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1. Abstract

Background: Inflammation is implicated in the pathogenesis of diabetes and its
complications in adults. Little is known about the relative contribution of inflammation
in common types of diabetes in youth: Type 1 diabetes (T1D), Type 2 diabetes (T2D)
and cystic fibrosis-related diabetes (CFRD). This study investigates inflammatory
markers by diabetes type and complication status, and assesses indicators of

inflammation and complications.

Methods: A cross-sectional study of 134 T1D, 32 T2D, 32 CFRD and 48 subjects
without diabetes (including 11 with CF and normal glucose tolerance) was undertaken.
Inflammation was assessed by sE-selectin by ELISA, hsCRP by turbidometry, WCC
and ESR. Nephropathy was defined by albuminuria, autonomic neuropathy by heart rate
variability, and peripheral neuropathy by vibration and thermal threshold testing and
retinopathy by seven-field stereoscopic fundus photography. Descriptive statistics,
parametric and non-parametric ANOVA and regression analyses were performed, with

significance at p <0.05.

Results: Of 198 diabetic participants; 49 % female, mean (SD) age, median diabetes
duration and median HbAlc were 16 (2.5) and 6 (3 —9) years and 8.1 (6.9 —9.3) %,
respectively. All inflammatory markers were lower in T1D than in other diabetes groups
(p <0.05) but higher than in non-diabetic controls. T2D (n=32) and CFRD (n =32)
subjects had comparable elevated levels of inflammation. BMI was a strong
independent explanatory variable of inflammation. In multivariate analysis, hsCRP and

ESR were associated with complications in addition to HbAlc, BMI and diastolic BP.

Conclusions: Circulating inflammatory markers are elevated in adolescents with
diabetes, being higher and comparable in T2D and CFRD than in T1D. Inflammation is
independently associated with diabetes complications, consistent with inflammation

driving vascular pathology in diabetes.

Seite | 4



Hintergrund: Entziindliche Vorginge spielen nachweislich eine Rolle bei der
Pathogenese von Diabetes bei Erwachsenen und seinen Komplikationen. Jedoch ist
wenig bekannt liber das Mitwirken von entziindlichen Prozessen bei den hiufigen
Diabetestypen im Kindesalter: Diabetes mellitus Typ 1 (T1D), Typ 2 (T2D) und
Diabetes bei Zystischer Fibrose (CFRD). In dieser Studie werden Entziindungsmarker
und Komplikationsstatus bei Diabetestypen untersucht und Risikofaktoren fiir

Entziindung und Komplikationen erforscht.

Methoden: Eine Querschnittsstudie mit 134 T1D, 32 T2D, 32 CFRD und 48 gesunden
Teilnehmern (inklusive 11 Teilnehmern mit zystischer Fibrose und normaler
Glukosetoleranz) wurde durchgefiihrt. Der Entziindungsprozess wurde anhand von in
ELISA bestimmten sE-selectin, in Turbidimetrie gemessenen hsCRP sowie
Leukozytenzahl und Blutsenkungsgeschwindgkeit (BSG) ermittelt. Nephropathie wurde
als  Mikroalbuminurie  definiert, autonome Neuropathie als pathologische
Herzfrequenzvariabilitit und sensomotorische Polyneuropathie wurde durch das Testen
des Schwellenwerts fiir Vibrations- und Temperaturempfinden und Retinopathie durch
7-Feld Fundusfotographie bestimmt. Deskriptive Statistik, parametische und nicht-
parametische ANOVA und Regressionsanalysen wurden durchgefiihrt und als

statistisch signifikant bei einem p <0,05 gewertet.

Ergebnisse: Von 198 Teilnehmern mit Diabetes waren 49 % weiblich, das
Durchschnittsalter betrug 16 Jahren (SD 2,5), die mittlere Diabetesdauer 6 Jahre (3 —9)
und der mittlere HbAlc 8,1 (6,9 — 9,3) %. Alle gemessenen Entziindungsmarker waren
niedriger in T1D im Vergleich zu den anderen Diabetestypen (p <0,05), jedoch héher
als in der gesunden Kontrollgruppe. T2D und CFRD Teilnehmer hatten dhnlich erhdhte
Entziindungswerte. Der BMI konnte als unabhingig assoziierte Variable von
Inflammation differenziert werden. In multivariaten Analysen zeigte sich ein
Zusammenhang zwischen hsCRP und BSG mit Komplikationen sowie HbAlc, BMI

und diastolischen Blutdruck.
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Diskussion: Entziindungsmarker sind bei Jugendlichen mit Diabetes erhoht,
insbesondere und vergleichbar hoch bei T2D und CFRD, weniger bei TI1D.
Inflammation ist unabhdngig mit Langzeitkomplikationen durch Diabetes assoziiert und

zu vereinbaren mit der vaskuldren Pathogenese bei Diabetes.
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2. Manteltext

Forschungsstand

Als Diabetes mellitus ist eine Gruppe von Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels
definiert, die durch einen absoluten oder relativen Mangel an Insulin zu
Hyperglykédmien fiihren. Die Prévalenz weltweit betrigt 7,9 bis 9,0 % und Diabetes ist
somit eine der haufigsten Stoffwechselstorungen (1). Im Verlauf der Erkrankung kann
es zum Auftreten von Langzeitkomplikationen mit irreversiblen Schiden an Nerven,
GefidBlen, Augen und Nieren kommen, die durch chronische Hyperglykdmien verursacht

werden. Mit diesen einher gehen erhohte Morbiditdt und Mortalitét.

Inflammation bei Diabetes

Schon lange ist bekannt, dass entziindliche Prozesse eine Rolle in der Pathogenese von
Diabetes mellitus und denen daraus resultierenden Langzeitkomplikationen spielen.
Hyperglykédmie und Insulinresistenz, die die Pathologie von Diabetes charakterisieren,
fithren zu Schadigung von Endothel und vaskuldrer Entziindung.

Hyperglykémie interveniert mit der Synthese von Stickstoff (NO), welches als wichtiger
Vasodilatator und antiinflammatorisch agiert, in dem es die Synthese und Expression
von Zytokinen und Adhdsionsmolekiilen hemmt (2). So fiihrt Hyperglykdmie zu
verstirkten vaskuldren Permeabilitit und Kontraktilitit sowie der Aktivierung von
verschiedenen Entziindungsvermittlern wie Tumornekrosefaktor o (TNFa), Inter-
leukinen sowie vaskuldren und interzelluliren Adhédsionsmolekiilen wie intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) und
soluble endothelial selectin (sE-selectin) (3, 4). Wahrend die Interleukine wiederum die
Produktion des CRP in der Leber stimulieren, locken die Adhéisionsmolekiile

Monozyten zu den betroffenen Gefdlen, wo diese in das GefiBBendothel penetrieren.
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Dort differenzieren sie sich durch das Binden von Lipoproteinen zu Schaumzellen und
setzen einen prothrombotischen Vorgang in Gange (5). Dariiber hinaus fiihrt
Insulinresistenz zu Endotheldysfunktion und entziindlichen Prozessen, da Insulin selbst
NO freisetzt und physiologischerweise vasodilatatorisch wirkt (6). Somit fiihrt eine
Insulinresistenz zu Vasokonstriktion und verstérkt das Risiko flir Arteriosklerose und

fiir damit verbundene mikro- und makrovaskuldre Komplikationen.

Abbildung 1: Entziindungsreaktion durch Hyperglykémie
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Entziindungsmarker bei Diabetes und seinen Komplikationen

Um Entziindungsprozesse im Allgemeinen laborchemisch nachzuweisen, werden
verschiedenste Entziindungsmarker standardmifBig bestimmt. Zu den systemischen
Entziindungsmarkern gehdren unter anderem die Leukozytenzahl (white cell count,
WCC), Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG, erythrocyte sedimentation rate, ESR) und
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C-reaktives Protein (CRP). Adhédsionsmolekiile als vaskuldre Entziindungsmarker (z. B.
sE-selectin, VCAM-1, ICAM-1 und Interleukin-8) sind heutzutage noch der Forschung
vorbehalten und zur Bestimmung sind spezielle Assays notwendig. Sie werden vom
Endothelgewebe produziert und korrelieren untereinander, weil sie alle Teil der oben
beschriebenen Kettenreaktion (s. Abbildung 1) sind (5).

CRP ist ein Akut-Phase-Protein und wird vor allem in der Leber, aber auch von anderen
Gewebearten wie Fett und dem GefaB3system produziert (7) und korreliert haufig mit
dem Body Mass Index (BMI) (8). Bei Entziindungsprozessen, Gefillverletzungen oder
Infektionen steigt das CRP Level an. Ein erhdhtes CRP geht mit einem erhdhten Risiko
fiir kardiovaskuldre Erkrankungen einher (9). Auch bei Diabetes Patienten konnte ein
erhohter CRP Spiegel festgestellt werden, jedoch bisher kein Zusammenhang mit einem
vermehrten Auftreten von mikrovaskuldren Langzeitkomplikationen wie Retinopathie
und Nephropathie (10, 11).

sE-selectin, welches von arteriellen Endothelzellen bei erhohtem Interleukin-1 und
TNF-a ausgeschiittet wird und zur Adhdsion von Neutrophilen in der GefiBwand fiihrt,
ist ein Zeichen fiir vaskulire Entziindung (12). Beim Auftreten von
Diabeteskomplikationen kommt es zu erhéhten Leveln von sE-selectin (13, 14).

Die BSG und Leukozytenzahl sind anerkannte, allgemeine Entziindungswerte und sind
klinisch leicht zugédnglich. Wahrend die Leukozytenzahl bei Diabetes erhoht oder sogar
unabhingiger Risikofaktor sein kann, existieren noch nicht viele Studien, die den
Zusammenhang von BSG und Diabetes untersuchen (15-17).

Langzeitkomplikationen wie diabetische Neuropathie, Nephropathie, Retinopathie und
Atherosklerosis durch Diabetes fliihren zu Morbiditidt und Mortalitét. Thre Priavention
nimmt einen groRen Stellenwert in der Therapie von Diabetes ein. Ein Zusammenhang
zwischen einer Erhdhung von Entziindungsmarkern und dem Auftreten von

Diabetesfolgen konnte bereits gezeigt werden (18-20). Deshalb gibt es Bestrebungen,
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verschiedenste Entziindungsmarker als pradiktive Biomarker zu etablieren, um
friihzeitig in den Krankheitsverlauf zu intervenieren.

Auflerdem gilt es, neben der Erforschung einer Vielzahl verschiedener
Entziindungsvermittlern auch, unterschiedliche Cofaktoren des Entziindungsprozesses
zu ermitteln. Einer dieser ist Ubergewicht. So konnten Beziehungen zwischen TNF-a,
der von Adipozyten sezerniert wird, und einer zunehmenden Insulinresistenz aufgezeigt
werden (21). Bei T1D zeigte sich Ubergewicht auch als Risikofaktor fiir diabetische

Langzeitkomplikationen (22, 23).

Der Vergleich verschiedener Diabetestypen

Unter dem Krankheitsbild Diabetes sind verschiedene Diabetestypen zusammengefasst,
die hdufigsten sind Typ 1 und Typ 2, welche beide durch chronische Hyperglykdmien
definiert sind und deshalb Parallelen in der Pathogenese haben, jedoch auch viele
Unterschiede.

Bei T1D handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, bei der die B- Zellen des
Pankreas zerstort werden und so ein absoluter Insulinmangel entsteht. Patienten sind ein
Leben lang auf externe Insulinzufuhr angewiesen. Meistens manifestiert sich die
Erkrankung im Kinder- oder Jugendalter und verlduft akut mit Hyperglykdmie und
Glukosurie bis hin zum hyperglykdmischen Koma mit Ketoazidose.

An T2D leiden 90 — 95 % der Diabetiker. Eine jahrelange Uberproduktion von Insulin
fithrt sowohl zu einer Insulinresistenz der Korperzellen als auch zu einem Insulinmangel
durch Apoptose der -Zellen sowie einem sekretorischen Defekt der a- und B-Zellen des
Pankreas. Der Verlauf ist meistens schleichend. Risikofaktoren fiir T2D sind z.B. eine
positive Familienanamnese, Zugehdrigkeit zu einer Ethnie mit erhohtem Risiko,
Adipositas, korperliche Inaktivitdit und Rauchen (24). Wihrend T2D vor wenigen

Jahrzehnten noch als ,Altersdiabetes galt, erkranken heutzutage immer mehr
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Jugendliche an T2D. Neben verschiedenen medikamentdsen Ansitzen mit oralen
Antidiabetika stehen eine Verdanderung der Erndhrung und mehr korperliche Aktivitat
mit Ziel der Gewichtsreduktion an erster Stelle der Therapie. Insbesondere bei T2D ist
der Zusammenhang zwischen erhohten Leveln von Entziindungsmarkern und -
vermittlern wie CRP, Interleukin-6 und Leukozyten und der Entstehung von
Insulinresistenz seit langem bekannt (16, 18, 25).

Gemein ist beiden Diabetestypen die Entwicklung von mikro- und makrovaskuldren
Langzeitkomplikationen im Verlauf der Erkrankung. Zeitpunkt des Aufiretens und
Schwere der Komplikation hingen von Faktoren wie Himoglobin Alc (HbAlc)-Level,
Lénge der Diabeteserkrankung, Gewicht und Rauchen ab (26-28). Insgesamt kommt es
bei T2D friither im Krankheitsverlauf und héufiger zum Auftreten von Komplikationen
(29-31).

Beide Diabetesformen sind seit Jahrzehnten bekannt und werden seitdem ausgiebig
erforscht. Diabetes bei zystischer Fibrose (cystic fibrosis, CF) stellt hingegen eine kleine
Randgruppe bei den Diabetestypen dar. Seit jedoch durch verbesserte
Behandlungsoptionen von pulmonalen Infektionen die Lebenserwartung von Patienten
mit CF in den letzten Jahrzehnten drastisch gestiegen ist und mit den neuen
Therapieoptionen der CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)-
Modulatoren wohl weiter steigen wird, riicken Langzeitkomplikationen der CF wie
Diabetes bei CF (cystic fibrosis related diabetes, CFRD) mehr in den Fokus (32). Rund
40 % der Erwachsenen und 25 % der Jugendlichen mit CF erkranken an CFRD (33). CF
im Allgemeinen ist mit einem systemischen sowie insbesondere einem pulmonalen
Entziindungsprozess verbunden, Ubergewicht spielt eine untergeordnete Rolle. Bisher
ist die genaue Pathogenese des CFRD ungeklirt, jedoch wird als eine priméire Ursache
ein relativer Insulinmangel aufgrund von zerstdrtem endokrinen Pankreasgewebes

angenommen (33). In akuten pulmonalen Exazerbationen bedingt durch einen héheren
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Spiegel an Kortisol, Katecholaminen und Zytokinen scheint auch eine gewisse
Insulinresistenz eine Rolle zu spielen (34). Der CFRD besteht aus einem breiten
Spektrum verschiedener Glukosetoleranzstorungen: in frithen, oft asymptomatischen
Phasen zeigt sich nur eine gestorte Glukosetoleranz ohne erhdhte Niichternblutglukose,
manchmal kommt es erst Jahre spéter zu erhohten Niichternblutzuckerwerten. Ein oraler
Glukosetoleranztest kann frithzeitig Aufschluss iiber eine gestorte Glukosetoleranz
geben. Eine friithzeitig eingeleitete Insulintherapie kann das mit CFRD verbundene
schlechtere Outcome der CF wie eine erhohte Mortalitit und eine verschlechterte
Lungenfunktion positiv beeinflussen (35). Immer mehr spielen auch mikrovaskulire
Verdnderungen als Form von Diabeteslangzeitkomplikationen fiir CF Patienten eine
Rolle, diese sind jedoch bis heute —insbesondere bei jungen Patienten — nur wenig
erforscht (36). Bisher ist noch nicht viel iiber diabetische Langzeitkomplikationen bei
CFRD bekannt, insbesondere bei einer so kurzen Diabetesdauer wie in unserem Falle.
Noch vor wenigen Jahren war die Lebenserwartung der Patienten mit CF deutlich
verkiirzt und CFRD Patienten erreichten oft nicht ein Alter, in dem sie
Langzeitkomplikationen durch Diabetes entwickelt hétten. Mit der ansteigenden
Lebenserwartung, von aktuell 45 Jahren (32), werden diese Diabetesform, die
entstehenden Komplikationen und die Erkennung sowie Kontrolle von Risikofaktoren
zunehmend wichtiger. Nach heutigem Kenntnisstand ist die Verbindung zwischen den
pathologischen Verdnderungen des Glukosestoffwechsels und der Mutation des cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) Proteins noch nicht komplett
verstanden und die Faktoren, die bei der Entstehung der chronischen Komplikationen
von CFRD eine Rolle spielen, sind noch wunklarer. Jedoch scheint ein
Entziindungsprozess Teil der Pathologie zu sein. Es wird angenommen, dass bei CF
eine Obstruktion der Pankreasginge zu einer exokrinen und endokrinen

Pankreasdysfunktion fithren kann (37). AuBlerdem kommt es im Respirationstrakt zu
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Obstruktionen mit Zerstorung von Epithel und der Proliferation von Bakterien (38).
Somit ist CF im Allgemeinen eine Erkrankung, die durch eine chronische, systemische
und pulmonale Entziindung, auch in Abwesenheit von Keimen, gekennzeichnet ist (39,
40). Mit Diabetes als Komorbiditit, die 50 % der CF Patienten im Alter von 30 Jahren
betrifft (41), wird auch die vaskuldre Entziindung ein Thema dieser komplexen
Erkrankung. In unserer Studie sahen wir dhnlich hohe systemische und vaskulére
Entziindungsmarker bei CFRD wie bei T2D und hdhere Privalenzen fir HVV und
Retinopathie als vorangegangene Studien, was darauf hindeuten konnte, dass das Risiko
fiir Langzeitkomplikationen auch bei CFRD alarmierend hoch ist im Vergleich zu T1D

und bisher unterschitzt wurde (36, 42).

Entziindung bei Jugendlichen mit Diabetes

Wihrend bereits einige Studien iiber den Zusammenhang von Entziindungsprozessen
bei Erwachsenen mit Diabetes vorliegen, ist die Datenlage bei jugendlichen Patienten
noch unzureichend (18). Doch gerade im jungen Alter gilt es Risikofaktoren und
Priadiktoren zu eruieren, um die langfristige Krankheitsentwicklung des Diabetes positiv
zu Dbeeinflussen. Deshalb untersuchten wir in unserer Querschnittsstudie,
Zusammenhinge zwischen Entziindungsmarkern, Langzeitkomplikationen des Diabetes
und den Einfluss von Ubergewicht in den drei hiufigen Diabetesformen im

jugendlichen Alter, T1D, T2D und CFRD.
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Methodik

Bei unserer Studie handelte es sich um eine Querschnittsstudie, in der vier verschiedene
Entziindungsbiomarker, hsCRP (hochsensitives CRP), sE-selectin (soluble endothelial
selectin), Leukozytenzahl und BSG, in den Blutproben von jungen Patienten mit
Diabetes gemessen wurden. In den Kontrollgruppen ohne Diabetes wurden zwei
verschiedene Biomarker, hsCRP und sE-selectin, bestimmt, der Vergleich zu
Leukozytenzahl und BSG wurde zu Standardreferenzwerten des Krankenhauses
gezogen.

Alle Teilnehmer mit Diabetes wurden am Tag der Blutentnahme ebenfalls auf das
Vorkommen von Langzeitkomplikationen durch Diabetes untersucht. Im gewonnenen
Blut wurden die Biomarker sowie andere Standardlaborwerte bestimmt.

Die Studie wurde am Children’s Hospital Westmead (CHW), Sydney, New South
Wales, Australien geplant und durchgefiihrt. Eine Ethik-Kommission des
Krankenhauses hat die Studie gepriift und bewilligt. Die Teilnehmer und ihre Eltern

wurden schriftlich aufgeklirt und haben in die Teilnahme eingewilligt.

Teilnehmer

An der Studie nahmen 198 junge Patienten mit Diabetes teil, die zwischen 2011 bis
2017 das CHW besuchten. Davon waren 134 Jugendliche aufgrund der Klinik oder
niedrigen C-Peptid Leveln und Autoantikdrpern als T1D diagnostiziert, 32 bei
negativem AutoantikOrperstatus und ohne MODY oder sekunddrem Diabetes als T2D,
sowie 32 weitere mit CFRD.

CFRD ist definiert als ein Niichternblutzuckerwert von >7mmol/l/>126mg/dl oder ein
2-Stunden-Blutglukoselevel von >11,1 mmol/l/>200 mg/dl bzw. ein Himoglobin Alc

(HbAlc) >6,5 % bei Patienten mit CF.
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Die Rekrutierung der Teilnehmer fand widhrend ihres alljéhrlichen Besuchs in der
Langzeitkomplikations-Diabetessprechstunde statt. In Australien wird dieser allen
Jugendlichen mit T1D empfohlen, wenn sie bereits 2 Jahre an Diabetes leiden oder erst
5 Jahre nach Diagnose, wenn sie zum Zeitpunkt der Diagnose noch nicht 11 Jahre alt
waren. Patienten mit T2D und CFRD sollten bereits erstmalig bei Diagnose des
Diabetes vorstellig werden, weil ein bereits bei Diagnose vermehrtes Vorkommen von
Langzeitkomplikationen darauf hindeute, dass bei T2D und CF ein bestehender
Diabetes tiber lingere Zeit unentdeckt bleibt.

Auswahlkriterien fur die Studie waren ein aktuell stabiler Krankheitsverlauf, keine
schweren Hypoglykédmien in den letzten 6 Monaten, keine Hinweise auf eine akute
Infektion und keine orale Steroidtherapie in den letzten 4 Wochen. Keiner der
teilnehmenden Patienten mit CF wurde mit CFTR-Modulatoren behandelt.

Zwei alters- und geschlechtsangepasste Referenzgruppen bestehend aus 37 gesunden
Jugendlichen und 11 CF-Patienten mit normaler Glukosetoleranz wurden ebenfalls
zwischen 2011 und 2017 rekrutiert. Die gesunden Teilnehmer durften nicht an einer
chronisch-inflammatorischen Erkrankung, rezidivierenden Fieberschiiben oder einer
anderen Infektionserkrankung leiden. Sie konnten erstgradige Verwandte von T1D-
Patienten sein, so lange bei ihnen keine Diabetesantikdrper nachgewiesen wurden. CF-
Patienten konnten teilnehmen, wenn sie keine Anzeichen fiir eine akute Exazerbation

zeigten und seit mindestens 4 Wochen keine oralen Steroide eingenommen hatten.

Klinische Daten und Erfassung von Langzeitkomplikationen bei Diabetikern

Von jedem Teilnehmer der Studie wurden klinische Daten wie GroBle, Gewicht und
Blutdruck (BD) erhoben sowie 10 ml vendses Blut und eine Morgenurinprobe
abgenommen. Fiir die klinischen Daten wurden alters- und geschlechtspezifische

standard deviation scores (SDS) und Perzentilen berechnet. Mit dem berechneten
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Body-Mass-Index (BMI, Gewicht/GroBe”) wurden Gewichtskategorien nach S2-
Leitlinien eingeteilt: Untergewicht <15. Perzentile, Normalgewicht >15. Perzentile und
<85. Perzentile, Ubergewicht >85. Perzentile und <97. Perzentile, Adipositas >97.
Perzentile (43). Der Blutdruck wurde nach Riva-Rocci nach flinfminiitiger Ruhe in
sitzender Position erhoben. Als Bluthochdruck wurden Blutdruckwerte >95. Perzentile
fiir Patienten jlinger als 18 Jahre bzw. fiir éltere Teilnehmer Werte >140/90 mmHg oder

jegliche medikamentdse antihypertensive Therapie gegen Bluthochdruck gewertet (44).

Laboruntersuchungen. Die Blutproben wurden zentrifugiert und das Blutplasma wurde
zundchst bei -80 °C gelagert. Im Zentrallabor des CHW wurden im Blut HbAlc,
Leukozytenzahl, BSG, Blutfettwerte sowie Leber- und Nierenwerte bestimmt, der Urin
wurde auf Albumingehalt untersucht. HbAlc wurde per Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie bestimmt und der Albumin-Kreatinin-Quotient im Urin wurde durch
eine Immunturbidimetrie erfasst. Die Normwerte entsprachen den australischen
Guidelines (45). Am National Health and Medical Research Centre (NHMRC) der
Universitdit Sydney wurde zur Bestimmung von hsCRP eine hochsensitive
Turbidimetrie und zur Bestimmung von sE-selectin ein Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) durchgefiihrt. Dabei betrug die Intra-Assay-Varianz weniger als 5 %

und die Inter-Assay-Varianz weniger als 13 %.

Von diabetischer Nephropathie wurde im Rahmen dieser Studie bei einer
Mikroalbuminurie gesprochen. Diese war definiert als entweder ein Albumin-Kreatinin-
Quotient >20 pg/min in mindestens 2 von 3 Morgenurinproben oder ein Durchschnitts-
Albumin-Kreatinin-Quotient >3,5 (ménnlich)/>4 (weiblich) mg/mmol in 3 Morgen-

urinproben.
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Herzfrequenzvariabilitit, eine Variable zum Beschreiben der autonomen Verdanderung
der Frequenz des Herzrhythmus, wurde anhand eines 10-mintitigen EKGs mithilfe von
LabChart Pro (AD Instruments, Sydney, NSW, Australien) analysiert. Zundchst wurden
Artefakte ~ und  Extrasystolen exkludiert. Anschliefend  wurde die
Herzfrequenzvariabilitit in den Bereichen Zeit und Frequenz beurteilt. Beziiglich der
Zeitdomine werden die Grundherzfrequenz, die Standardabweichung von RR-
Intervallen und die Quadratwurzel des quadrierten Mittelwertes der Summe aller
Differenzen aufeinanderfolgender RR-Intervalle analysiert. Weiterhin werden die
Frequenzanteile, die dem Sympathikus (Niedrigfrequenz, low frequency, zwischen
>0,04 Hz und <0,15 Hz) oder dem Parasympathikus (Hochfrequenz, high frequency,
zwischen >0,15 Hz und <0,4 Hz) zugeordnet werden kdnnen, sowie der Quotient aus
Niedrigfrequenz und Hochfrequenz als Kennwert fiir sympathovagale Balance
analysiert. Herzfrequenzvariabilitdtsverdnderungen (HVV) wurden definiert als Werte
<5. oder >95. Perzentile einer alters- und geschlechtsgleichen Kontrollgruppe in

mindestens einer von den verschiedenen Kategorien.

Diabetische sensomotorische Polyneuropathie wurde durch die Beurteilung der
Temperatur- und  Vibrationssensibilitdt ~ des  Fulles  eingeschdtzt.  Der
Vibrationsschwellenwert wurde am linken Malleolus und der linken groen Zehe und
der thermische Schwellenwert fiir Kalt und Warm auf dem linken FuB3riicken bestimmit.
Die Normwerte wurden in einer alters- und geschlechtsgleichen Kontrollgruppe ohne
Diabetes ermittelt, Messungen >95. Perzentile in einem dieser 4 Tests wurde als

sensomotorische Polyneuropathie gewertet.

Diabetische Retinopathie wurde mithilfe einer 7-Feld-Fundus-Farbfotografie durch

einen erfahrenen Ophthalmologen diagnostiziert und in Schweregrade nach der Airlie
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House Klassifikation eingeteilt. Bei mindestens einem Mikroaneurysma oder einer
retinalen Blutung wurde die Diagnose diabetische Retinopathie gestellt. Der
Schweregrad der Retinopathie bezog sich jeweils auf das schwerer betroffene Auge und
wurde in folgende Kategorien eingeteilt: minimale, nicht-proliferative Verdnderungen,

mittelschwere, nicht-proliferative Verdnderungen oder proliferative Verdnderungen.

Statistik. Die Daten wurden mit SPSS Version 24 analysiert. Statistische Signifikanz
wurde bei p <0,05 festgelegt. Bei einer Normalverteilung der Variabel wurde der
Kolmogorov-Smirnov-Test verwendet. In deskriptiven Analysen wurden der
Durchschnittswert + Standardabweichung (standard deviation, SD) oder der Median
und der Quartilsabstand fiir kontinuierliche Variablen sowie Anzahl und Prozentsatz fiir
kategorische Variablen errechnet. Zum Vergleich von Gruppen wurde der ANOVA-
Test (mit Bonferroni-post-hoc-Test) fiir Variablen mit Normalverteilung genutzt und
Kruskall-Wallis ANOVA (mit Mann-Whitney-Test) flir nicht normalverteilte Variablen.
Fiir kategorische Variablen wurde der chi-square-Test verwendet. Mithilfe von
univariaten und multivariaten logistischer Regression wurden die Verbindungen
zwischen Aufireten von Langzeitkomplikationen und laborchemischen Ergebnissen
ergriindet. Mikrovaskuldre Komplikationen wurden definiert als das Vorkommen von
entweder Mikroalbuminurie, sensomotorischer Polyneuropathie oder diabetischer
Retinopathie. Statistisch signifikante sowie klinisch wichtige Variablen wurden in die
Regressionsmodelle involviert. Untersuchte Kovariaten waren HbAlc, Krankheitsdauer
und BMI, deren Einfluss auf die Entwicklung von Langzeitkomplikationen schon oft

gezeigt wurde.

Seite | 18



Ergebnisse

Klinische Ergebnisse

Die wichtigsten demographischen Daten der 198 Studienteilnehmer sind in Tabelle 1

abgebildet. Das Durchschnittsalter betrug 15,6 Jahre (SD 2,5) und 49 % waren weiblich.

Die Jugendlichen mit T1D waren ein wenig &lter, waren jlinger bei ihrer Diagnose,

hatten eine lingere Krankheitsdauer und hohere HbAlc-Spiegel. Die Teilnehmer mit

T2D hatten hohere BMIs, mehr Bluthochdruck und vermehrt pathologische Lipidwerte

als die mit T1D. Im Vergleich zu T1D hatten die Patienten mit CFRD einen geringeren

BMI, niedrigere HbAlc-Level und erhdhte Leberenzyme.

Tabelle 1: Klinische Daten der nach Diabetestyp eingeteilten Probanden.

T1D T2D CFRD
(n=134) (n=32) (n=32)
Alter (in Jahren) 15,8 [2,6] 15,1 [1,9] 14,6 [2,2]
Alter bei Diagnose (in Jahren) 7,5 [3,3] 13,0 [1,6] 12,0 [2,6]
Diabetesdauer (in Jahren) 8,1[5,4-10,5] 1,8 [0,3-3,3] 2,3[1,0-3,9]

BMI 22,7 [20,7-25,9] 31,7 [27,5-35,2] 18,5 [16,7-20,6]
HbA,. (%) 8,5[7,7-9.5] 6,6 [5,6-9.,2] 5,9 [5,7-6.5]
Bluthochdruck 12/134 [9 %] 6/31 [19 %] 0/28 [0 %]

Erhohte Leberenzyme*

14/96 [15 %]

7126 [27 %]

9/19 [47 %]

Pathologische Lipidwerte**

19/134 [14 %]

15/31 [48 %]

7/29 [24 %]

Langzeitkomplikationen durch Diabetes

Auftreten mind. einer Kompl.

87/134 [65 %]

23/31 [72 %]

18/28 [56 %]

Diabetische Nephropathie

1/123 [1 %]

6/20 [19 %]

0/19 [0 %]

HVV

35/126 [28 %]

14/26 [54 %]

12/24 [50 %]
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Sensomotorische
6/132 [5 %] 6/31[19 %] 0/27 [0 %]
Polyneuropathie

Diabetische Retinopathie 21/133 [16 %] 2/30 [7 %] 2/26 [8 %]

X[X-X] steht fiir Median [25. Perzentile — 75. Perzentile], X[X] fiir Durchschnittswert [SD]
* (erhohte AST, ALT, Gamma-GT oder alkalische Phosphatase), ** (erhdhtes Gesamtcholesterol, LDL

Cholesterol, Triglyceride oder erniedrigtes HDL Cholesterol)

Entziindungsmarker

In Abbildung 2 wurden die Level der Entziindungsmarker in den drei verschiedenen
Diabetesgruppen dargestellt. Die gesunde Kontrollgruppe (gestrichelte, horizontale
Linie in Abb. 2) hatte einen Median hsCRP von 0,4 (0,2 — 0,8) mg/L und einen Median
sE-selectin von 38,9 (27,4 — 60,4) ng/ml, die CF-Patienten (gepunktete, horizontale
Linie in Abb. 2) einen Median hsCRP von 1,0 (0,1 —1,6) mg/LL und einen Median
sE-selectin von 58,0 (42,9 — 78,6) ng/ml. Bei den T2D- sowie CFRD-Patienten waren
hsCRP und sE-selectin signifikant erhoht im Vergleich zu den Referenzgruppen:
2,3 (1,0—-4,5) mg/L (p <0,001) und 62,6 (46,4 — 80,7) ng/ml (p = 0,005) und 1,6 (0,5 —
5,0) mg/L (p =0,003) und 71,5 (48,5 —115,8) ng/mL (p = 0,002). Zwischen T1D und
den gesunden Teilnehmern konnte nur ein numerischer Trend nachgewiesen werden
(0,5(0,3—1,4) mg/L (p = 0,09) und 42,1 (33,1 — 55,0) ng/ml (p = 0,68)).

Sowohl der Median der Leukozytenzahl als auch die BSG der T1D Teilnehmer (6,3
(5,4-7,6)x 10°/L und 7,0 (4,0 —15,0) mmv/h) und der T2D Teilnehmer (8,8 (7,2 —
10,2) x 10°/L und 13,0 (9,0 — 30,0) mm/h) befanden sich innerhalb des Normbereiches
(Leukozytenzahl fiir 5 — 10-jéhrige 5,0 — 14,5x 10°/L, fiir 10— 15-jihrige 4,5 —
13,5x 10°/L, fiir >15-jahrige 4,0 — 11,5 x 10°/L, BSG 0 —20 mm/h, fiir Jungen >15
Jahre 0 — 15 mm/h).

Aus Abbildung 2 geht hervor, dass im Vergleich zu der TI1D-Gruppe alle

Entziindungsmarker bei T2D (hsCRP p <0,001, sE-selectin p <0,001, WCC p <0,001,
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ESR p =0,005) sowie CFRD (hsCRP p = 0,001, sE-selectin p <0,001, WCC p = 0,02,
ESR p =0,01) signifikant erhdht waren.

Nach statistischer Anpassung fir BMI, Diabetesdauer und HbAlc waren die
Entziindungsmarker bei CFRD im Vergleich zu T1D immer noch signifikant erhoht
(Abb. 3). AuBerdem konnte nach statistischer Anpassung auch eine signifikante
Erhohung der Marker bei CFRD im Vergleich zu T2D festgestellt werden (hsCRP

p = 0,002, sE-selectin p = 0,002, ESR p = 0,003).

Abbildung 2: Statistisch nicht-angepasste Mediane der Level der Entziindungs—marker bei den
verschiedenen Diabetestypen sowie deren Quartilsabsténde.
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Abbildung 3: Durchschnittswert und Standardfehler der Entziindungsmarker angepasst an
Diabetesdauer, HbAlc-Level und BML
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hsCRP und BSG waren signifikant erhoht bei Studienteilnehmern mit vorhandenen

Diabeteslangzeitkomplikationen im Vergleich mit denen ohne Komplikationen: 0,9

(0,3-2,7) mg/L vs. 0,5 (0,3 — 1,4) mg/L (p = 0,02) und 10,0 (5,0 — 22,0) mm/h vs. 7,0

(3,5 — 14,0) mm/h (p = 0,04).

Abbildung 4: Statistisch nicht-angepasste Mediane der Level der Entziindungsmarker sowie
deren Quartilsabstéinde bei Teilnehmern mit bzw. ohne Komplikationen im Vergleich.
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Langzeitkomplikationen des Diabetes

Unabhingig von der Krankheitsdauer litten Probanden mit T2D am héufigsten an
chronischen Komplikationen durch ihren Diabetes gefolgt von T1D. Bei CFRD-
Patienten traten am wenigsten Komplikationen auf. Mikroalbuminurie als Zeichen der
diabetischen Nephropathie war am héufigsten bei T2D (19 % vs. 1 % bei T1D vs. 0 %
bei CFRD). T1D-Patienten hatten am seltensten eine pathologische HVV (28 % vs.
54 % bei T2D vs. 50 % bei CFRD), insgesamt war diese jedoch die am héufigsten
auftretende Komplikation. T1D-Patienten litten auch weniger an sensomotorischer
Polyneuropathie als T2D (5 % vs. 19 %). Diabetische Retinopathie trat am hiufigsten
bei T1D auf (16 % vs. (T2D) 7 % vs. (CFRD) 8 %), jedoch lag hier kein signifikanter

Unterschied zwischen den Diabetesgruppen vor.

Verbindungen zwischen Langzeitkomplikationen und klinischen Daten wie BMI und
Entziindungsparameter

HbAlc, BMI, Blutdruck und die Entziindungsmarker zeigten eine signifikante
Assoziation mit den einzelnen Diabeteskomplikationen (Tabelle 2). Mit dem Auftreten
einer Langzeitkomplikation im Allgemeinen waren die BSG sowie HbAlc, BMI und
Blutdruck assoziiert. Die Entziindungsmarker hsCRP, Leukozytenzahl und BSG waren
mit HVV assoziiert. Eine erhohte BSG war auch mit den mikrovaskuldren
Komplikationen Retinopathie, sensomotorischer Polyneuropathie und Nephropathie

assoziiert.
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Tabelle 2: Assoziation von Variablen mit Diabeteskomplikationen

Angepasst fiir Alter
Univariat Multivariat
und Geschlecht
Komplikation Erkldrende Variable p-Wert p-Wert p-Wert
mind. eine HbAlc 0,01 0,008 0,008
Komplikation
BMI 0,02 0,027 0,03
(n=192)
Diastolischer BD 0,02 0,02 n.s.
BSG 0,02 0,019 0,04
Mikrovaskuldire |HbAlc 0,008 0,013 0,004
Komplikationen
(n=43) BMI <0,001 <0,001 0,001
Systolischer BD 0,007
0,025 n.s.
Diastolischer BD 0,01
BSG 0,006 0,012 n.s.
HVV (n=176) BMI 0,015 0,02 n.s.
Systolischer BD <0,001 <0,001 <0,001
Diastolischer BD 0,001 0,002 0,009
hsCRP 0,019 0,021 0,037
Leukozytenzahl 0,049 n.s. n.s.
BSG 0,01 0,02 0,02

Multivariates Modell: erklirende Variable angepasst fiir Alter, Geschlecht, BMI, BD und HbAlc
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Verbindungen zwischen Entziindungsmarkern und klinischen Charakteristika
Der Diabetestyp zeigt eine signifikante Assoziation mit allen bestimmten

Entziindungsmarkern (Tabelle 3). Der BMI und das Alter sind mit hsCRP und BSG

assoziiert und das Geschlecht mit Leukozytenzahl und BSG.

Tabelle 3: Assoziation von Variablen mit Entziindungsmarkern

Univariat Multivariat
Entziindungsmarker Erklarende Variable p-Wert p-Wert
sE-selectin Alter 0,01 n.s
Diabetesdauer <0,001 n.s
Diabetestyp <0,001 <0,001
hsCRP Alter <0,001 <0,001
BMI <0,001 <0,001
Diabetestyp <0,001 <0,001
Leukozytenzahl Geschlecht <0,001 <0,001
Diabetesdauer 0,01 n.s
Diabetestyp <0,001 <0,001
BSG Geschlecht <0,001 <0,001
Alter 0,02 0,02
BMI 0,02 0,001
Diabetestyp 0,001 <0,001

Multivariates Modell: erkldrende Variable angepasst fiir Alter, Geschlecht, Diabetesdauer, BMI, ggf.

Diabetestyp
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In Tabelle 4 ist die Verteilung der Gewichtskategorien nach BMI in T1D, T2D und
CFRD abgebildet. Wie vermutet trat Adipositas am hiufigsten in der T2D-Gruppe und
Untergewicht am meisten bei CFRD auf. Von der TID-Gruppe waren 40 %
iibergewichtig oder adipds. Entziindungsmarker und Komplikationsstatus wurden in
Bezug auf das Gewicht untersucht (Untergewicht, Normalgewicht, Ubergewicht,
Adipositas). Beobachtet wurden unterschiedliche Level von Entziindungsmarkern je
nach Korpergewicht. Insbesondere adipdse Patienten hatten im Vergleich zu den
anderen Gewichtskategorien erhdhte Level von nahezu allen Entziindungsmarkern. Nur
die Leukozytenzahl war signifikant bei den untergewichtigen Patienten erhoht. Es
konnte auch beobachtet werden, dass es zu einem erhohten Auftreten von
mikrovaskuldren Komplikationen mit steigendem BMI kam.

Bei nur sehr wenigen untergewichtigen Teilnehmern wurde eine Gruppierung der
untergewichtigen mit den normalgewichtigen durchgefiihrt, die Unterschiede zwischen

hsCRP und der Privalenz der Komplikationen blieb weiterhin signifikant.
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Tabelle 4: Level der Entziindungsmarker und Pravalenzen der Diabeteskomplikationen in

verschiedenen Gewichtskategorien.

Ergebnis Untergewichtig Normal Ubergewichtig Adipos p-Wert*
(<15. Perzentile), (>15. & <85. | (>85.& <97. (=97.
Perzentile) Perzentile) Perzentile)
0 2 _
% aller Diabetes 4 54 27 15 <0,001
patienten
T1D 1 59 32 8
T2D 0 6 31 63
CFRD 16 81 3 0
hsCRP (mg/L) 0,12 0,44 1,04 2,94 0,001
[0,10-0,13] [0,23-1,46] [0,38-1,52] [1,24-5,24]
sE-selectin (ng/ml) 44,0 47,6 434 51,5 0,8
[35,0-52,9] [33,3-63,9] [34,3-57,8] [40,6-76,0]
Leukozyten (x10°/L) | 8,7 [6,5-14,0] | 6,6 [5,4-7,7] 6,5 [5,7-8,1] |7,9[5,5-9,7]] <0,001
BSG (mm/h) 5[3-14] 8 [4-16,8] 7 [3-15] 14,5 [8,3— 0,6
29,8]
Jegliche 4/7 [57 %] 63/104 [61 %] | 37/52[71 %] |23/29[79 %] 0,2
Komplikation**
Mikroalbuminurie 0/5 [0 %] 1/90 [1 %] 3/46 [7 %] 3/20 [15 %] 0,04
HVV 3/7 [43 %] 30/95 [32 %] 13/47 [28 %] | 15/26 [58 %] 0,05
Sensomotorische 0/7 [0 %] 3/103 [3 %] 1/50 [2 %] 8/29 [28 %] | <0,001
Polyneuropathie
Retinopathie 0/6 [0 %] 13/102 [13 %] | 10/51 [20 %] | 2/29 [7 %] 0,3

*  One way ANOVA oder 4x2 chi-square-Test.

**  Entweder Mikroalbuminurie, HVV, sensomotorische Polyneuropathie oder Retinopathie.
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Diskussion

In dieser Querschnittsstudie mit Kindern und Jugendlichen mit T1D, T2D und CFRD
wollten wir Zusammenhidnge zwischen den verschiedenen Diabetestypen,
verschiedenen Entziindungsmarkern und Langzeitkomplikationen durch Diabetes
beleuchten. Nach unserem Kenntnisstand handelt es sich hierbei um die erste Studie
dieser Art, die diese Zusammenhédnge bei drei hdufigen Diabetestypen bei jungen
Patienten untersucht. Wir fanden signifikante Unterschiede in den Leveln von
Entziindungsmarkern zwischen den verschiedenen Diabetestypen sowie in den
Privalenzen von diabetischen Langzeitkomplikationen. Auch wurde ein
Zusammenhang von erhohtem Korpergewicht, dem Auftreten von Komplikationen und

erhohten Entziindungsmarkern beleuchtet.

Die untersuchten Entziindungsmarker als Biomarker

Insgesamt waren die Level der Biomarker fiir Inflammation vergleichbar hoch bei T2D
und CFRD Teilnehmern und signifikant hoher als bei T1D. Auch im Vergleich zu den
Referenzgruppen waren die Level von hsCRP und sE-selectin bei den Diabetespatienten
numerisch, aber nicht statistisch signifikant erhht. hsCRP und BSG waren bei den
Teilnehmern mit Langzeitkomplikationen erhoht im Vergleich zu Diabetikern ohne
Komplikationen.

CRP wird in vaskuldrem und nicht-vaskuldrem Gewebe gebildet. Die American Heart
Association Guidelines berichten, dass bei Werten von <1, 1-2, 2-3 und >3 mg/L ein
normales, geringes, mittleres, hohes und sehr hohes Risiko fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen besteht (9). Level von groBer als 10 mg/L sind oft Zeichen einer akuten
Infektion (46). Bereits in unserer jungen T2D Teilnehmergruppe waren das hsCRP
Level hoch, iibereinstimmend mit einem mittleren Risiko fiir kardiovaskulire

Erkrankungen. Die hsCRP Level bei CFRD waren nach Adjustierung fiir Kovarianten,
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die ebenfalls mit einem erhohten kardiovaskuldren Risiko einhergehen, sogar noch
hoher als bei T2D. Daraus ist zu schlieBen, dass das Risiko fiir kardiovaskulire
Erkrankungen, das durch Entziindung entsteht, in CFRD &hnlich hoch, wenn nicht sogar
hoher als bei T2D ist (47).

Die BSG als klinisch leicht zugidnglicher Laborparameter zeigte ein vielversprechendes
Potential als Biomarker flir Diabeteskomplikationen im Allgemeinen. Insbesondere
HVV waren mit erhohter BSG, Leukozytenzahl und hsCRP assoziiert. Bereits zuvor
wurde iiber einer Assoziation von HVV mit hsCRP berichtet (48, 49), nach unserem

Wissensstand jedoch nicht iiber die mit Leukozytenzahl und BSG.

Die beobachteten Langzeitkomplikationen und daraus resultierende Konsequenzen

Obwohl es sich um eine noch sehr junge Studienpopulation mit einem
Durchschnittsalter von 16,2 Jahren und einer kurzen Diabetesdauer von 1,8 Jahren bei
T2D bis zu 8,1 Jahren bei TID handelte, waren die Pridvalenzen Afiir
Langzeitkomplikationen wie retinale, renale und neurologische Verédnderungen in allen
drei Diabetesgruppen bereits sehr hoch (56-72%). Bei T2D und CFRD kam es in
unserer Studiengruppe zum vermehrten Auftreten von Langzeitkomplikationen, die
durch Diabetes verursacht wurden. Dabei ist unbedingt zu beachten, dass anders als bei
T1D, dessen Erstmanifestation immer mit einer akuten klinischen Symptomatik
verbunden ist, T2D und CFRD einen schleichenden, asymptomatischen Verlauf nehmen
und bereits Jahre vor Diagnose bestehen kdnnen. Das unterstreicht die Notwendigkeit
von regelmdfigen und frithzeitigen Screenings auf Diabetes bei CF Patienten und
Kindern und Jugendlichen mit erhohtem Risiko fiir T2D. Zu diesen Risikofaktoren
gehoren Adipositas, Zugehorigkeit zu einer ethnischen Gruppe mit erhdhtem Risiko fiir
T2D (z.B. Asiaten, Lateinamerikaner, Ureinwohner Nordamerikas und Australiens) und

eine positive Familienanamnese im Sinne von Eltern oder GroBeltern, die an T2D leiden
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(24). Die potentielle Beeinflussung der Ergebnisse der Studie durch die unterschiedlich
lange Diabetesdauer der Probanden wurde akzeptiert, da mit einer angepassten,
verldngerter Krankheitsdauer von T2D und CFRD mit groBer Wahrscheinlichkeit noch
mehr Teilnehmer an chronischen Komplikationen gelitten hdtten und die Ergebnisse
noch deutlich ausgefallen wiren.

Autonome Neuropathie in Form einer pathologischen HVV war die insgesamt am
héaufigsten auftretende Komplikation bei allen drei Diabetesformen in unserer Studie.
Obwohl ein Screening mit einem EKG-Gerdt, wie es den meisten Kliniken zur
Verfligung steht, einfach und schnell durchgefiihrt werden kann, gehort die Erfassung
von HVV nicht zu den Standardverfahren beim Screening fiir Langzeitkomplikationen
durch Diabetes, obwohl die kardiovaskuldre, autonome Neuropathie einer der
Hauptgriinde fiir Morbiditit und Mortalitdt bei Diabetes ist (50). Sie kann zur
orthostatischen Hypotension, Ruhetachykardie und silenten Myokardinfarkten fiihren.
Trotzdem sind HVV noch extrem unterdiagnostiziert bei Diabetes.

Wihrend Retinopathie und periphere sensomotorische Polyneuropathie trotz
unterschiedlicher Krankheitsdauer gleich hdufig bei allen Diabetesformen auftraten,
kamen Mikroalbuminurie und HVV vermehrt bei T2D vor. Damit waren
Komplikationen bei der Patientengruppe mit T2D in unserer Studie am haufigsten.
Bereits in fritheren Studien wurde festgestellt, dass T2D mit hdheren
Komplikationsraten einhergeht, jedoch vor allem bei dlteren Patienten mit langerer
Diabetesdauer (29-31).

Bisher ist noch nicht viel {iber diabetische Langzeitkomplikationen bei CFRD bekannt,
insbesondere bei einer so kurzen Diabetesdauer wie in unserem Falle. Noch vor
wenigen Jahren war die Lebenserwartung der Patienten mit CF deutlich verkiirzt und
CFRD Patienten erreichten oft nicht ein Alter, in dem sie Langzeitkomplikationen durch

Diabetes entwickelt hitten. Mit der ansteigenden Lebenserwartung, von aktuell 45
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Jahren (32), werden diese Diabetesform, die entstehenden Komplikationen und die

Erkennung sowie Kontrolle von Risikofaktoren zunehmend wichtiger.

Der unterschitzte Diabetes bei CF

Nach heutigem Kenntnisstand ist die Verbindung zwischen den pathologischen
Verdnderungen des Glukosestoffwechsels und der Mutation des cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) Proteins noch nicht komplett verstanden
und die Faktoren, die bei der Entstehung der chronischen Komplikationen von CFRD
eine Rolle spielen, sind noch unklarer. Jedoch scheint ein Entziindungsprozess Teil der
Pathologie zu sein. Es wird angenommen, dass bei CF eine Obstruktion der
Pankreasgiinge zu einer exokrinen und endokrinen Pankreasdysfunktion fiihren kann
(37). AuBBerdem kommt es im Respirationstrakt zu Obstruktionen mit Zerstorung von
Epithel und der Proliferation von Bakterien (38). Somit ist CF im Allgemeinen eine
Erkrankung, die durch eine chronische, systemische und pulmonale Entziindung, auch
in Abwesenheit von Keimen, gekennzeichnet ist (39, 40). Mit Diabetes als
Komorbiditit, die 50% der CF Patienten im Alter von 30 Jahren betrifft (41), wird auch
die vaskuldre Entziindung ein Thema dieser komplexen Erkrankung. In unserer Studie
sahen wir dhnlich hohe systemische und vaskuldre Entziindungsmarker bei CFRD wie
bei T2D und hohere Priavalenzen fir HVV und Retinopathie als vorangegangene
Studien, was darauf hindeuten konnte, dass das Risiko fiir Langzeitkomplikationen auch
bei CFRD alarmierend hoch ist im Vergleich zu T1D und bisher unterschétzt wurde (36,
42). Zukiinftige Untersuchungen, inklusive der Analyse von weiteren Allgemein- sowie
vaskuldr-spezifischen Entziindungsmarkern (z.B. sVCAM-1, sICAM-1 und Interleukin-
8 (51, 52)) konnten uns einen tieferen Einblick in Entziindungsprozesse bei CFRD
geben. AuBerdem stellten wir fest, dass sE-selectin, welches von arteriellen

Endothelzellen ausgeschiittet wird und ein Zeichen fiir vaskuldre Entziindung ist, nicht
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nur in der CFRD Gruppe stark erhoht war, sondern auch in der nicht-diabetischen CF
dhnlich hohe Level gemessen wurden. Dies legt nahe, dass es auch ohne Diabetes zu

endothelialer Dysfuntion bei CF kommit.

Diagnostische und therapeutische Konsequenzen

Unsere Ergebnisse von hoheren Leveln von systemischen und vaskuldren
Entziindungsmarkern bei Jugendlichen mit T2D und CFRD mit und ohne
Langzeitkomplikationen und der Trend von hoheren Entziindungsmarkern im Vergleich
zu den Referenzgruppen unterstiitzen die Vorstellung von einem Zusammenhang
zwischen Entziindung und der Pathogenese von chronischen Diabetesfolgen. Dies
wurde bereits fiir Retinopathie (53), Nephropathie (54) und Atherosklerosis diskutiert
und unsere Ergebnisse legen nahe, dass es auch fiir autonome Polyneuropathie zutrifft.
Mit weitergehenden Untersuchungen konnten diese Entziindungsmarker zu niitzlichen
prognostischen Markern werden, um das individuelle Risiko eines Diabetespatienten flir
Komplikationen zu evaluieren und im Verlauf zu beurteilen. Auflerdem lassen unsere
Ergebnisse vermuten, dass es einen potentiellen Nutzen von antiinflammatorischen
Medikamenten bei Diabetes geben konnte und diese zur Prévention von
Komplikationen beitragen konnten. Es wurde bereits gezeigt, dass der Gebrauch von
Medikamenten wie nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAP) zu reduzierten Leveln von
Entziindungsmarkern fithrt und auch den Glukosestoffwechsel positiv beeinflusst (55).
Statine und ACE-Hemmer, die zur Reduktion von vaskulidren Schiden genutzt werden,
konnen auch Inflammationsmarker reduzieren (56, 57).

Ein weiteres wichtiges Ergebnis der Studie ist der Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen von Komplikationen und BMI. Somit sollte ein weiterer Punkt unter den
therapeutischen Zielen bei Diabetes die Reduktion der Stammfettleibigkeit nicht nur bei

T2D Patienten, aber auch T1D und, wenn relevant, bei CFRD Patienten sein, denn
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bereits in unserer jungen Studiengruppe traten mit einem erhdhten BMI hdohere
Entziindungsmarker und vermehrte chronische Diabetesfolgen auf. Auch andere vor uns
haben bereits dieses Phdnomen beobachtet (58, 59) und es durch die Produktion von
Zytokinen durch das Fettgewebe erkldrt, die wiederrum die Produktion weiterer
Entziindungsmarker wie CRP ausldsen (60).

Im Gegensatz zu fritheren Studien konnten wir keine wesentlichen
geschlechterspezifische Unterschiede bei dem Aufireten von Komplikationen oder der
Level der Entziindungsmarker finden (61-63). In anderen Studien zeigten sich erhohte

Werte von CRP bei Frauen in Verbindung mit erhhtem Kdorperfett bei Frauen (64-66).

Ein Fazit

Zu den Stirken unserer Studie zdhlt vor allem, dass wir erstmalig einen Vergleich von
Entziindungsprozessen zwischen drei verschiedenen Diabetestypen bei Jugendlichen
durchgefiihrt haben. Wir hatten Zugang zu vielen klinischen Daten der Teilnehmer,
insbesondere ihre detaillierte Komplikationsstadien. Unsere Studienpopulation hatte
wenig Komorbidititen und andere Risikofaktoren fiir verdnderte Entziindungswerte wie
regelmdfiges Rauchen oder regelmiBiger Gebrauch von NSAP. AuBlerdem wurden
verschiedene Entziindungsmarker gemessen, die bereits in klinischen Laboren
routinemdfig bestimmt werden, sodass die durchgefiihrten Messungen in unserer Studie
einfach durch andere reproduziert und auch im klinischen Alltag genutzt werden
konnten.

Die Grenzen unserer Studie lagen in ithrem Design als Querschnittsstudie, sodass wir die
Entziindungswerte nur zu einem bestimmten Zeitpunkt erfasst haben. Eine Verdanderung
der Entziindungswerte mit fortschreitender Diabetesdauer wire von groflem Interesse
gewesen. Leider war es auch nicht moglich, alle Biomarker bei den nicht-diabetischen

Teilnehmern zu bestimmen, sodass wir fiir die klinisch weiter verbreiteten
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Entziindungsmarker auf Normwerte fiir den Vergleich zuriickgreifen mussten. Durch
die geringe Teilnehmeranzahl war eine Analyse anhand der einzelnen Komplikationen
nicht moglich und es fand eine Gruppierung der Komplikationen statt. Andere
Biomarker der vaskulidren Funktion (sVCAM-1, sICAM und vaskuldre Reaktivitit)
sowie neue Marker filir vaskuldre Schiden (z.B. oxidativen Stress, microRNA) wiren
von Interesse.

Zusammenfassend wurden in dieser Querschnittsstudie mit Kindern und Jugendlichen
mit T1D, T2D oder CFRD sowie nicht-diabetischen Referenzgruppen erhohte Level
von systemischen und vaskulidren Entziindungsmarkern festgestellt, am hochsten in
T2D und CFRD. Hohe Privalenzen von Langzeitkomplikationen durch Diabetes
wurden bereits nach kurzer Krankheitsdauer beobachtet und waren verkniipft mit BMI,
HbAlc und Blutdruck. Ein erhohter BMI trat bei den Probanden gehiuft auf und war
assoziiert mit erhohten Entziindungsmarkern und vermehrten Vorkommen von
Komplikationen. Frithe Screenings auf T2D und CFRD fiir Risikogruppen sowie auf
Langzeitkomplikationen in allen Diabetesformen im Jugendalter sind von groB3er
Bedeutung, sodass durch eine friihe Diagnose priventive Schritte eingeleitet werden
konnen. Inflammation scheint sowohl Ursache als auch Folge von Diabetes und seinen
Komplikationen zu sein und konnte potentiell therapiert werden. Gréfere und
longitudinale Studien sowie Interventionsstudien mit NSAP wiren in Zukunft von

Interesse.
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Abstract

Background: Inflammation is implicated in the pathogenesis of diabetes and its com-
plications in adults. Little is known about the relative contribution of inflammation in
common types of diabetes in youth: type 1 diabetes (T1D), type 2 diabetes (T2D),
and cystic fibrosis-related diabetes (CFRD). This study investigates inflammatory
markers by diabetes type and complication status, and assesses indicators of inflam-
mation and complications.

Methods: A cross-sectional study of 134 T1D, 32 T2D, 32 CFRD and 48 subjects
without diabetes (including 11 with CF and normal glucose tolerance) was under-
taken. Inflammation was assessed by sE-selectin by ELISA, hsCRP by turbidimetry,
WCC and ESR. Nephropathy was defined by albuminuria, autonomic neuropathy by
heart rate variability, and peripheral neuropathy by vibration and thermal threshold
testing and retinopathy by seven-field stereoscopic fundus photography. Descriptive
statistics, parametric and non-parametric ANOVA and regression analyses were per-
formed, with significance at P < .05.

Results: Of 198 diabetic participants; 49% female, mean (SD) age, median diabetes
duration and median HbAlc were 16 (2.5) and 6 (3-9) years, and 8.1 (6.9-9.3)%,
respectively. All inflammatory markers were lower in T1D than in other diabetes
groups (P < .05) but higher than in non-diabetic controls. T2D (n = 32) and CFRD
(n = 32) subjects had comparable elevated levels of inflammation. Body mass index
(BMI) was a strong independent explanatory variable of inflammation. In multivariate
analysis, hsCRP and ESR were associated with complications in addition to HbA1lc,
BMI, and diastolic BP.

Conclusions: Circulating inflammatory markers are elevated in adolescents with dia-
betes, being higher and comparable in T2D and CFRD than in T1D. Inflammation is
independently associated with diabetes complications, consistent with inflammation

driving vascular pathology in diabetes.

KEYWORDS
clinical research, cystic fibrosis-related diabetes, diabetes, inflammation, type 1 diabetes, type
2 diabetes, youth

© 2019 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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1 | INTRODUCTION

Inflammation has been implicated in the pathogenesis of both diabe-
tes mellitus® and its chronic complications in adults,>® in particular
with type 2 diabetes (T2D).** Similarly, obesity is a risk factor for T2D
and is also associated with complications, including nephropathy® and
retinopathy,” in adults with type 1 diabetes (T1D). The adiposity
effect may be mediated by associated dyslipidemia, hypertension, and
increased inflammation. Examining these risk factors in youth may
clarify the interactions and will extend knowledge. In youth, there are
several common types of diabetes: T1D, T2D, and cystic fibrosis-
related diabetes (CFRD). The latter is usually associated with systemic
and pulmonary inflammation due to infection, without obesity.®?

Circulating inflammatory markers include white cell count (WCC),
the erythrocyte sedimentation rate (ESR), and C-reactive protein
(CRP), which is produced in many tissues, including adipocytes, the
liver, and the vasculature.*® WCC, ESR, and CRP assays are commonly
available in clinical pathology laboratories, whilst other inflammatory
markers (eg, vascular cell adhesion molecules (CAMs) are research
tools requiring informed consent, ethics approvals, additional blood
sample, and specialized assays. CRP levels are often correlated with
body mass index (BMI); in particular, with adiposity'* and with
infections,'® with CRP levels above 10 mg/L being likely due to con-
current infection.!> CAMs, including sE-selectin, sVCAM-1 and
sICAM, are expressed by arterial endothelial cells and are research
markers of vascular inflammation. CAM levels often correlate with
each other as they are part of a chain reaction of monocyte adhesion,
rolling, and arterial wall ingress, in which they become macrophages,
accumulate lipoproteins, including native and modified (eg, glycated
and oxidized) low-density lipoprotein (LDL) and cause atherosclero-
sis.*® Soluble forms of the CAMSs are shed into the circulation, the
levels of which have been associated with, and are predictive of, car-
diovascular disease in adults in the general and diabetic population, as
well as of the microvascular complications of T1D.*45

As little is known about inflammation levels and the three common
forms of diabetes in youth we conducted an observational cross-
sectional study of children and adolescents with T1D, T2D, and CFRD
to assess levels of inflammation and their relationships to diabetes type
and chronic complications. We hypothesized that the level of inflamma-
tory markers (a) is higher in all forms of diabetes compared to non-
diabetic reference groups; (b) is associated with the complication status
of diabetic patients independently of glycemic control and diabetes
duration; and that (c) obesity in diabetic youth, reflected by higher BMI,
is associated with increased levels of inflammatory markers.

2 | METHODS

This cross-sectional study was approved by the Human Research
Ethics Committees at The Children's Hospital at Westmead (CHW)
and the University of Sydney, and all participants and their families
provided written informed consent. hsCRP and sE-selectin were mea-

sured in those with diabetes and in those without diabetes: Those

with diabetes underwent complications assessments with measure-
ment of WCC and ESR and other laboratory tests. WCC and ESR
measures were not performed in the non-diabetic reference groups
and comparisons could only be made with standard reference values
from CHW.

2.1 | Subjects

The study group was 198 youth with diabetes attending the CHW
Sydney during 2011-17: (a) 134 adolescents with T1D diagnosed clini-
cally and confirmed by low C-peptide levels and positive autoantibody
status; (b) 32 adolescents with T2D diagnosed clinically with negative
autoantibodies and without maturity onset diabetes of the young
(MODY) or secondary diabetes mellitus; and (c) 32 adolescents with
CFRD defined as a fasting blood glucose (BGL) >7 mmol/L or 2-hour
BGL >11.1 mmol/L, in the most recent oral glucose tolerance test
(OGTT) or hemoglobin Alc (HbA1c) >6.5%) in association with cystic
fibrosis (CF). Participants were recruited during their diabetes compli-
cations assessment service (DCAS) visit: after 2 years T1D when diag-
nosed 211 years or after 5 years duration when diagnosed <11 years
old; T2D and CFRD at diagnosis. Eligibility criteria were stable disease,
absence of severe hypoglycemia in the prior 6 months, without evi-
dent acute infection, and lack of oral corticosteroid treatment for at
least 4 weeks. None of the included CF patients was treated with CF-
channel drugs.

Two age- and gender-matched reference groups of 37 apparently
healthy youth from families of hospital patients or staff members and
11 CF patients with normal glucose tolerance were recruited during
2011-17. First degree relatives of diabetes patients were eligible if
they had negative diabetes antibodies, and were free from chronic
inflammatory medical conditions, intercurrent fever or infection. CF
patients without diabetes were eligible if they had no evident infec-

tion and were not taking oral corticosteroids for at least 4 weeks.

2.2 | Diabetes clinical and complications assessment

Height (Harpenden stadiometer) and weight (electronic scales) were
measured and BMI calculated (weight (kg)/height (m)?) and height,
weight, and BMI SD scores (SDS) calculated according to the least
means square (LMS) method.*® Weight categories (underweight:
<15th percentile; normal: 215th percentile and <85th percentile;
overweight: >85th percentile and < 97th percentile; and obese: 297th
percentile) were as per World Health Organization (WHO) stan-
dards.*” Blood pressure (BP) was measured by auscultation after
5 minutes (min.) rest in a seated position, with age and sex-related
SDS for systolic BP (SBP) and diastolic BP (DBP) calculated according
to established standards.'® Hypertension was defined as BP levels
295th percentile for age (<18 years), 2140/90 mmHg (218 years), or
relevant medical therapy.

A non-fasting 10 mL blood sample was collected by venipuncture
and a timed overnight urine sample collected. Approximately 8 mL

blood and at least 5 mL of urine were sent to the central laboratory of
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CHW for immediate analyses for non-fasting lipids, WCC and ESR

and urinary albumin creatinine ratio (ACR).

2.2.1 | Diabetic nephropathy

Diabetic nephropathy was defined as microalbuminuria (either AER
220 pg/min in at least two of three samples from timed overnight col-
lections or mean ACR 23.5 (male)/z4 (female) mg/mmol from three
first morning collections).

2.2.2 | Heart rate variability

Heart rate variability (HRV), a measure of cardiac autonomic function,
was assessed as previously described,® using LabChart Pro
(AD Instruments, Sydney, NSW, Australia), based on a 10 minutes
continuous EKG (ectopics excluded) in rested supine patients. One
operator visually scanned the trace for R-waves among artifacts and
ectopic beats. Time-domain HRV measures included three different
categories: baseline heart rate, the SD of the R-R interval (SDNN), and
root mean squared difference of successive R-R intervals (RMSSD).
Frequency domain measures included four further categories: low fre-
quency (LF), defined as >0.04 and <0.15 Hz, considered as sympa-
thetic component, and high frequency (HF) components, defined as
>0.15 and <0.4 Hz, considered as parasympathetic component, and
the LF:HF ratio, considered to be an estimation of the relative sympa-
thetic and parasympathetic balance, as well as a triangular index.2’
Elevated heart rate and HRV abnormalities were defined as 21 abnor-
mality in those seven categories based on <5 or =95th percentiles in
age- and sex-matched control subjects measured using the same

equipment.

2.2.3 | Peripheral nerve function

Peripheral nerve function was measured by vibration threshold at the
left malleolus and left great toe and thermal threshold function testing
for hot and cold at the dorsum of the left foot (TSA; 2001 Neurosen-
sory Analyzer Model TSA-Il [Vibratory Sensory Analyzer; VSA-
3000-Option]). Normal ranges based on reference data from non-
diabetic controls, adjusted for age and gender and measurements
outside the 95th percentile on 21 of these four tests were considered

abnormal.

2.2.4 | Diabetic retinopathy

Diabetic retinopathy (DR) was determined from seven-field stereo-
scopic fundus photos (Topcon Fundus camera TRC 50-VT, Tokyo
Optical Co., Tokyo) taken through (cyclopentolate 1% and phenyleph-
rine 2.5%) dilated pupils and graded (modified Airlie House classifica-
tion??) by a single ophthalmologist. DR was defined as presence of at
least one microaneurysm or hemorrhage (Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study [ETDRS Score]z21). Retinopathy severity was
based on the worse eye and categorized as none, minimal non-prolif-

erative, mild to moderate non-proliferative, or proliferative DR.

2.2.5 | Laboratory measures

Blood was centrifuged (3000 rpm, 10 minutes, 10°C) and plasma
stored (—80°C) until analysis for CRP by high sensitivity assay (hsCRP)
and sE-selectin at the National Health and Medical Research Centre
(NHMRC) Clinical Trial Centre (University of Sydney). CRP was mea-
sured by high-sensitivity turbidimetry (Roche, Diagnostics, Basel,
Switzerland on a Cobas Integra 400+) and a sE-selectin by ELISA
(R&D, Minneapolis, Minnesota) with intra- and inter-assay coefficients
of variation (CV) of less than 5% and 13%, respectively.

Blood for HbA1c, WCC, ESR, lipids, liver, and renal function and
urine for albuminuria was analyzed in the CHW clinical laboratories.
HbAlc was evaluated by high-performance liquid chromatography
(Adams Arkray Inc., Kyoto, Japan). Lipid profiles and serum creatinine
were assessed by routine laboratory methods and urinary ACR was
measured with an Immulite 1000 immunoassay analyzer (Siemens, Los
Angeles, California). Abnormal values were defined by Australian clini-

cal guidelines.

2.2.6 | Statistics

Data were analyzed using SPSS version 24 (Armonk, USA). Statistical
significance was taken at P < .05. Normal distribution of variables was
tested using the Kolmogorov-Smimov test. Descriptive analyses calcu-
lated the mean + SD or median and interquartile range for continuous
variables and the number and percentage for categorical variables. Dif-
ferences between groups were analyzed using analysis of variance
(ANOVA) (with Bonferroni post-hoc test) for normally distributed vari-
ables and Kruskall-Wallis ANOVA (with Mann-Whitney test) for non-
normally distributed variables (with Bonferroni correction for multiple
comparisons). For categorical variables 52 test was used.

Univariate and multivariate logistic regression were used to ana-
lyze associations between complication status and laboratory results.
Microvascular complications were defined as presence of either
microalbuminuria, peripheral nerve abnormalities or diabetic retinopa-
thy. Statistically significant and clinical important explanatory variables
were included in multivariate analysis models. Covariates examined
were HbAlc, diabetes duration, and BMI, which are routinely avail-
able and widely accepted to influence the clinical outcome of

diabetes. 222

3 | RESULTS

3.1 | Clinical characteristics

Demographics of the 192 study participants with diabetes are shown
in Table 1. Mean age was 15.6 (SD 2.5) years and 49% were female
(diabetes patients vs controls: 15.6 (SD 2.5) vs 14.0 (SD 2.7) years,
51% vs 42% girls). Adolescents with T1D were slightly older, had lon-
ger diabetes duration and higher HbAlc levels. Adolescents with T2D
had higher BMI, more hypertension, and greater lipid abnormalities
than those with T1D. Relative to the T1D group, adolescents with
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TABLE 1 Clinical characteristics for subjects according to diabetes type

Age (years)

Diabetes duration {years)

BMI

Weight category: Underweight/normal/overweight/obese (%)
HbA;. (%)

Hypertension

Any complications
Microalbuminuria

HRV abnormalities

Elevated heart rate

Peripheral nerve abnormalities
Retinopathy

Elevated liver enzymes

Lipids

Abnormal lipid profile

Total cholesterol {mmol/L)
Triglycerides (mmol/L)

HDL-C {mmol/L)

LDL-C {mmol/L)

T1D (n = 134)
15.8[2.6]
8.1[5.4-10.5)°
22.7 [20.7-25.9)°
2/57/30/11
8.5[7.7-9.5)°
12/134 [9%]
87/134 [65%]
1/123 [1%]*
35/126 [28%]°
12/126 [10%]*
6/132 [5%]
21/133 [16%]
14/96 [15%]

19/134 [14%)*
4.4[3.8-4.9]
1.0[0.7-14)°
14[1.1-1.6]*
2.5[2.0-2.9]

T2D (n = 32)
15.1[1.9]
1.8[0.3-3.3]
31.7 [27.5-35.2]°
0/3/22/75
6.6 [5.6-9.2]
6/31 [19%]°
23/31 [72%]
6/20 [19%]°
14/26 [54%]
9/26 [35%]
6/31 [19%]
2/30 [7%]
7/26 [27%]

15/31 [48%]
4.7 [4.1-5.2]°
1.6 [1.2-2.4]
1.1[0.8-1.3]
2.7 [2.1-34]°

WILEY_| 12

CFRD (n = 32)
14.6[2.2]°
2.3[1.0-39°
18.5 [16.7-20.6]°
19/78/3/0
5.9[5.7-6.5]°
0/28 [0%]
18/28 [56%]
0/19 [0%]
12/24 [50%]°
6/24 [25%]°
0/27 [0%]
2/26 [8%]
9/19 [47%]°

7/29 [24%]

32[2.8-3.7]°
14[1.1-1.8°
1.0[0.8-1.3]°
1.6 [1.3-2.0°

Note: Statistics reported like X[X-X] are medians [25th percentile-75th percentile], like X[X] are means[SD], all values marked with a superscript have
significant P-values {<0.05) between the indicated diabetes groups in Bonferroni post-hoc test, Mann-Whitney test or 2 x 2 5? test.
Abbreviations: BMI, body mass index; CFRD, cystic fibrosis-related diabetes; HRV, heart rate variability; T1D, type 1 diabetes; T2D, type 2 diabetes.

*T1D vs T2D.
T1D vs CFRD.
°T2D vs CFRD.

CFRD had lower BMI and cholesterol levels, higher triglyceride levels

and more abnormal liver function tests.

3.2 | Inflammatory markers

Inflammatory markers are shown in Figure 1. In healthy and CF subjects
levels of hsCRP and sE-selectin (median [LQ-UQ]) were 0.4 (0.2-0.8)
mg/L and 38.9 (27.4-604) ng/ml and 1.0 (0.1-1.6) mg/L and 58.0
(42.9-78.6) ng/ml respectively. The hsCRP and sE-selectin levels were
significantly higher in T2D and CFRD groups than in the reference group:
2.3 (1.0-4.5) mg/L (P < .001) and 62.6 (46.4-80.7) ng/ml (P =.005) and
1.6 (0.5-5.0) mg/L (P = .003) and 71.5 (48.5-115.8) ng/mL (P = .002)
respectively. There was no difference between hsCRP and sE-selectin
levels between T1D and healthy subjects (0.5 (0.3-1.4) mg/L (P = .09)
and 42.1 (33.1-55.0) ng/ml (P = .68), respectively).

Median WCC and ESR levels of T1D (6.3 (5.4-7.6) x 10?/L and 7.0
(4.0-15.0) mm/h respectively) and T2D (8.8 (7.2-10.2) x 10%/L and 13.0
(9.0-30.0) mm/h respectively) were within the accepted reference range
(WCC for 5-10years of age 50-14.5x10%/L, for 10-15 years
45-135 x 10%/L, for >15 years 4.0-11.5 x 10%/L, ESR 0-20 mm/h, except
males >15 years 0-15 mm/h). Levels of hsCRP and sE-selectin tended to
be lower in the CF (non-diabetic) reference group compared to CFRD: 1.0
(0.1-1.6) vs 1.6 (0.5-5.0) mg/L (P = .08), 58.0 (42.9-78.6) ng/ml vs 71.5

(48.5-115.8) ng/ml (P = .17) respectively. As shown in Figure 1, relative to
T1D subjects each inflammatory biomarker level was higher in T2D (hsCRP
P <.001, sE-selectin P <.001, WCC P <.001, ESR P = .005) and in
CFRD (hsCRP P =.001, sE-selectin P < .001, WCC P =.02, ESRP = .01).
After adjusting for BMI, diabetes duration, and HbA1c the levels

of inflammatory markers remain significantly higher in CFRD com-
pared to T1D (Figure 2). We also observed significantly higher levels
of biomarkers in CFRD compared to T2D (hsCRP P = .002, sE-selectin
P =.002, ESR P = .003).

hsCRP and ESR were significantly higher in subjects with diabetes
complications vs those without: 0.9 (0.3-2.7) mg/L vs 0.5 (0.3-1.4)
mg/L (P = .02), and 10.0 (5.0-22.0) mm/h vs 7.0 (3.5-14.0) mm/h
(P = .04), respectively.

Six participants (2 with T1D, 1 with T2D, 2 with CFRD, and 1 healthy
control) had hsCRP levels >10 mg/L. The frequency of higher CRP levels
was not significantly different between groups and therefore these sub-
jects were included in the analysis. The exclusion of those did not signif-

icantly change the results (Supporting Information).

3.3 | Complications status

T2D participants had the most chronic complications, followed by
T1D and then CFRD patients, independently of diabetes duration.
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FIGURE 1 Unadjusted blood levels
median (LQ, UQ) of inflammation markers by
diabetes type
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FIGURE 2 Blood levels (mean+SEM) of
inflammation markers by diabetes type.

0 Adjusted for diabetes duration, BMI and

T1D T2D CFRD HbA1c

Albuminuria was most common in T2D (19% vs 1% vs 0%). The T1D than T2D (5% vs 19%). Retinopathy was most common in T1D (16%
group had less autonomic nerve abnormalities than the T2D or CFRD vs (T2D) 7% vs (CFRD) 8%), but these differences did not reach statis-
groups (28% vs 54% vs 50%) and less peripheral nerve abnormalities tical significance.
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TABLE 2 Variables associated with diabetes complications

Univariate
Complication Explanatory OR (95% Cl)
variable
Any complication {(n = 192) HbA1c 1.27 (1.06-1.51)
BMI 1.07 (1.01-1.14)
DBP 1.04 (1.01-1.08)
ESR 1.89 (1.09-3.27)
Microvascular HbA1c 1.28 (1.07-1.53)
complications {43/121)
BMI 1.15(1.07-1.23)
SBP 1.04 (1.01-1.07)
DBP 1.05(1.01-1.09)
ESR 1.91(1.21-3.01)
HRV abnormalities {n = 176) BMI 1.07 (1.01-1.13)
SBP 1.05 (1.02-1.08)
DBP 1.06 (1.02-1.10)
hsCRP 1.93(1.12-3.33)
wce 1.41(1.00-1.97)
ESR 1.80(1.15-2.83)

Adjusted for age & gender

Multivariable model

S WILEY- 12

P-value OR{95% Cl) P-value OR {95% Cl) P-value
.01 1.28 (1.07-1.53) .008 1.29 (1.07-1.55) .008
.02 1.08 {(1.01-1.15) .027 1.08 {1.01-1.15) .03
.02 1.04 (1.01-1.08) .02 n.s.
.02 2.02 (1.12-3.64) .019 1.88 (1.02-3.44) .04
.008 1.27 (1.05-1.54) .013 1.36 (1.11-1.67) .004
<.001 1.14 (1.06-1.22) <.001 1.15(1.06-1.24) .001
.007 1.04 {1.00-1.07) .025 n.s.
01

.006 1.89 {1.15-3.09) .012 n.s.
.015 1.07 (1.01-1.13) .02 ns.
<.001 1.06 {1.03-1.09) <.001 1.05 (1.02-1.09) <.001
.001 1.06 (1.02-1.11) 002 1.06 (1.01-1.10) 009
.019 1.88 (1.10-3.20) .021 1.81(1.04-3.16) .037
.049 n.s n.s.
.01 1.70 (1.08-2.69) .02 1.68 (1.08-2.64) .02

Notes: Multivariable model: explanatory variable adjusted for age, gender + BMI, SBP/DBP, and HbA1c (if not yet explanatory variable). For ESR, CRP,

WCC, and sE-selectin z-scores were used for logistic regression.

Abbreviations: BMI, body mass index; CRP, C-reactive protein; DBP, diastolic BP; ESR, erythrocyte sedimentation rate; HRV, heart rate variability; SBP,

systolic BP; WCC, white cell count.

3.4 | Relationships between diabetes complications
and clinical characteristics including body habitus and
inflammation

HbA1c, BMI, BP, and inflammatory markers were significantly associ-
ated with individual complication types (Table 2). The ESR level was
associated independently with overall complication status, in addition
to age, gender, HbAlc, BMI, and BP. In individual complication ana-
lyses hsCRP, WCC, and ESR were associated with HRV abnormalities.
The ESR level was associated with complications in the group with
retinopathy, peripheral nerve abnormalities, and albuminuria.

The rates of BMI categories in TAD, T2D, and CFRD are shown in
Table 3. As expected, T2D was associated with the highest rate of
obesity and CRFD was associated with the highest rates of being
underweight. Of T1D youth, 40% were overweight or obese. Inflam-
mation and diabetes complication status were explored in relation to
BMI category (underweight, normal weight, overweight, obesity).
Inflammatory markers differed by body habitus; in particular obese
patients had higher levels of most inflammatory biomarkers relative to
all other weight categories. Only the WCC was significantly higher in
underweight patients. Also, overall in the diabetes groups a pattern of
complications being more common with increasing BMI was noted. As
there were relatively few underweight subjects they were also
grouped with normal weight subjects, and the differences in hsCRP
levels and prevalence of diabetes complications remained statistically

significant.

4 | DISCUSSION

In this cross-sectional study of adolescents with T1D, T2D, and CFRD
we found significant differences in levels of inflammatory biomarkers
by diabetes type and by chronic complication status. Generally,
inflammation levels were comparable in CRFD and T2D patients, with
both being higher than in T1D. hsCRP and sE-selectin levels were
numerically, but not statistically significantly, higher in all diabetes
types relative to non-diabetic groups. Besides a high prevalence of
chronic complications in T2D and CFRD we noted and explored
strong associations between the presence of chronic complications
and BMI and concurrent HbAlc levels. The observed link between
the general complication status and BMI might be explained by or
contributed to by higher levels of inflammatory markers and by
increased complication prevalence in obese participants. To the best
of our knowledge, this is the first study directly comparing inflamma-
tion biomarker levels in youth with T1D, T2D, and CFRD, the chronic
diabetes complications and to assess the relationships of body weight
with complications and inflammation levels.

Regarding chronic complications, while accepted, albeit early, evi-
dence of retinal, renal, and neurologic complications was utilized, it
was disconcerting to note their presence at a similar high prevalence
(56%-72%) in all three groups of youth with diabetes. Retinopathy
rates did not differ significantly between groups. Of particular con-
cern, the known diabetes durations for the T2D and CFRD groups

were quite short, at 1.8 and 2.3 years respectively, yet their chronic
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TABLE 3 Median of inflammation makers with interquartile range and prevalence of diabetes complications by weight categories
Underweight Normal (=15th and Overweight (>85th and Obese (>97th
Outcome (<15th percentile) <85th percentile) <97th percentile) percentile) p-value®
% of all diabetes patients 4 54 27 15
TiD 2 50) 32 8
T2D 0 6 31 63 <.001*
CFRD 16 81 3 0
hsCRP {mg/L) 0.12 [0.10-0.13] 0.44 [0.23-1.46] 1.04 [0.38-1.52] 2.94[1.24-5.24] .001
sE-selectin (ng/ml) 44.0[35.0-52.9] 47.6 [33.3-63.9] 43.4 [34.3-57.8] 51.5[40.6-76.0] 8
WCC (x10%/L) 8.7 [6.5-14.0] 6.6[5.4-7.71° 6.5[5.7-8.11° 7.9[5.5-9.71 <001
ESR {mm/h) 5[3-14] 8[4-16.8] 7 [3-15] 14.5[8.3-29.8] 6
Any complication 4/7 [57%] 63/104 [61%] 37/52 [71%] 23/29 [79%] 2
Microalbuminuria 0/5 [0%] 1/90 [1%] 3/46 [7%] 3/20 [15%]° .04
HRV abnormalities 3/7 [43%] 30/95 [32%] 13/47 [28%] 15/26 [58%] .05
Peripheral nerve abnormalities 0/7 [0%] 3/103 [3%] 1/50 [2%] 8/29 [28%]° <.001
Retinopathy 0/6 [0%] 13/102 [13%] 10/51 [20%] 2/29 [7%] 3

Note: All individual P-values calculated with Bonferroni post-hoc test or 42 test.

* comparison of proportions of T1D, T2D and CFRD patients in various weights categories.
Abbreviations: ANOVA, analysis of variance; CFRD, cystic fibrosis-related diabetes; CRP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimentation rate; HRV,
heart rate variability; T1D, type 1 diabetes; T2D, type 2 diabetes; WCC, white cell count.

2Overweight vs obese: P = <.05.
PUnderweight vs normal weight: P = <.05.
“Underweight vs overweight: P = <.05.
dOne way ANOVA or 4 x 2 ° test.
*Normal weight vs obese: P = <.05.

diabetes complication rates were as high as those with T1D, with a
mean duration of 8.1 years. Unlike T1D, which presents acutely, it is
possible that T2D and CFRD had been relatively asymptomatic and
present for some years prior to their formal diagnosis. This empha-
sizes the importance of regular screening for diabetes in CF patients
and in children and adolescents at risk for T2D. Recommended risk
factors for screening for T2D in youth are obesity, a high-risk ethnic
group, and a family history of T2D in the parents or grandparents.?®
We acknowledge a potential difference in our results may be caused
by different diabetes duration between groups, but it is probable that
with longer duration even more T2D and CFRD subjects may have
developed chronic complications.

Neuropathy abnormalities, in particular HRV changes, were the
most common type of diabetes complication in all three diabetes
types. Yet, even though screening can be performed with a readily
available EKG instrument, this test is not usually used in clinical prac-
tice. While retinopathy and peripheral nerve abnormalities rates were
similar in all diabetes types, significantly higher rates of renal and neu-
ropathic (microalbuminuria and HRV) abnormalities were found in
T2D. Similar observations have been made previously,* though usually
in older patients with and longer diabetes duration.>?” A study of
complication prevalence in T1D and T2D patients of comparable age
and diabetes duration to those in our study found higher rates of
microalbuminuria, but similar rates of retinopathy in T1D and T2D

participants, in spite of shorter diabetes duration and lower HbAlc

levels in those with T2D diabetes.* Likewise, retinopathy was infre-
quent in T2D and CFRD in our study group, even though a very sensi-
tive detection method was used. Our participants with T1D with
longer diabetes duration and higher HbA1c levels had higher rates of
retinopathy, which is consistent with other earlier studies.?23* With
respect to the prevalence of HRV changes and retinopathy in CFRD,
we identified higher prevalence rates than in earlier studies,*>*® and
given their short known diabetes duration, this should raise awareness
of the danger of underestimating the risk of long-term complications
in CFRD. Although the incidences of certain complications were high
in this study, the absolute numbers respectively were low in this
young age group. Given the recognized associations between one
microvascular diabetes complication and other microvascular compli-
cations, and between micro and macrovascular end-points, we used a
composite endpoint for microvascular complications.>*3°

Overall, relatively little is known about the long-term complication
rates in CFRD, and to date few studies have investigated the preva-
lence of diabetes complications in CFRD with short disease duration.
This is likely because the life expectancy of CF was previously much
shorter than it is now, and CFRD patients often did not survive long
enough to develop chronic diabetes complications. Given their
increasingly long mean survival rate, now to 45 years,3® attention to
their diabetes and diabetes complication status and risk factor control
is increasingly important. The relationship between abnormalities in
metabolism and mutation of the fibrosis

glucose cystic
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transmembrane conductance regulator (CFTR) protein is not yet fully
understood and the factors promoting chronic complications in CFRD
are even less certain. We suggest that inflammation is one of these
promoters. It is well-accepted that in CF, pancreatic biliary duct
obstruction results in both exocrine and endocrine pancreatic
dysfunction,” and there is also respiratory tract obstruction with epi-
thelial destruction and proliferation of bacteria.*® Hence, CF in gen-
eral is characterized by chronic systemic and lung inflammation, even
in the absence of pathogens.??*® With diabetes as a co-morbidity of
CF, affecting 50% by the age of 30 years,** another state of vascular
inflammation is added to this complex disease. In our study, we dem-
onstrate similar levels of systemic inflammatory markers in CFRD as in
T2D, which may provide an alarming signal that the risk for long-term
complications in CFRD is also elevated compared to in T1D, and
therefore underestimated and undertreated.3? Future investigations,
including more general and vascular-specific inflammation markers
(eg, sVCAM-1, sICAM-1, and interleukin-8%2), could increase our
insight into inflammation in CFRD. Nevertheless, sE-selectin levels,
which arise from arterial endothelial cells and reflect vascular inflam-
mation, were highest in the CFRD group, being significantly higher
than in the T1D group. We demonstrated similarly elevated
sE-selectin levels in both the non-diabetic and diabetic CF patients,
suggesting that endothelial dysfunction can occur in CF even in the
absence of diabetes. CRP has many vascular and non-vascular tissues
of origin, and the American Heart Association guideline on the assess-
ment of cardiovascular risk*® recommends that levels <1, 1-2, 2-3,
and >3 mg/L represent normal, low, medium, high and very high CVD
risk. Levels over 10 mg/L are often taken to reflect acute infection.'?
Even in our young T2D study group hsCRP levels were high, consis-
tent with moderate CVD risk. hsCRP levels in CFRD were not far
below those in T2D, and were even higher when adjusted for
covariates reflecting very high CVD risk, hence the inflammation-
related CVD risk in CFRD should not be underrated.** Although levels
of all inflammatory markers were numerically lower in the healthy ref-
erence group compared to all the other study groups, the results were
not statistically significant, which may relate to study size.

Concerning clinically available biomarkers for early chronic diabe-
tes complications, our study found higher ESR levels were significantly
associated with higher rates of complications. In particular, HRV
abnormalities were associated with higher ESR, WCC, and hsCRP
levels. While associations have previously been reported for
hsCRP,*>#¢ associations for WCC and ESR have not previously been
reported.

Our findings of higher systemic and vascular inflammation markers
in youth with T2D and CRFD with vs without complications, and a trend
toward higher levels than in reference groups support an association
between inflammation and the pathogenesis of chronic diabetes compli-
cations, as has been proposed for retinopathy,*” nephropathy,*® and
atherosclerosis, and as our results also suggest, for autonomic neuropa-
thy. With further exploration, these inflammatory markers may be useful
prognostic markers at the individual level for complication screening and
monitoring, perhaps as part of risk equations. Our results also support

the potential of anti-inflammatory drugs being used to prevent or treat

diabetes complications. The use of anti-inflammatory drugs such as
salsalate in diabetes has not only reduced the levels of markers of
inflammation but also improved glucose metabolism.*? Statins and ACE
inhibitors, which are used to prevent vascular damage, can also reduce
inflammatory markers.>®%*

Reflecting the general population, many of the youth with diabe-
tes in our study were overweight or obese, with only 54% being of
normal weight. A normal BMI was most prevalent in the CFRD group,
and 16% of the CFRD were underweight. In spite of the youth of our
study subjects, we found that an elevated BMI was associated with
higher inflammatory marker levels and chronic diabetes complications.

2252 aspecially obesity,

Others have observed these phenomena,
peripheral nerve abnormalities, and microalbuminuria in older patients
with T1D and T2D.>®>* Elevated hsCRP levels have previously been
reported in young obese T2D patients compared to obese non-
diabetic controls.>? Consequently, reducing central adiposity should
be a therapeutic target not only in young T2D patients, but also in
T1D and (if relevant) CFRD patients.

In contrast to the other inflammatory markers, WCC showed an
inverse relationship with BMI, being significantly higher in under-
weight patients. As most underweight subjects were in the CFRD
group, this may reflect current and recurrent infections, which may
also contribute to their low body weight. Other studies with healthy
adolescents not including CFRD patients have demonstrated the
expected positive correlation between WCC and BM|.5>%¢

Females have been shown to have higher complication rates in
youth with T1D.>”? |n our statistical analyses, gender was not asso-
ciated with any significant differences in complication status or in
inflammatory marker levels. Previous studies have shown generally
higher levels of inflammation in females, related to higher levels of
body fat.5%-¢2

Study strengths were the assessment of three types of diabetes in
youth, which have never been compared in this way before. Further-
more, we evaluated childhood/adolescent groups with few co-mor-
bidities, limited smoking history or use of anti-inflammatory
medications, and had access to a detailed clinical characterization of
each participant, in particular of their complication status. Recent
severe hypoglycemia was a criteria for study exclusion, and we also
expect that hypoglycemia would have been most likely in insulin
treated subjects, hence in the T1D group, which tended to have lower
inflammation levels than our T2D and CRFD groups.

Additionally, multiple inflammation markers were measured, most
of which are routinely available in clinical laboratories, which
enhances the potential for study replication and transfer into clinical
practice. Our study was limited by its cross-sectional nature with mea-
sures of inflammation at a single time-point, the absence of non-
diabetic groups with all biomarkers assessed and the lack of diabetic
subject numbers to allow analyses related to specific individual com-
plications. Other measures, such as of vascular function (sVCAM-1,
sICAM and vascular reactivity), and other novel vascular risk markers
(eg, oxidative stress, microRNAs) are of interest. Larger groups would

provide greater statistical power.
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In conclusion, in a cross-sectional study of children and adoles-
cents with T1D, T2D, or CFRD, and non-diabetic reference groups,
elevated markers of systemic and vascular inflammation were evident,
and similar in T2D and CFRD. High rates of early chronic complica-
tions were present and related to BMI, HbA1c, and BP. Elevated BMI
was common, and was associated with elevated inflammatory bio-
markers and complication status. Early screening for T2D and CRFD
in at-risk groups and for complications in all youth related diabetes is
merited. Inflammation may be both a cause and effect of diabetes and
its complications, and is a potential therapeutic target. Larger and lon-
gitudinal studies and intervention studies of anti-inflammatory agents

are of interest.
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