozwoj
nefropatii 1 retinopatii cukrzycowej u dzieci oraz okreslenie, ktoéry z badanych czynnikéw
immunologicznych i biochemicznych mozna uzna¢ za prognostyczny dla ujawnienia si¢
mikroalbuminurii 1 zmian w narzadzie wzroku w przebiegu cukrzycy typu 1 u dzieci.

Badania przeprowadzono 2- krotnie w odstgpie 4 lat, w 2003 1 2007 roku w grupie
185 dzieci (95 dziewczat 1 90 chlopcow) z rozpoznaniem cukrzycy typu 1. Grupg kon-
trolna stanowito 86 zdrowych dzieci (52 dziewczat i 34 chtopcéw) w pordwnywalnym
wieku do pacjentdow z rozpoznaniem cukrzycy typu 1. Kryterium wykluczenia z badan
pacjentow z rozpoznaniem cukrzycy byto wspotistnienie innych choréb o podtozu auto-
immunologicznym.

U wszystkich pacjentéw i1 zdrowych dzieci oznaczono poziom hemoglobiny gliko-
zylowanej (HbAlc), CRP, cholesterolu catkowitego, jego frakcji LDL- i HDL-
cholesterolu, trojglicerydow, C-peptydu, kreatyniny, cystatyny C, dobowego wydalania
albumin w moczu. Ponadto oznaczono poziom aktywnos$ci w moczu i w surowicy krwi
enzymu NAG 1 jego izoenzymoéw A i1 B metoda kolorymetryczna oraz poziom tumor
necrosis factor (TNF-a), interleukiny 6 (IL-6), naczyniowego czynnika wzrostu $rod-
btonka (VEGF), interleukiny 10 (IL-10), interleukiny 12 (IL-12) w surowicy krwi 1 IL-6
w moczu metoda immunoenzymatyczna (ELISA). U kazdego pacjenta wykonano row-
niez catlodobowy pomiar ci$nienia tgtniczego oraz badanie okulistyczne.

W poczatkowym etapie prezentowanej pracy wykazano, iz grupa dzieci z cukrzyca
typu 1 i z udokumentowana mikroalbuminuria charakteryzowaty si¢ statystycznie zna-

miennym wyzszym poziomem wydalania albumin w moczu (p<0,001), istotnie wyz-
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szym poziomem cystatyny C (p<0,001) oraz istotnie wyzsza aktywnoscia enzymu NAG
1 jego izoenzymow A i B w moczu (p<0,001) w poréwnaniu do grupy dzieci zdrowych.
Natomiast dokonujac oceny pordwnawczej grupy pacjentdow bez udokumentowanej
mikroalbuminurii z grupa dzieci zdrowych istotne réznice wykazano tylko w zakresie
aktywnosci enzymu NAG 1 jego izoenzymow (p<0,001), natomiast nie wykazano staty-
stycznie znamiennych roéznic w zakresie cystatyny C. Wyniki te sugeruja, iz badanie
enzymu NAG w moczu u dzieci z cukrzyca typu 1 jest wezesniejszym markerem pro-
gnostycznym rozwoju mikroalbuminurii, niz oznaczenie poziomu cystatyny C oraz w
pierwszych latach choroby najpierw dochodzi do uszkodzenia nabtonka kanalika prok-
symalnego nerki, a nast¢pnie do powstania zmian patologicznych w blonie podstawnej
kigbuszka nerkowego. Stwierdzono, iz u dzieci z cukrzyca typu 1, poziom enzymu
NAG - 27,67 £+ 8,37 U/g kreat., izoenzymu A — 21,93 + 7,24 U/g kreat. oraz izoenzymu
B — 5,74 + 2,23 U/g kreat. na poczatku badania, moze predysponowac po kilku latach
trwania choroby do rozwoju mikroalbuminurii. Natomiast istotnie nizsze wartosci ak-
tywnosci enzymu NAG — 13,74 + 6,46 U/g kreat., izoenzymu A — 9,73 + 4,01 U/g kreat.
oraz izoenzymu B — 3,58 + 1,64 U/g kreat. na poczatku badania wskazuja, iz u znacznej
czesci dzieci z cukrzyca w tym czasie nie doszto jeszcze do uszkodzenia btony pod-
stawnej nablonka kanalika proksymalnego i prawdopodobnie nie zostaty jeszcze zapo-
czatkowane procesy patologiczne w obrgbie kigbuszka nerkowego. W tej grupie dzieci z
cukrzyca typu 1, po 4 latach obserwacji nie udokumentowano mikroalbuminurii. Anali-
zujac czas trwania choroby wykazano najwyzsze stezenie cystatyny C w grupie dzieci
chorujacych na cukrzyce typu 1 powyzej 10 lat. Natomiast $ledzac poziom wydalania
albumin w moczu u poszczegolnych pacjentow przez 4 lata obserwacji stwierdzono, iz
dzieci z cukrzyca 1 z progresja choroby w kierunku mikroalbuminurii, wykazywaty
istotnie wyzsze warto$ci poziomu cystatyny C na poczatku badania, niz pacjenci w tym
samym czasie, u ktorych nie udokumentowano mikroalbuminurii zaréwno na poczatku i
na koncu badania (0,88 + 0,16 vs 0,58 + 0,19; p=0,013).

W dotychczasowych opublikowanych pracach wtasnych wykazatam statystycznie
znamienny wyzszy poziom TNF-o zard6wno w grupie pacjentow z mikroalbuminuria,
jak 1 bez objawow nefropatii cukrzycowej w porownaniu do grupy dzieci zdrowych oraz

istotna dodatnia korelacj¢ pomigdzy poziomem tej cytokin a aktywno$cia enzymu NAG
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w moczu w grupie dzieci z nowo rozpoznang cukrzyca typu 1, jak 1 dlugotrwata cukrzy-
ca typu 1. W prezentowanej pracy, 4-letni okres badan pozwolil zasugerowa¢ wartosci
prognostyczne poziomu TNF- o ryzyka rozwoju mikroalbuminurii. Stwierdzono, iz u
dzieci z cukrzyca typu 1 z wyjsciowym poziomem TNF- o w surowicy krwi — 3,51
(0,00-10,40) pg/ml i aktywnos$cia izoenzymu B w moczu- 5,74 + 2,23 U//g kreat. roz-
wingla si¢ po 4 latach obserwacji mikroalbuminuria. Ponadto stwierdzono, iz tylko 17%
pacjentdw sposrdd badanej grupy nie wykazywato aktywnosci tej cytokiny na poczatku
badania.

W dalszej czgsci pracy analiza porownawcza pozioméw VEGF w surowicy krwi
poszczegolnych grup badanych pacjentdow w zaleznos$ci od historii rozwoju mikroalbu-
minurii wykazata, iz poziom cytokiny 470,81 (217,29 — 926,47) pg/ml na poczatku ba-
dania byl zwiazany z rozwojem po 4 latach jawnej nefropatii cukrzycowe;.

W prezentowanej pracy analiza regresji logistycznej wykazata, iz poziom HbA ¢ spo-
$rod badanych czynnikéw miat najwigkszy wplyw na ryzyko rozwoju retinopatii nieprolife-
racyjnej w badanej grupie dzieci z cukrzyca typu 1. Ponadto badajac wptyw wybranych
cytokin na rozwdj retinopatii cukrzycowej wykazano istotnie wyzszy poziom TNF-a,
VEGF w surowicy krwi u dzieci z cukrzyca typu 1 bez udokumentowanych zmian w na-
rzadzie wzroku, ale z podwyzszona aktywno$cia enzymu NAG 1 jego izoenzymu A w su-
rowicy krwi w poréwnaniu z dzie¢mi zdrowymi. Progresja choroby w kierunku retinopatii
cukrzycowej wiazata si¢ z dalszym wzrostem poziomu HbAlc oraz wzmozeniem sekrecji
VEGF, TNF-a do surowicy krwi, jak réwniez ze wzrostem aktywnosci enzymu NAG. Wy-
kazana w niniejszej pracy, istotna dodatnia korelacja, pomigdzy poziomem HbAlc a po-
ziomem VEGF (R=0,20; p=0,007, R=0,48; p<0,001), TNF-a (R=0,19; p=0,009; R=0,37,
p<0,001) w surowicy krwi, zarowno na poczatku w 2003 roku, jak 1 na koncu badania w
2007 roku, potwierdza znaczacy wptyw kontroli glikemii na wydzielanie czynnikéw proza-
palnych u dzieci z cukrzyca typu 1. Tym bardziej, ze udokumentowana sita tych korelacji
istotnie wzrosta po 4 latach prowadzonych badan.

Dalsza analiza regresji logistycznej wykazata, iz kolejno VEGF oraz TNF-a byty
istotnymi czynnikami bioracym udzial w rozwoju retinopatii cukrzycowej. Dodatnia
statystycznie znamienna korelacja miedzy VEGF (R=0,54; p<0,001; R=0,71; p<0,001)

a TNF-a potwierdza istotny wspdtudziat obu cytokin w procesie zapalnym u dzieci z
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cukrzyca typu 1. Z kolei analiza korelacji pomiedzy TNF-a 1 VEGF a enzymem NAG 1
jego izoenzymem A i B, wykazata istotna, narastajaca w czasie choroby zalezno$¢ mig-
dzy poziomami tych cytokin a aktywno$cia enzymatyczna NAG w surowicy krwi. Wy-
niki 4-letnich badan pozwolity na sprecyzowanie wartosci badanych cytokin oraz en-
zymu NAG, ktore z jednej strony moga odzwierciedla¢ stopien zaawansowania tocza-
cych si¢ procesow zapalnych u pacjentéw z cukrzyca typu 1, z drugiej za$ strony, moga
tez okresli¢ stopien ryzyka rozwoju retinopatii i nefropatii cukrzycowej u poszczegdl-
nych chorych. Poziom TNF-a — 0,53 (0,00 — 4,6) pg/ml, VEGF 159,53 (13,45 — 731,5)
pg/ml, enzymu NAG — 25,67 + 9,89 U/l, jego izoenzymu A — 19,37 & 8,33 U/l oraz izo-
enzymu B — 6,18 + 2,89 U/l w surowicy krwi stwierdzony na poczatku badania u dzieci
z cukrzyca typu 1, nie wiazat si¢ w czasie 4-letniej obserwacji z rozwojem objawow
klinicznych retinopatii i nefropatii cukrzycowe;.

W prezentowanej pracy wykazano istotna ujemna korelacj¢ zar6wno na poczatku,
jak 1 na koncu badania migdzy poziomem IL-10 a poziomem HbAlc, TNF-a, VEGF,
enzymu NAG w surowicy krwi oraz enzymu NAG w moczu. Ponadto zaobserwowano,
iz sita tych korelacji rosta wraz z czasem trwania choroby. Stwierdzono, iz u dzieci z
cukrzyca typu 1 z wyjsciowym poziomem IL-10 w surowicy krwi — 0,91 (0,00 — 4,40)
pg/ml rozwingla si¢ po 4 latach obserwacji mikroalbuminuria. Ponadto w niniejszej pra-
cy analiza regresji logistycznej wykazata istotny wptyw niedoboru IL-12 u dzieci z cu-
krzyca typu 1 na ryzyko rozwoju mikroalbuminurii 1 zmian w narzadzie wzroku.

Stwierdzony w obecnej pracy istotny zwiazek pomi¢dzy VEGF, TNF-a, IL-12, IL-
10, HbAlc u dzieci z cukrzyca typu 1 wskazuje, iz powstanie i rozw0j zmian naczynio-
wych w obrgbie nerek i narzadu wzroku w przebiegu choroby, nie jest wynikiem dzia-
fania jednego czynnika, ale zespotu czynnikow wspoétdziatajacych ze soba.

W prezentowanych badaniach stwierdzono, iz u dzieci z cukrzyca typu 1, utrzymu-
jacy si¢ niski poziom TNF-a [0,53 (0,00 — 4,6) vs 0,86 (0,00 — 5,1)] i VEGF 159,53
[(13,45 —731,5) vs 199,78 (19,34 — 540,23)] oraz narastajacy poziom IL-10 [2,11 (0,00
—14,8) vs 3,30 (0,00 —19,20)] i IL-12 [2,45 (0,00 — 18,8) vs 2,92 (0,00 — 13,2)] przez
caty okres 4-letnich badan wiazat si¢ z tagodnym przebiegiem choroby oraz nieujaw-

nieniem si¢ w tym okresie objawdw nefropatii 1 retinopatii cukrzycowe;.



8. SUMMARY

The study aimed at identification of early markers of diabetic nephropathy and re-
tinopathy development along with assessment of their putative prognostic significance
in children diagnosed with Diabetes mellitus type 1. The aim of the work was realized
through: the analysis of the correlation between N-acetyl- B-D-glucosaminidase (NAG)
enzyme and Cystatin C levels against the incidence of microalbuminuria and damage to
the eye apparatus in children with Diabetes mellitus type 1; the analysis of the associa-
tion between metabolic compliance (HbAlc), levels of vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF), tumor necrosis factor (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) and the incidence of
diabetic nephropathy and retinopathy in children; the assessment of the influence of
anti-angiogenic IL-12 and anti-inflammatory IL-10 on the incidence of diabetic neph-
ropathy and retinopathy in children; and finally the identification of the immunologic
and biochemical markers of prognostic significance in detection of microalbuminuria
and damage to the eye apparatus in the course of Diabetes mellitus type 1 in children.

185 patients (95 girls and 90 boys) diagnosed with Diabetes mellitus type 1 were
enrolled in the study. Control group consisted of 86 healthy children (52 girls and 34
boys) representing comparable age groups. Children underwent detailed clinical, bio-
chemical and immunological examinations twice at the distance of 4 years: in 2003 and
2007. Diabetic patients who had a concomitant autoimmune disorder were excluded
from the study.

All the patients and healthy children had glycosylated hemoglobin (HbAlc), CRP,
total cholesterol and its LDL and HDL fractions, C-peptide, creatinine, Cystatin C lev-
els and 24hrs urinary albumin secretion measured. Moreover serum and urine activity of
NAG and its A and B isoforms were measured by means of a colorimetric method. Se-
rum levels of tumor necrosis factor (TNF-a), vascular endothelial growth factor
(VEGF), interleukin 10 (IL-10), interleukin 12 (IL-12) and urine level of interleukin 6
(IL-6) were measured by means of an immunoenzymatic assay (ELISA). All the pa-
tients had also 24hrs observation of arterial blood pressure and underwent ophthalmo-

logic examination.
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At the initial stage of the study it was demonstrated that the group of diabetic chil-
dren who presented with documented microalbuminuria was characterized by a statisti-
cally significant higher rate of urinary albumin secretion (p<0.001), significantly ele-
vated level of Cystatin C (p<0.001) and significantly higher urinary activity of NAG
enzyme and its A and B isoforms as compared with the healthy children. At the same
time the group of patients presenting without microalbuminuria differed from healthy
controls only in the activity of NAG and its A and B isoforms (p<0.001), whilst no sta-
tistically significant differences were observed with regard to Cystatin C levels. In view
of the above it appears that measurement of NAG enzyme activity in urine in children
diagnosed with Diabetes mellitus type 1 is an earlier prognostic marker of the develop-
ment of microalbuminuria as compared with the Cystatin C measurement. Our results
further suggest that during first years of the disease initially damage to the epithelium of
the renal proximal tubules occurs, which is later followed by the incidence of pathologic
changes in the basal membrane of the renal glomerule. It has been observed that the
measured at the beginning of the study urine levels of NAG enzyme = 27.67 + 8.37 U/g
cr., of the isoform A = 21.93 + 7.24 U/g cr. and of the isoform B = 5.74 + 2.23 U/g cr.
may predispose to the development of microalbuminuria. In contrast, lower values of
the urine activity of NAG = 13.74 £ 6.46 U/g cr., of the isoform A =9.73 + 4.01 U/g cr.
and of the isoform B = 3.58 + 1.64 U/g cr. measured at the beginning of the study imply
that in the majority of these diabetic children no damage to the basal membrane of the
proximal tubules has yet occurred and that probably pathologic processes thus far did
not affect renal glomeruli. None of the patients belonging to this group developed mi-
croalbuminuria after four years of observation. Highest Cystatin C levels were observed
in patients who were over 10 years from disease diagnosis. The analysis of the urinary
albumin secretion rate in individual patients over four years of clinical observation re-
vealed that diabetic patients who progressed to develop microalbuminuria had statisti-
cally significant higher Cystatin C levels at the beginning of the study in comparison
with the patients who neither at the beginning nor after four years of the study had a
documented microalbuminuria (0.88 + 0.16 vs 0.58 £ 0.19; p=0.013).

In my previously published studies I have shown statistically significant higher le-

vels of TNF-a in diabetic patients presenting with microalbuminuria as well as in those
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without signs of diabetic nephropathy in relation to healthy control group of children.
Additionally, a statistically significant positive correlation between serum level of this
cytokine and NAG urine activity both in the group patients with de-novo Diabetes mel-
litus type 1 and those with long-standing Diabetes mellitus type 1 was observed. In the
current study, on the account of comprehensive 4-years long observation of the diabetic
patients, I was able to propose values of TNF-a prognostic for microalbuminuria devel-
opment. Children, who at the beginning of the study had serum TNF-a level of 3.51
(0.00 — 10.40) pg/ml and NAG isoform B urine activity of 5.74 + 2.23 U/g cr, after four
years of observation developed microalbuminuria. Moreover, only 17% of patients from
the examined group had undetectable activity of this cytokine at the beginning of the
study.

In the next phase of the study a comparison analysis of the VEGF serum levels in
relation to microalbuminuria development was performed in individual patients. VEGF
level of 470.81 (217.29 — 926.47) pg/ml measured at the beginning of the study was
found to be associated with development of overt diabetic nephropathy after four years
of clinical observation.

Logistic regression analysis of the data collected in the present study has shown
that, among all the analyzed factors, HbAlc level had strongest impact on the develop-
ment of non-proliferative retinopathy in the examined group of children with Diabetes
mellitus type 1. Additionally, from the analysis of the influence of the selected cyto-
kines on the development diabetic retinopathy it emerges that significantly higher levels
of TNF-a and VEGF are present in the serum of children diagnosed with Diabetes mel-
litus type 1 who have no documented damage to the eye apparatus, but have an in-
creased activity of NAG and its A isoform in serum as compared with healthy controls.
Disease progression towards diabetic retinopathy was associated with further increase in
HbAlc level as well as intensification of secretion of TNF-o and VEGF to the blood
serum along with increase in NAG enzyme activity. The identified in the presented
work statistically significant positive correlation between HbAlc and serum levels of
VEGF (R=0.20; p=0.007, R=0.48; p<0.001) and TNF-a (R=0.19; p=0.009; R=0.37,
p<0.001), that was observed both at the beginning of the study in 2003 and also at its

end in 2007, confirms the fundamental effect of metabolic compliance on the secretion
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of pro-inflammatory factors in children with Diabetes mellitus type 1. What is more, the
strength of the observed correlations increased significantly after four years of the
study.

Further analysis of the results of logistic regression has shown that TNF-a and
VEGF were important factors participating in the process of diabetic retinopathy devel-
opment. Positive, statistically significant correlation between VEGF (R=0.54; p<0.001;
R=0.71; p<0.001) and TNF-a confirms notable contribution of the two cytokines to the
inflammatory process present in children with Diabetes mellitus type 1. More to the
point, the analysis of the correlation between TNF-a ,VEGF and the activity of the
NAG and its A and B isoforms provided evidence for the significant, augmenting with
the duration of the disease, association between serum levels of these cytokines and
enzymatic activity of NAG in blood serum. The results of four years long clinical ob-
servation of the patients allowed specifying values of the analyzed cytokines and NAG
enzyme that apart from reflecting the advancement of the pro-inflammatory processes
may also be useful in assessing the risk of diabetic nephropathy and retinopathy devel-
opment. The levels of: TNF-a = 0.53 (0.00 — 4.6) pg/ml, VEGF = 159.3 (13.45 — 731.5)
pg/ml, NAG enzyme = 25.67 £ 9.89 U/, its A isoform = 19.37 &+ 8.33 U/l and its B iso-
form = 6.18 £+ 2.89 U/l in blood serum measured at the beginning of the study in chil-
dren with Diabetes mellitus type 1 were not associated with the development of clinical
symptoms of diabetic nephropathy and retinopathy during four years of observation.

In the present work a statistically significant negative correlation between the level
of IL-10 and the levels of HbAlc, TNF-o, VEGF and serum and urine NAG activities,
both at the beginning of the study and after four years of clinical observation, was
observed. More to the point, the strength of the correlation increased with the duration
of the disease. Diabetic children who presented with the serum IL-10 level of 0.91
(0.00 — 4.40) pg/ml at the beginning of the study, after four years of the study developed
microalbuminuria. Additionally, logistic regression analysis performed using the data
collected in the present study showed significant impact of IL-12 deficiency in children
with Diabetes mellitus type 1 on the risk of microalbuminuria development and inci-

dence of the damage to the eye apparatus.



166 Malgorzata MySliwiec

The identified in the present report statistically significant association between
VEGF, TNF-qa, IL-12, IL-10, HbAlc in children with Diabetes mellitus type 1 indicates
that the occurrence and progression of vascular lesions in kidney and eye in the course
of the disease result from interaction of multiple factors working together and are not an
effect of a single-acting parameter.

In the current study it has been shown that in children diagnosed with Diabetes
mellitus type 1 persistent low levels of TNF-a [0.53 (0.00 — 4.6) vs 0.86 (0.00 — 5.1)]
and VEGF [159.53 (13.45 — 731.5) vs 199.78 (19.34 — 540.23)] along with augmenting
levels of IL-10 [2.11 (0.00 — 14.8) vs 3.30 (0.00 — 19.20)] and IL-12 [2.45 (0.00 — 18.8)
vs 2.92 (0.00 — 13.2)] throughout entire, four years long, period of the study was associ-
ated with benign clinical course of the disease and absence of any of the signs of dia-

betic nephropathy and retinopathy.
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10.ZALACZNIK

10.1. PODZIAL. BADANYCH DZIECI Z CUKRZYCA TYPU 1 NA GRUPY

Grupa 1 Grupa 2
badana w 2003 badana w 2007
roku roku
Grupa 1A Grupa 1B Grupa 2A Grupa 2B
z bez z bez
mikroalbuminuria mikroalbuminurii mikroalbuminuria mikroalbuminurii
Grupa 1 Grupa 2
badana w 2003 badana w
roku 2007 roku
Grupa 1C Grupa 1D Grupa 2C Grupa 2D
Z retinopatia bez retinopatii z retinopatia bez
n=26 n=159 n=36 retinopatii
Grupa 1
badana w 2003
Grupa 1.1 Grupa 1.2 Grupa 1.3 Grupa 1.4
z mikroalbuminuria z progresja mikroal- Z regresja bez mikroalbuminurii

zardwno na poczatku
badania, jak i po 4
latach obserwacji

n=8

buminurii po 4 latach
obserwacji

n=32

mikroalbuminurii po 4
latach obserwacji

n=24

zar6wno na poczatku
badania, jak i po 4
latach obserwacji

n=121




Zalacznik 193

Grupa 1
badana w 2003 roku
n=185
Grupa 1.5 Grupa 1.2
z mikroalbuminuria z progresja mikroalbuminurii po 4 latach
i leczona inhibitorami ACE obserwacji i nieleczona inhibitorami ACE
n=28 n=32

Grupa 1i 2 bez mikroalbuminurii i retinopatii cukrzycowej zaréwno
na poczatku badania
jak i po 4 latach obserwacji

Grupa 1E Grupa 2E

bez mikroalbuminurii i retinopatii na bez mikroalbuminurii i retinopatii po 4
poczatku badania latach obserwacji




