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Deskriptorji

hipereholesterolemija druzinska
karotidne arterije-ultrazvocna preiskava
ateroskleroza

Izvledek.Druzinska hiperholesterolemija je ded-
na presnovna bolezen, ki spada med najmoc¢-
nejSe aterogene dejavnike. Pri 28 mladih bolni-
kih z druzinsko hiperholesterolemijo in pri
28 zdravih preiskovancih smo dolo¢ili povprec-
no debelino intime in medije karotidnih arterij z ul-
trazvo€no preiskavo na nacin B. Dolocili smo
koncentracije krvnih mascob, lipoproteina(a),
krvnega sladkorja ter nekatere koagulacijske
in fibrinolitiéne spremenljivke. Povpre¢na de-
belina intime in medije je bila pri bolnikih z dru-
zinsko hiperholesterolemijo znacilno vecja kot
pri zdravih preiskovancih (0,71 +0,15 proti
0,49 +0,08 mm, p < 0,0001). Pri vseh preisko-
vancih skupaj smo nasli znacilno pozitivno po-
vezavo debeline intime in medije s celotnim ho-
lesterolom, holesterolom v lipoproteinih male go-
stote, trigliceridi in sistoli¢nim krvnim tlakom.
V skupini bolnikov z druzinsko hiperholestero-
lemijo je bila debelina intime in medije znacilno
pozitivno povezana le s starostjo in mejno s si-
stoliénim krvnim tlakom, v skupini zdravih pa s si-
stoliénim krvnim tlakom, telesno tezo in visino,
trigliceridi in antigenom tkivnega aktivatorja
plazminogena ter je bila pri moskih vecja kot pri
Zenskah. Z metodo multiple regresije smo ugo-
tovili, da so neodvisni napovedni dejavniki za
vecjo debelino intime in medije pri vseh preisko-
vancih skupaj pripadnost skupini bolnikov z dru-
zinsko hiperholesterolemijo, ve¢ja koncentraci-
ja trigliceridov in starost. Neodvisni napovedni
dejavniki za vecjo debelino intime in medije pri
zdravih pa so moski spol, starost in vecja kon-
centracija trigliceridov.

Descriptors
hypercholesterolemia familial
carotid arteries-ultrasonography
atherosclerosis

Abstract. Familial hypercholesterolemia, an
inheritable metabolic disorder, is the most pow-
erful risk factor for the accelerated atheroscle-
rosis. Mean intima-media thickness of carotid
arteries was determined with B-mode ultra-
sonography in 28 young patients with familial
hypercholesterolemia and in 28 normolipemic
subjects. Serum lipids, lipoprotein(a), glucose,
coagulation and fibrinolytic parameters were
determined. Mean intima-media thickness was
significantly greater in patients with familial hyper-
cholesterolemia than in controls (0.71+0.15
vs. 0.49+0.08 mm, p < 0.0001). In all subjects
together mean intima-media thickness was pos-
itively correlated with total cholesterol, low-den-
sity lipoprotein cholesterol, triglycerides, and
systolic blood pressure. In patients with famil-
ial hypercholesterolemia mean intima-media
thickness was positively correlated with age
and systolic blood pressure, while in controls it
was correlated with systolic blood pressure,
body weight and height, triglycerides and tissue
plasminogen activator antigen and it was greater
in males than females. Multiple regression analy-
sis identified the group of patients with familial
hypercholesterolemia, higher triglycerides and
age as the independent determinants of IMT in
all subjects together, while in controls these
determinants were sex, age and triglyceride
level.
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Uvod

Ateroskleroza in dejavniki tveganja

Bolezni srca in ozilja so danes v razvitem svetu vodilni vzrok umrljivosti. Te bolezni so
posledica ateroskleroze, dolgotrajnega degenerativnega procesa na arterijah, na kate-
rega vplivajo razli¢ni genetski dejavniki in dejavniki okolja. Danes znane dejavnike tve-
ganja za aterosklerozo prikazuje tabela 1 (7).

Tabela 1. Dejavniki tveganja za aterosklerozo. LDL — lipoprotein majhne gostote, HDL — lipoprotein velike
gostote.

Starost: moski > 45 let, Zenske > 55 let ali prezgodnja menopavza brez nadomestnega estro-
genskega zdravljenja

Druzinska anamneza: sréni infarkt ali nenadna smrt pred 55. letom starosti pri moskih sorodni-
kih prvega kolena ali pred 65. letom starosti pri Zenskih sorodnikih prvega kolena

Hiperholesterolemija zaradi zve&ane koncentracije LDL-holesterola
Majhna koncentracija HDL-holesterola

Kajenje

Hipertenzija

Sladkorna bolezen

Debelost

Manj raziskani dejavniki tveganja:
Zvetana koncentracija lipoproteina (a)
Motnje v delovanju koagulacijskega in fibrinolitiénega sistema

Najpomembnejsi dejavnik tveganja je holesterol v lipoproteinih majhne gostote (LDL)
(2). LDL povzroc¢a okvaro Zilnega endotelija, ki je sprva le funkcijska, nato pa tudi mor-
foloska. Zaradi vecje prepustnosti endotelija se v zilni steni kopicijo LDL in monociti, ki
fagocitirajo LDL in se tako preobrazijo v penaste celice (3). V poSkodovani intimi se ko-
pigijo tudi nekatere plazemske beljakovine kot sta albumin in fibrinogen (4). Stevilni rast-
ni dejavniki povzrocijo deljenje gladkih misi¢nih celic, ki pridejo v intimo iz medije. Ko-
ge. Nekatere penaste celice propadejo, zato se mas€obe nabirajo v zunajceli€cnem pro-
storu; to spremembo imenujemo predaterom. Naslednja stopnja je aterom, ki ima sre-
dico, sestavljeno iz razpadlih celic, zunajceli¢énih mas¢ob, kristalov holesterola in neka-
terih sestavin krvi. Sredico obdajajo gladke miSi¢ne celice, kolagenska vlakna, proteo-
glikani, makrofagi in limfociti T. Aterom se lahko razvije v fibroaterom, ki vsebuje ve¢ ko-
lagena in gladkih miSi¢nih celic. 1z ateroma ali fibroateroma lahko nastane zapletena
okvara s trombom, hematomom ali razpoko. Konéni ateroskleroti¢ni spremembi sta kal-
cinirana okvara, ki vsebuje pretezno kalcijeve soli, in vezivna okvara, ki vsebuje pred-
vsem kolagen (5).

Druzinska hiperholesterolemija (DH) sodi med najmocnej$e aterogene dejavnike. Je av-
tosomno dominantno dedna bolezen s prevalenco v populaciji 1 na 500. Temeljna mot-
nja je sprememba gena, ki doloc¢a celi¢ne receptorje za LDL (LDL-receptor), zaradi Ce-
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sar je aktivnost LDL-receptorjev zmanjSana, kar povzro¢i zmanjsano razgradnjo LDL in
njihovo kopicenje v plazmi (6). Ker je pri bolnikih z DH koncentracija LDL-holesterola
povecana od rojstva, je pri njih ateroskleroti¢ni proces pospesen, zaradi ¢esar se po-
gosto ze zgodaj pojavi koronarna bolezen srca. Pri moskih heterozigotih nastopijo kli-
niéni znaki koronarne bolezni srca ze v Cetrtem in petem desetletju, do 50. leta staro-
sti dozivi sréni infarkt 50 % bolnikov. Tudi pri zenskah z DH je pogostnost koronarne bo-
lezni srca vecja kot pri zdravih, vendar se zacne pojavljati 10 let kasneje kot pri mos-
kih. Pri homozigotih se simptomi koronarne bolezni pojavijo ze pred 10. letom starosti
in nezdravljeni umrejo vecinoma zaradi srénega infarkta ze okrog 20. leta (7).

Mnoge raziskave so pokazale, da je velika plazemska koncentracija lipoproteina(a) (Lp(a))
neodvisen dejavnik tveganja za koronarno bolezen srca (8—11). Lp(a) je lipoprotein, ki
je po zgradbi podoben LDL, vsebuje pa tudi eno ali dve molekuli apoproteina(a) (apo(a))
(12). Apo(a) ima podobno zgradbo kot plazminogen in je specificen za Lp(a), saj ga ne
najdemo v nobenem drugem lipoproteinu (13). Sinteza Lp(a) ve¢inoma poteka v jetrih,
kje in kako se razgrajuje pa Se ni znano. Prav tako ne poznamo njegove fizioloSke vlo-
ge. Menijo, da je njegova plazemska koncentracija predvsem genetsko dolo¢ena z izo-
formno obliko apo(a) in ni odvisna od starosti, spola ali prehrane. Mnogi avtorji so po-
sku$ali razloziti mehanizme aterogenega delovanja Lp(a). Mozno je, da Lp(a) prehaja
skozi endotelij v arterijsko steno, kjer ga fagocitirajo makrofagi, ki tako postanejo pena-
ste celice (14). 1zsledki Stevilnih raziskav kazejo tudi vpliv Lp(a) na fibrinoliti¢ni sistem
(15, 16). Apo(a) lahko zaradi podobne zgradbe tekmuje s plazminogenom za vezavna
mesta na fibrinogenu, fibrinu, endotelijskih celicah in makrofagih in tako zavira aktiva-
cijo plazminogena. Kaze torej, da Lp(a) pospesuje ateroskleroti¢ni proces na dva nadi-
na: kot mas€oba zaradi podobne zgradbe z LDL in kot zaviralec fibrinolize zaradi po-
dobne zgradbe apo(a) s plazminogenom.

Danes pripisujejo pomembno vlogo v aterogenezi tudi koagulacijskemu in fibrinoliticne-
mu sistemu. To sta encimska sistema v krvi, ki sodelujeta pri hemostazi: koagulacijski
sodeluje pri nastajanju krvnih strdkov, fibrinoliti¢ni pa jih raztaplja. Koagulacijski sistem
deluje prek niza kaskadnih reakcij, v katerih sodelujejo razli¢ne plazemske beljakovine,
imenovane faktorji koagulacije, med njimi tudi faktor VII. Kon¢na stopnja teh reakcij je
pretvorba topnega fibrinogena v netopen fibrin, ki je temeljni gradbeni element krvne-
ga strdka (77). Konéna stopnja delovanja fibrinoliti€nega sistema pa je razgradnja fibri-
na na razgradne produkte, pri Eemer sodeluje plazmin, ki nastaja iz plazminogena. Glav-
ni aktivator tega procesa je tkivni aktivator plazminogena (t-PA), katerega aktivnost za-
vira inhibitor tkivnega aktivatorja plazminogena 1 (PAI-1). t-PA, ki ga izloajo endotelij-
ske celice, in PAI-1, katerega izvor ni natan¢no opredeljen, sta tudi glavna dejavnika, ki
uravnavata aktivnost fibrinoliti€nega sistema (78) (slika 1).

Zvecana koncentracija fibrinogena in zve€ana aktivnost faktorja VIl v krvi ter zmanjsa-
no delovanije fibrinoliti€énega sistema so povezani z napredovanjem ateroskleroze in nje-
nimi zapleti (19, 20), ni pa Se jasno, kak3en je njihov pomen pri za€etnih stopnjah tega
procesa. Znano je, da pri motenem delovanju endotelija fibrinogen prehaja v intimo, kjer
se s pomocjo trombina pretvori v fibrin (21). Poleg tega fibrinogen sodeluje tudi pri pre-
hodu monocitov v podendotelijski prostor (22). Penaste celice izlo¢ajo tkivni faktor
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LDL — lipoprotein majhne gostote

Lp(a) — lipoprotein(a)

RPF — razgradni produkti fibrina

AP — aktivator plazminogena

PAI-1 — inhibitor aktivatorja plazminogena 1
PG |, — prostaglandin I,

Slika 1. Mozna vioga koagulacijskega in fibrinoliticnega sistema pri aterosklerozi.

(tromboplastin), ki aktivira faktor VIl in tako sprozi proces koagulacije (23), to pa verjet-
no pospesi ateroskleroti¢ni proces. Plazmin naj bi razgradil fibrin, nakopi¢en v intimi, in

tako zaviral aterogenezo (21).

Ultrazvoéna preiskava karotidnih arterij

Ultrazvocna preiskava omogoca neinvaziven prikaz stene in svetline arterij. S to prei-
skavo ne moremo prikazati arterij v globini, na primer koronarnih arterij, lahko pa jo upo-
rabimo za pregled ekstrakranialnih karotidnih arterij. Ugotovili so, da se ateroskleroti¢-
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ne spremembe na koronarnih in karotidnih arterijah pojavljajo so¢asno (24). Tako so kar pri
90 % bolnikov z DH in koronarno boleznijo srca, starejSih od 40 let, ugotovili hude ateros-
kleroti¢éne spremembe karotidnih arterij (25). Poleg tega menijo, da so dejavniki tvega-
nja za aterosklerozo ekstrakranialnih karotidnih arterij enaki kot za aterosklerozo koro-
narnih arterij, zato je proces na karotidnih arterijah zrcalo dogajanja na koronarnih (26-28).

Ena od neinvazivnih metod za pregled ekstrakranialnih karotidnih arterij je ultrazvo¢na
preiskava na nacin B, s katero lahko opazujemo arterijsko steno in merimo njeno de-
belino. Vecina avtorjev danes meni, da je zadebeljena arterijska stena prva morfolos-
ko vidna ateroskleroti¢na sprememba, katere patoanatomska podlaga je mascobna pro-
ga in morda tudi predaterom (29).

Pignoli in sodelavci (30) so prvi opisali ultrazvo¢no sliko normalne arterijske stene, ki
kaze vzporedni ehogeni ¢rti, lo€eni z manj ehogenim ali neehogenim pasom (vzorec dvoj-
ne ¢rte). Shemo anatomije zilne stene in ultrazvocne slike prikazuje slika 2.

ANATOMIJA UZ PRIKAZ

- o vodilni rob
BLIZNJA | adventicia | | |

STENA medija oddaljeni rob
[ intfima ]

SVETLINA

ODDALJENA ——ntima_—] ebeiine
medija intime in
medije

]
STENA adventicija

Slika 2. Shema anatomije Zilne stene in ultrazvocni prikaz karotidnih arterij na nacin B. V zgornjem delu
slike, ki je bliZe sondi, sta dve ehogeni Crti, loceni z neehogenim pasom. Spodnji del je zrcalna slika odbo-
Jjev zgornjega dela. Med obema deloma je neehogeno podrocje, ki predstavlja svetlino arterije. Zgornjo mej-
no c¢rto odboja imenujemo vodilni rob, spodnjo pa oddaljeni rob.

Wendelhag in sodelavci (31) so dokazali, da nastane vodilni rob odboja na meji dveh
struktur z razli¢éno akusti¢no impedanco, oddaljeni rob pa je odvisen od lastnosti ultra-
zvocne naprave. Debelina ehogene Crte torej nima anatomske podlage, zaradi Cesar je
treba vse meritve opraviti na vodilnih robovih.

Na bliznji steni nastane vodilni rob prve ehogene ¢rte med periadventicijo in adventici-
jo, vodilni rob druge ehogene &rte pa med intimo in svetlino. Oddaljeni rob nima ana-
tomske podlage, zato debeline bliznje stene ne moremo meriti.
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Na oddaljeni steni nastane vodilni rob prve ehogene ¢rte med svetlino in intimo, vodil-
ni rob druge ehogene ¢rte pa med medijo in adventicijo. Razdalja med obema vodilni-
ma robovoma oddaljene stene predstavlja debelino intime in medije (DIM).

Namen naloge

Ker je pri bolnikih z DH proces ateroskleroze pospesen, pri¢akujemo pri njih izrazitej-
e morfoloske spremembe arterij ze v mladosti. Zeleli smo ugotoviti, ali lahko te zgod-
nje spremembe zaznamo z neinvazivno ultrazvo¢no preiskavo karotidnih arterij. Nas na-
men je bil tudi osvetliti viogo nekaterih manj raziskanih dejavnikov, ki sodelujejo pri raz-
voju ateroskleroze.

V raziskavi smo si zadali naslednje cilje:

— izmeriti DIM pri mladih bolnikih z DH in jo primerjati z DIM zdravih preiskovanceyv,
— ugotoviti, ali obstaja povezava med DIM in nekaterimi klini¢nimi in krvnimi parame-
tri, zlasti koncentracijo mascob in Lp(a) ter testi koagulacije in fibrinolize.

Preiskovanci in nacin dela

Preiskovanci
Bolniki

V arhivu Interne klinike Trnovo smo nasli 115 bolnikov, ki se ambulantno zdravijo zara-
di DH. Njih ali njihove druzinske ¢lane, stare od 10 do 30 let, smo povabili k sodelova-
nju. Odzvalo se je 39 druzin z 58 druzinskimi ¢lani, med katerimi smo poiskali bolnike
z DH. Diagnozo heterozigotne DH smo postavili na podlagi naslednjih meril (32):

— vrednosti celotnega in LDL-holesterola (tabela 2),
— pojavljanje bolezni v druzini.

Tabela 2. Vrednosti celotnega in LDL-holesterola ter trigliceridov (mmol/l), potrebnih za diagnozo druzin-
ske hiperholesterolemije, glede na starost in pojavljanje bolezni v druZini.

Celotni holesterol Celotni holesterol Celotni holesterol
(LDL-holesterol) (LDL-holesterol) (LDL-holesterol)
bolezen pri sorodnikih bolezen pri sorodnikih ni podatkov o bolezni

Starost 1. kolena 2. kolena v druZini Trigliceridi
Do 18 let >5,7 (4,0) >6,0 (4,3) >7,0 (5,2) <1,1
19 do 29 let >6,2 (4,4) >6,5 (4,7) >7,5(5,7) <1,7
30 do 39 let >7,0 (4,9) >7,3 (5,2) >8,8 (6,2) <2,0
Nad 39 let >7,5 (5,3) >7,8 (5,6) >9,3(6,7) <23

Za homozigotne bolnike z DH so znacilne vrednosti holesterola nad 15 mmol/l pri otro-
cih in pojav ksantomov pred 20. letom starosti.

Zbrali smo 27 bolnikov s heterozigotno in eno bolnico s homozigotno DH. Med njimi se je
en bolnik zdravil zaradi arterijske hipertenzije z enalaprilom, drugi so imeli normalen krvni
tlak. Trije bolniki so se zdravili z lovastatinom, bolnica s homozigotno DH pa z LDL-afe-
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rezo, tako da je bila vrednost celotnega holesterola pri njej okoli 12 mmol/l. Nih¢e niimel
sladkorne bolezni niti simptomov sréno-zilnih bolezni.

Kontrolna skupina

V kontrolno skupino smo vkljucili 28 zdravih preiskovancey, ki so po spolu in starosti us-
trezali bolnikom in so imeli normalne koncentracije masc¢ob v krvi:

— koncentracijo celotnega holesterola manj kot 4,4 mmol/l, LDL-holesterola manj kot
2,8 mmol/l, trigliceridov manj kot 1,1 mmol/l pri starosti do 18 let (33),

— koncentracijo celotnega holesterola manj kot 5,2 mmol/l, LDL-holesterola manj kot
3,5 mmol/l, trigliceridov manj kot 2,3 mmol/l pri starosti 19 let in ve¢ (7).

Nih&e ni imel zviSanega krvnega tlaka, sladkorne bolezni ali zgodnje koronarne bolez-
ni v druzini (pri moskih sorodnikih prvega in drugega kolena pred 55. letom starosti, pri
zenskih pa pred 65. letom). Med raziskavo niso jemali nobenih zdravil.

Ker je kajenje eden izmed poglavitnih dejavnikov tveganja za aterosklerozo, smo bili pri
vklju€evanju bolnikov in zdravih preiskovancev pozorni, da je bilo Stevilo kadilcev v obeh
skupinah enako, tako da so bili konéno med izbranimi preiskovanci trije kadilci v skupi-
ni z DH in trije v skupini zdravih.

Vse sodelujo¢e smo seznanili z namenom raziskave. V sodelovanje so privolili prosto-
voljno. Raziskavo je odobrila republiSka komisija za medicinsko-eti¢na vprasanja.

Anamneza in kliniéni pregled

Zbrali smo podatke o poviSani koncentraciji holesterola in sréno-zilnih boleznih v druzini, v oseb-
ni anamnezi pa nas je zanimala navzoénost dejavnikov tveganja za aterosklerozo (kajenje,
sladkorna bolezen, zvidan krvni tlak, telesna neaktivnost) in podatki o jemanju zdravil.

Vsem preiskovancem smo v sede¢em polozaju izmerili krvni tlak z zivosrebrnim sfig-
momanometrom in za normalno vrednost uporabili merila Svetovne zdravstvene orga-
nizacije (34). Potem smo preiskovance stehtali, jim izmerili viSino ter izra¢unali indeks
telesne teze (ITT) kot razmerje med telesno tezo in kvadratom viSine.

Ultrazvo€na preiskava karotidnih arterij

Opravili smo dvodimenzionalno ultrazvo¢no preiskavo na nacin B na levi in desni karotid-
ni arteriji. Uporabili smo ultrazvo¢no napravo Diasonics VST in 10 MHz linearno sondo. Prei-
skovance smo namestili v lezeci polozaj. Najprej smo arterije pregledali v pre€nem prese-
ku, da smo dobili vtis o viSini razcepis€a ter medsebojnem odnosu notranje in zunanje ka-
rotidne arterije, hkrati pa smo lahko ugotovili tudi morebitne ateroskleroti¢ne spremembe.
Nato smo si ogledali arterije v vzdolznem preseku in poiskali naslednje predele (slika 3):

— razcepisCe skupne karotidne arterije,
— distalni del skupne karotidne arterije do 1 cm pod razcepiS¢em,
— proksimalni del notranje karotidne arterije do 1 cm nad razcepis¢em,

V vsakem od omenjenih predelov smo poiskali projekcijo, ki najbolje prikazuje odboje
oddaljene arterijske stene. Na tej steni nastaneta odboja med svetlino in intimo ter med
medijo in adventicijo. Z ultrazvo¢nimi kazalci smo na »zamrznjeni« sliki poiskali najvec-
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zunanja karotidna arterija notranja karotidna arterija

razcepisce

ultrazvo¢na sonda

1cm

,,,,,,,,,,,, 4o Lboo oo ______N/_ skupna karotidna
arterija

bliznja stena oddaljena stena

Slika 3. Shema karotidne arterije s prikazanimi predeli, kjer smo merili debelino intime in medije z ultra-
zvocno preiskavo na nacin B.

jo razdaljo med vodilnima robovoma teh odbojev in to uporabili kot najvecjo DIM na tem
predelu. Vse meritve je opravil en preiskovalec, ki je zanesljivost svojih ugotovitev pre-
veril tako, da je meritve pri desetih preiskovancih primerjal z meritvami drugega prei-
skovalca. Preiskovalec ni poznal serumskih koncentracij holesterola pri preiskovancih.
Za dokumentacijo smo vse meritve posneli na termoprint papir.

Povpre¢no DIM smo izraCunali kot povprecje najvecjih DIM na zgoraj opisanih prede-
lih obeh strani. Spremembe Zilne stene smo razdelili v 4 stopnje:

— normalna DIM (povpre¢na DIM < 0,6 mm),

— zadebeljena intima in medija z gladko steno (povpre¢na DIM > 0,6 mm, zilna stena
je gladka),

— zadebeljena intima in medija z neravno steno (povpre¢na DIM > 0,6 mm, Zilna stena
ni gladka),

— lehe (zaris¢ne spremembe debeline > 1 mm).

Ultrazvocni prikaz normalne arterijske stene, zadebeljene intime in medije ter ateros-
kleroti€ne lehe prikazuje slika 4.

Ponovljivost metode pri posameznem preiskovalcu smo ugotavljali tako, da je en prei-
skovalec dvakrat v razmiku enega meseca pregledal 10 preiskovanceyv, ki smo jih vklju-
Cili v raziskavo. Izmeril je DIM po zgoraj opisanem protokolu, nato pa smo izracunali pov-
pre¢no DIM za prvo in drugo meritev ter absolutno razliko med njima. Variabilnost smo izra-
¢unali kot razmerje med povprecno absolutno razliko in povprecjem povprecnih DIM vseh
meritev. Izracunali smo tudi koeficient korelacije med povpre¢nimi DIM obeh meritev.

Ponovljivost metode med dvema preiskovalcema smo ugotavljali tako, da sta preisko-
valca pregledala 10 preiskovanceyv, ki smo jih vklju€ili v raziskavo. Izmerila sta DIM po
zgoraj opisanem protokolu, nato pa smo izra¢unali obe povpre¢ni DIM za vsakega prei-
skovanca in absolutno razliko med njima. Variabilnost smo izra¢unali kot razmerje med
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NORMALNA ARTERIJSKA STENA

« BLIZNJA STENA

< ODDALJENA STENA

ZADEBELJENA INTIMA IN MEDIJA
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Slika 4. Ultrazvocni prikaz normalne arterijske stene, zadebeljene intime in medije ter ateroskleroticne le-
he. Kazalci oznacujejo, kako smo merili debelino intime in medije na oddaljeni steni.

povprecno absolutno razliko in povprec¢jem povpreénih DIM vseh meritev. Izradunali smo
tudi koeficient korelacije med povpreénimi DIM obeh preiskovalcev.

Odvzem krvi

Kri za dolocitev krvnih mas¢ob smo odvzeli dvakrat v razmiku od 1 do 8 tednov in za razi-
skavo uporabili povprecje obeh meritev. Ob drugem odvzemu smo odvzeli $e kri za doloci-
tev krvnega sladkorja, Lp(a) ter za teste koagulacije in fibrinolize. Na dan preiskave
so bili vsi preiskovanci 12 ur tes¢i. Kri smo odvzeli v sede¢em polozaju iz komoléne ve-
ne med 7. in 9. uro zjutraj.

Pred drugim odvzemom so bolniki 20 minut sede pocivali. Kri smo jemali brez preveze
nadlahti oziroma smo nadlaht prevezali za najve¢ eno minuto in smo takoj, ko je kri pri-
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tekla v prvo epruveto, prevezo odstranili. Zilo smo prebodli le enkrat in igle v Zili nismo
premikali. Vedno smo najprej odvzeli 7 ml krvi za biokemi¢ne preiskave v epruveto brez
antikoagulantnega sredstva. Nato smo odvzeli 9 ml krvi v epruveto z natrijevim-citratom
za teste koagulacije in fibrinolize, razen za dolocitev t-PA, za katerega smo odvzeli 4,5 ml
krvi v epruveto z nakisanim natrijevim citratom.

Za dologitev Lp(a) smo iz epruvete za biokemicne preiskave po centrifugiranju odvzeli
0,5 ml seruma v epruveto Eppendorf in ga do laboratorijske preiskave hranili v zmrzo-
valniku pri —20°C.

Vzorce krvi za teste koagulacije in fibrinolize smo do centrifugiranja hranili v vodi z le-
dom v toplotno izolirani posodi. Kri smo centrifugirali v hladilni centrifugi 30 min pri 2000 g
in 4°C. Plazmo smo odpipetirali v epruvete Eppendorf, jo zamrznili v teko¢em dusiku in
do laboratorijske preiskave hranili v zmrzovalniku pri —70°C.

Biokemic¢ne preiskave

Koncentracijo celotnega holesterola smo dolo¢ali z encimsko metodo (35). Holesterol-
ne estre v vzorcih in standardu smo hidrolizirali s holesterolno esterazo v prosti hole-
sterol in masc¢obne kisline. Nastali prosti holesterol smo oksidirali v navzocnosti kisika.
Pri tem je nastajal vodikov peroksid, ki je ob navzo¢nosti katalaze in fenola oksidiral 4-
aminofenazon v obarvano spojino, katere absorbnost smo merili pri 500 nm. Koncen-
tracijo holesterola smo dolocali na napravi VP-Abott z reagenti proizvajalca Boehringer.

Koncentracijo HDL-holesterola smo dolocali s fosforvolframat magnezijevo metodo
(36). Najprej smo z obarjalnim reagentom, ki vsebuje raztopino fosforvolframove kisli-
ne in magnezijevega klorida, oborili vse lipoproteine, ki vsebujejo apoprotein B. V su-
pernatantu smo dologili koncentracijo celotnega holesterola z encimsko metodo, opisa-
no v prejSnjem odstavku.

Koncentracijo trigliceridov smo dolocali z encimsko metodo (37). Trigliceride v vzorcih
in standardu smo z lipazo hidrolizirali v prosti glicerol in masc¢obne kisline. Nastali prosti
glicerol se je ob navzoc¢nosti ATP in glicerol kinaze pretvoril v glicerol-3-fosfat, ta pa se
je z glicerol-fosfat-kinazo oksidiral v dihidroksiacetonfosfat. Pri tem je nastajal vodikov
peroksid. Nadaljnji postopek je potekal enako kot pri dolo¢anju celotnega holesterola.

Koncentracijo LDL-holesterola smo izracunali po Friedewaldovi enaébi (38):
LDL-holesterol = celotni holesterol — HDL-holesterol — (trigliceridi/2,2)
Koncentracijo krvnega sladkorja smo dolocali s heksokinaznim testom.

Koncentracijo lipoproteina(a) smo dolocali z elektroimunodifuzijo po Laurellu (39). To
je imunokemijski postopek, pri katerem pod vplivom elektri¢ne napetosti Lp(a) potuje
v agaroznem gelu in se srecuje z molekulami protiteles proti Lp(a), ki so vgrajene v gel.
Pri tem prihaja do reakcije antigen-protitelo in do nastanka precipitacijskih trikotnikov.
Povrsine precipitacijskih trikotnikov so premosorazmerne koncentracijam Lp(a) v vzor-
cih. S pomocjo ve¢ standardov razli¢nih koncentracij smo dologili umeritveno krivuljo in
na podlagi le-te vrednotili vzorce neznanih koncentracij. Ponovljivost v seriji je imela pri
koncentraciji 203 mg/l koeficient variacije 6,7 %, pri koncentraciji 523 mg/I pa 3,6 %. Po-
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novljivost od dne do dne je imela pri koncentraciji 207 mg/I koeficient variacije 13,5 %,
pri koncentraciji 516 mg/l pa 6,0 %. Obcutljivost postopka je bila 50 mg/I.

Testi koagulacije in fibrinolize

Aktivnost koagulacijskega faktorja VII smo doloéali po prirejeni Osterudovi metodi (40).
Plazmi smo dodali tromboplastin in kalcij, kar je aktiviralo protrombin v trombin prek fak-
torjev V, VIl in X. Tako nastali trombin je cepil kromogeni substrat. Ob tem se je spros-
Calo barvilo, ki je absorbiralo svetlobo pri 405 nm. Merili smo ¢as, v katerem je absorp-
cija narasla za 0,1. Izmerjeni ¢as smo vnesli v umeritveno krivuljo, narisano s standard-
nimi vzorci, in odcitali aktivnost faktorja VII. Vrednosti smo izrazili kot odstotek aktivno-
sti standardne plazme. Koeficient variacije je bil pri ponovljivosti v seriji 4,6 % pri nor-
malni kontrolni plazmi in 2,7 % pri patoloski kontrolni plazmi ter od dne do dne 2,4 % pri
normalni kontrolni plazmi in 7,9 % pri patoloski kontrolni plazmi.

Koncentracijo fibrinogena smo dolocali z napravo Fibrintimer (Behring, Marburg/Lahn,
Nemcija) po prirejeni Claussovi metodi (41). Razred¢eno citratno plazmo smo koagu-
lirali s trombinom v prebitku in v napravi merili €as do nastanka strdka. Koncentracije
fibrinogena smo odgitali z umeritvene krivulje.

Koncentracijo antigena t-PA smo dolocali z encimsko-imunskim testom (ELISA) z dvoj-
nimi protitelesi (42) po navodilih proizvajalca (Imulyse™ tPA, Biopool, Umea, Svedska).
Vzorce plazme smo inkubirali na mikrotitrskih plo§¢ah, prekritih s protitelesi proti t-PA.
Na kompleks med protitelesi, vezanimi na povrsino plosce, in t-PA iz vzorca plazme smo
vezali druga protitelesa proti t-PA, oznacena s peroksidazo. Po dodatku substrata za pe-
roksidazo je bil porast absorpcije pri 405 nm sorazmeren koli¢ini t-PA v vzorcu plazme.
Koncentracijo t-PA smo od¢itali z umeritvene krivulje, ki smo jo narisali s pomogjo stan-
dardnih raztopin t-PA.

Aktivnost t-PA smo dolocali po navodilih proizvajalca testa (Spectrolyse™ /pL, Biopool,
Umea, Svedska) (43). Vzorcem plazme in standardnim vzorcem t-PA smo dodali plaz-
minogen in kromogeni substrat. Plazmin, ki je nastal iz plazminogena pod vplivom t-PA,
je uc¢inkoval na kromogeni substrat, ki je zato spremenil barvo. Porast absorpcije pri 405 nm
je bil premosorazmeren koli¢ini t-PA v vzorcu plazme. Aktivnost t-PA smo od¢itali z ume-
ritvene krivulje, pripravljene s standardnimi vzorci t-PA.

Antigen PAI-1 smo dolo¢ali z encimsko-imunskim testom (ELISA) z dvojnimi protitele-
si (44) po navodilih proizvajalca (Imulyse™ PAI, Biopool, Umea, Svedska). Postopek do-
lo¢anja antigena PAI-1 je bil enak tistemu, ki je opisan pri dolo¢anju antigena t-PA.

Aktivnost PAI-1 smo dolocali z dvostopenjskim encimskim testom po navodilih proizva-
jalca (Spectrolyse™ /pL, Biopool, Umea, Svedska) (45). Plazmo smo titrirali z naragéa-
jo€imi koncentracijami t-PA. Preostalo aktivnost t-PA smo merili spektrofotometriéno s po-
mocjo kromogenega substrata, tako kot je opisano pri merjenju aktivnosti t-PA. Kolici-
na t-PA, ki smo jo morali dodati plazmi, da smo presegli inhibicijo, je bila merilo celot-
ne aktivnosti PAI-1 v plazmi.
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Cas evglobulinske lize smo merili s postopkom po Buckellu (46). Plazmo smo razred-
¢ili z destilirano vodo in nakisali z ocetno kislino na pH 5,9. S tem smo oborili evglobu-
line, ki vsebujejo vse sestavine fibrinolitiénega sistema, razen inhibitorjev t-PA. Evglo-
buline smo locili od raztopine s centrifugiranjem, raztopili v pufru, koagulirali in merili ¢as,
v katerem se je tak strdek spontano raztopil.

Statistiéna obdelava

Vrednosti, ki so se razporejale normalno, smo prikazali kot aritmeti¢no sredino in stan-
dardni odklon, tiste, ki so se razporejale nenormalno, pa kot mediano ter razpon med
prvim in tretjim kvartilom.

Za testiranje razlik med skupinami smo pri spremenljivkah z normalno porazdelitvijo upo-
rabili Studentov test t za neodvisne vzorce, pri spremenljivkah z nenormalno porazde-
litvijo pa Mann-Whitneyjev test U.

Povezavo med razliénimi spremenljivkami in povpreé¢no DIM smo testirali s koeficien-
tom korelacije po Pearsonu, razen pri fibrinolizi, kjer smo uporabili koeficient korelacije
po Spearmanu. Da bi ugotovili, katere spremenljivke imajo najvec¢jo napovedno vred-
nost za povpre¢no DIM, smo uporabili multivariatno analizo-metodo standardne multi-
ple regresije.

Pri preizkuSanju domnev smo vrednost p < 0,05 imeli za statisti¢cno znacilno. Za stati-
sticno obdelavo podatkov smo uporabili programski paket Statistica (Stat Soft Inc.
1992, ZDA).

Izsledki
Kliniéne znadilnosti preiskovancev

V tabeli 3 so prikazane klini¢éne znacilnosti preiskovancev iz obeh skupin. Skupini sta
se med seboj razlikovali le po vrednosti sistoli€nega krvnega tlaka, ki je bil vedji v sku-
pini bolnikov z DH.

Tabela 3. Klinicne znacilnosti bolnikov z druZinsko hiperholesterolemijo (DH) in zdravih preiskovancev
(KONTROLA). Starost je prikazana kot aritmeticna sredina in razpon, druge vrednosti pa kot aritmeticna
sredina * standardni odklon. ITT — indeks telesne teZe, n — Stevilo preiskovancev, ns — ni znacilnih razlik
med skupinama.

Spremenljivka DH KONTROLA
n=28 n=28 p
Starost (leta) 19,9 (11-27) 20,4 (11-27) ns
Spol (moski/zenske) 12/16 12/16 ns
Kadilci (Stevilo) 3 3 ns
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 118 +11 110+ 11 0,007
Diastoliéni krvni tlak (mmHg) 78+10 77 +£10 ns
telesna teza (kg) 62,4+14,4 64,3+13,2 ns
telesna visina (cm) 168 £ 11 172 £ 11 ns
ITT (kg/m2) 21,8+33 21,6+27 ns
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Biokemicne preiskave

Izsledke biokemiénih preiskav prikazuje tabela 4. Skupina bolnikov z DH je imela
vecje koncentracije celotnega in LDL-holesterola ter trigliceridov kot kontrolna skupi-
na.

Tabela 4. Vrednosti krvnih lipidov in sladkorja pri bolnikih z druZinsko hiperholesterolemijo (DH) in zdra-
vih preiskovancih (KONTROLA). Vrednosti so prikazane kot aritmeticna sredina + standardni odklon. HDL —
lipoprotein velike gostote, LDL — lipoprotein majhne gostote, n — §tevilo preiskovancev, ns — ni znacilnih raz-
lik med skupinama.

Spremenljivka DH KONTROLA

n=28 n=28 P
Celotni holesterol (mmol/l) 83+1,7 4,1+0,6 < 0,0001
HDL-holesterol (mmol/l) 1,4+0,3 1,5+£0,4 ns
LDL-holesterol (mmol/) 6,5+1,8 2,3x0,5 < 0,0001
Trigliceridi (mmol/l) 1,0+£0,5 0,5+0,2 < 0,0001
Krvni sladkor (mmol/) 4,8+0,5 4,8+0,5 ns
Lipoprotein(a)

Med bolniki z DH in kontrolno skupino ni bilo znagilnih razlik v vrednostih Lp(a). Niti de-
lez preiskovancev z ogrozujo¢imi vrednostmi Lp(a) (nad 300 mg/l) se ni pomembno raz-
likoval med skupinama; med bolniki z DH je bilo takih 13 (46 %), med zdravimi preisko-
vanci pa 7 (25 %). Frekvenéno porazdelitev vrednosti Lp(a) pri bolnikih z DH in v kon-
trolni skupini prikazujeta slika 5a in slika 5b.

DH
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Slika 5a. Frekvencna porazdelitev vrednosti lipoproteina(a) pri bolnikih z druZinsko hiperholesterolemijo (DH).
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Slika 5b. Frekvencna porazdelitev vrednosti lipoproteina(a) v kontrolni skupini (KONTROLA).

Koagulacija in fibrinoliza

Izsledke testov koagulacije in fibrinolize prikazuje tabela 5. V skupini bolnikov z DH so
bile vrednosti aktivnosti faktorja VIl vecje kot v kontrolni skupini, vrednosti drugih spre-
menljivk pa se med skupinama niso razlikovale.

Obdelava vrednosti krvnih mas¢ob, loéeno po spolih, je pokazala pomembno vecje kon-
centracije HDL-holesterola pri zenskah iz kontrolne skupine v primerjavi z moskimi iz
kontrolne skupine (1,6 0,4 mmol/l proti 1,3 +0,2 mmol/l, p = 0,009), medtem ko nismo

Tabela 5. Vrednosti koagulacijskh in fibrinoliticnih testov pri bolnikih z druzinsko hiperholesterolemijo (DH) in
pri zdravih preiskovancih (KONTROLA). Vrednosti faktorja VII so prikazane kot aritmeticna sredina + stan-
dardni odklon, vrednosti drugih spremenljivk pa kot mediana ter razpon med prvim in tretjim kvartilom.
t-PA — tkivni aktivator plazminogena, PAI-1 inhibitor aktivatorja plazminogena, n — Stevilo preiskovancev,
ns — ni znacilnih razlik med skupinama.

Spremenljivka DH KONTROLA

n=28 n=28 P
Faktor VII (%) 94,31 +2,64 86,01 +2,42 0,02
Fibrinogen (g/l) 2,70 (2,43-3,05) 2,87 (2,43-3,25) ns
Antigen t-PA (ng/ml) 4,6 (3,3-5,2) 4,3(3,4-5,4) ns
Aktivnost t-PA (IE/ml) 1,0 (0,8-1,2) 1,0 (0,9-1,6) ns
Antigen PAI-1 (ng/ml) 9,2 (6,4-15,2) 8,8 (4,7-15,4) ns
Aktivnost PAI-1 (IE/ml) 5,6 (3,5-10,0) 6,8 (2,3-11,2) ns
Evglobulinska liza (min) 202 (140-306) 228 (127-273) ns
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ugotovili razlik med spoloma v skupini bolnikov z DH. V nobeni skupini ni bilo razlik med
spoloma v celotnem in LDL-holesterolu.

Ultrazvocna preiskava karotidnih arterij

Variabilnost metode pri enem preiskovalcu je bila 8,5 %. Povpre¢na razlika med pov-
pre¢nima DIM obeh meritev je bila 0,05 mm (razpon 0,03 do 0,08 mm). Koeficient ko-
relacije med povprec¢nimi DIM obeh meritev je bil 0,93 (p < 0,0001).

Variabilnost metode med dvema preiskovalcema je bila 9 %. Povpre¢na razlika med pov-
pre¢nima DIM pri enem preiskovancu je bila 0,06 mm (razpon 0,02 do 0,09 mm). Koe-
ficient korelacije med povpre¢nimi DIM obeh preiskovalcev je bil 0,91 (p = 0,001).

Povpre¢na DIM karotidnih arterij je bila pri bolnikih z DH znacilno vecja kot v kontrolni
skupini (p < 0,0001). Porazdelitev povpre¢ne DIM v obeh skupinah prikazuje slika 6.
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Slika 6. Porazdelitev povprecne debeline intime in medije (DIM) karotidnih arterij pri bolnikih z druZinsko
hiperholesterolemijo (DH) in pri zdravih preiskovancih (KONTROLA). Crte oznacujejo aritmeticni sredini
in standardne odklone.

Vrednosti meritev na razli¢nih predelih prikazuje tabela 6.

Tabela 6. Debelina intime in medije (DIM) na razlicnih predelih karotidnih arterij pri bolnikih z druzinsko hiper-
holesterolemijo (DH) in pri zdravih preiskovancih (KONTROLA). Vrednosti so prikazane kot aritmeticna sre-
dina * standardni odklon. SKA — skupna karotidna arterija, NKA — notranja karotidna arterija, povprecna DIM —
povprecje izmerjenih debelin intime in medije v predelih skupne in notranje karotidne arterije ter razcepisca.

DIM (mm) DH KONTROLA P
Povpre¢na DIM 0,71+x0,15 0,49 +0,08 < 0,0001
SKA 0,61+0,13 0,50+0,09 0,0004
Razcepisce 0,71 £0,26 0,52+0,12 0,0016
NKA 0,80 0,31 0,45+0,09 < 0,0001
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Tabela 7. Stevilo preiskovancev s posameznimi stopnjami ateroskleroticnih sprememb stene karotidnih arte-
rij in razpon povprecne debeline intime in medije (DIM) pri posamezni spremembi. DH — bolniki z druZin-
sko hiperholesterolemijo, KONTROLA — zdravi preiskovanci, 3 — lehe, 2 — zadebeljena intima in medija z ne-
ravno steno, 1 — zadebeljena intima in medija z gladko steno, 0 — normalna DIM, n — Stevilo preiskovancev.

Stopnja DH Razpon KONTROLA Razpon
n=28 povprecne n=28 povprecne

(8tevilo) DIM (mm) (8tevilo) DIM (mm)

3 9 0,63-1,08 0 -

2 8 0,67-0,78 0 -

1 4 0,62-0,70 1 0,68

skupaj 1,2,3 21 0,62—-1,08 1 0,68

0 7 0,46-0,57 27 0,35-0,58

Ateroskleroti¢ne lehe in zadebeljeno intimo in medijo z neravno steno smo nasili le pri
bolnikih z DH, ne pa v kontrolni skupini. Stevilo posameznih sprememb v obeh skupi-
nah prikazuje tabela 7, delez posameznih sprememb pri bolnikih z DH in zdravih prei-
skovancih pa slika 7. Koeficient korelacije med povprec¢no DIM in tirimi stopnjami ate-
roskleroti¢nih sprememb je bil 0,83 (p < 0,0001).

DH KONTROLA
NORMALNA DIM
7 (25,0 %)
LEHE
9(32,1 %)

ZADEBELJENA IM
Z GLADKO STENO
1(3,6 %)
ZADEBELJENA IM
Z GLADKO STENO
4(14,3%)
NORMALNA DIM
ZADEBELJENA IM 27 (96,4 %)
Z NERAVNO STENO
8 (28,6 %)

Slika 7. Delez razlicnih sprememb stene karotidnih arterij pri bolnikih z druZinsko hiperholesterolemijo (DH) in
pri zdravih preiskovancih (KONTROLA). Stevilke pomenijo Stevilo bolnikov z doloceno spremembo (v okle-
paju je odstotek bolnikov z doloceno spremembo). DIM — debelina intime in medije, IM — intima in medija.

V skupini bolnikov z DH je bilo 7 takih, ki so imeli normalno DIM. Ti so se od drugih bol-
nikov razlikovali le po manj$i vrednosti sistolicnega krvnega tlaka (aritmeti¢na sredina
+ standardni odklon: 111 +9 mmHg proti 120 + 11 mmHg, p = 0,04). Razlike med bolni-
ki z normalno DIM in drugimi bolniki prikazuje tabela 8.

V skupini z DH je imelo 9 bolnikov lehe v steni karotidnih arterij. Ti so se od drugih bol-
nikov z DH razlikovali po vedji vrednosti Lp(a) (mediana in razpon: 552; 19-1130 mg/I
proti 83; 0-982 mg/l, p < 0,05) in manjSi vrednosti trigliceridov (aritmeti¢na sredina + stan-
dardni odklon: 0,7 0,5 mmol/l proti 1,1 +0,5mmol/l, p = 0,04).

Med moskimi in zenskami pri vseh preiskovancih skupaj in v skupini bolnikov z DH ni
bilo znacilnih razlik v povpreéni DIM karotidnih arterij, pri preiskovancih iz kontrolne sku-
pine pa je bila ta razlika znacilna (p = 0,006). Izsledke prikazuje tabela 9.
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Tabela 8. Znacilnosti bolnikov z druZinsko hiperholesterolemijo (DH), ki imajo normalno debelino intime
in medije (normalna DIM) in drugih bolnikov z DH (drugi). Vrednosti lipoproteina(a) so prikazane kot me-
diana in razpon, vrednosti fibrinogena in fibrinoliticnih parametrov kot mediana ter razpon med prvim in
tretjim kvartilom, vrednosti drugih spremenljivk pa kot aritmeticna sredina + standardni odklon. ITT — in-
deks telesne teZe, HDL — lipoprotein velike gostote, LDL — lipoprotein majhne gostote, t-PA — tkivni aktiva-
tor plazminogena, PAI-1 — inhibitor aktivatorja plazminogena 1, n — §tevilo preiskovancev, ns — ni znacil-
nih razlik med skupinama.

Spremenljivka Normalna DIM Drugi
n=7 n=21 p

Starost (leta) 19,3+4,2 20,1x4,5 ns
Spol (moski/Zzenske) 2/5 10/11 ns
Sistoliéni krvni tlak (mm Hg) 11119 120+ 11 0,04
Diastoliéni krvni tlak (mm Hg) 76 +9 79+10 ns
ITT (kg/m2) 21,624 21,9+3,6 ns
Celotni holesterol (mmol/l) 76+1,3 85+1,8 ns
HDL-holesterol (mmol/l) 1,4+0,3 1,3+0,3 ns
LDL-holesterol (mmol/l) 58+1,5 6,7+1,9 ns
Trigliceridi (mmol/l) 0,9+0,5 1,005 ns
Krvni sladkor (mmol/1) 4,704 4,8+0,5 ns
Lipoprotein(a) (mg/l) 139 (0982) 253 (19-1130) ns
Faktor VII (%) 96,24 +21,75 93,67 +10,93 ns
Fibrinogen (g/l) 2,70 (2,43-3,48) 2,70 (2,31—2,86) ns
Antigen t-PA (ng/ml) 3,7 (2,94,9) 4,7 (3,3-5,3) ns
Aktivnost t-PA (IE/ml) 1,0 (0,6-1,2) 1,1(0,8-1,1) ns
Antigen PAI-1 (ng/ml) 10,6 (8,0-17,5) 7,6 (6,1—11,3) ns
Aktivnost PAI-1 (IE/ml) 6,4 (4,6—-10,5) 4,9 (2,2-9,0) ns
Evglobulinska liza (min) 290 (115-320) 175 (140-283) ns

Tabela 9. Debelina intime in medije (DIM) karotidnih arterij glede na spol pri vseh preiskovancih, pri bol-
nikih z druZinsko hiperholesterolemijo (DH) in pri zdravih preiskovancih (KONTROLA). ns — ni znacilnih
razlik med skupinama.

DIM (mm)
Spol
Vsi preiskovanci DH Kontrola
Moski 0,63+0,15 0,72+0,17 0,53 +0,06
Zenske 0,58 +0,17 0,70+0,14 0,45 +0,07
p ns ns 0,006

Nih¢e od treh kadilcev iz kontrolne skupine ni imel sprememb na karotidnih arterijah.
Med tremi kadilci z DH smo enega uvrstili v skupino z zadebeljeno intimo in medijo z glad-
ko steno, dva pa sta imela zadebeljeno intimo in medijo z neravno steno.

Pri bolnici s homozigotno DH (starost 17 let) smo nasli ateroskleroti¢no leho, povprec-
na DIM pa je bila 0,83 mm.
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Povezave debeline intime in medije s kliniénimi in laboratorijskimi
spremenljivkami

Pri vseh preiskovancih je povpre¢na DIM linearno naras¢ala s sistolicnim krvnim tlakom
(slika 8), koncentracijo LDL (slika 9) in celotnega holesterola ter trigliceridov (slika 10).
Pri bolnikih z DH smo nasli pomembno povezavo DIM le s starostjo. V kontrolni skupi-
ni je bila DIM povezana s sistoli¢nim krvnim tlakom, telesno tezo, telesno visino in kon-
centracijo trigliceridov. I1zsledke prikazuje tabela 10.
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Slika 8. Povezava med sistolicnim krvnim tlakom ter debelino intime in medije (DIM).
DIM = —0,159 + 0,007 x sistolicni krvni tlak, r = 0,47, p = 0,0002.
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Slika 9. Povezava med koncentracijo holesterola v lipoproteinih majhne gostote (LDL-holesterol) ter debe-
lino intime in medije (DIM). DIM = 0,429 + 0,038 x LDL-holesterol, r = 0,60, p < 0,0001.
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Slika 10. Povezava med koncentracijo trigliceridov ter debelino intime in medije (DIM).
DIM = 0,523 + 0,096 x trigliceridi, r = 0,28, p = 0,04.

Tabela 10. Povezava nekaterih klinicnih in laboratorijskih spremenljivk z debelino intime in medije (DIM)
karotidnih arterij pri vseh preiskovancih, pri bolnikih z druZinsko hiperholesterolemijo (DH) in v kontrolni
skupini (KONTROLA). Prikazani so univariatni korelacijski koeficienti. Znacilne povezave so poudarjene.
KT — krvni tlak, ITT — indeks telesne teZe, HDL — lipoprotein velike gostote, LDL — lipoprotein majhne go-
stote.

Spremenljivka Vsi preiskovanci DH Kontrola
r p r p r P

Starost 0,22 0,11 0,38 0,048 0,36 0,06
Sistoliéni KT 0,47 0,0002 0,36 0,06 0,40 0,036
Diastoli¢ni KT 0,13 0,35 0,15 0,44 0,11 0,60
Teza 0,15 0,29 0,19 0,33 0,50 0,007
Visina 0,07 0,62 0,19 0,34 0,48 0,009
ITT 0,17 0,21 0,14 0,47 0,35 0,07
Celotni holesterol 0,59 <0,0001 -0,05 0,81 0,04 0,85
HDL-holesterol —0,16 0,23 0,02 0,91 -0,28 0,15
LDL-holesterol 0,60 <0,0001 -0,02 0,92 0,19 0,32
Trigliceridi 0,28 0,038 -0,21 0,30 0,40 0,036
Krvni sladkor 0,03 0,86 0,12 0,53 -0,03 0,89
Lipoprotein(a) 0,15 0,28 0,09 0,65 0,08 0,69

Med izsledki koagulacijskih in fibrinoliticnih testov smo nasli znacilno povezavo z DIM
le pri antigenu t-PA v kontrolni skupini, druge povezave niso bile znadilne. Izsledke pri-
kazuje tabela 11.
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Tabela 11. Povezava koagulacijskih in fibrinoliticnih spremenljivk z debelino intime in medije (DIM) karo-
tidnih arterij pri vseh preiskovancih, pri bolnikih z druZinsko hiperholesterolemijo (DH) in v kontrolni sku-
pini (KONTROLA). Znacilna povezava je poudarjena. t-PA — tkivni aktivator plazminogena, PAI-1 — inhi-
bitor aktivatorja plazminogena.

Spremenljivka Vsi preiskovanci DH Kontrola
r p r p r p

Faktor VII 0,09 0,58 -0,12 0,62 -0,25 0,27
Fibrinogen -0,10 0,42 -0,14 0,48 -0,01 0,58
Antigen t-PA 0,23 0,08 0,29 0,13 0,45 0,02
Aktivnost t-PA —0,04 0,77 0,70 0,73 0,07 0,72
Antigen PAI-1 0,02 0,82 -0,07 0,70 0,13 0,51
Aktivnost PAI-1 0,01 0,93 0,07 0,72 0,18 0,35
Evglobulinska liza  -0,04 0,78 -0,12 0,53 -0,02 0,30

Za ugotavljanje neodvisne povezanosti DIM z drugimi spremenljivkami pri vseh preisko-
vancih skupaj smo uporabili dva modela multiple regresijske analize. V oba modela smo
kot odvisno spremenljivko vstavili DIM. V prvi model smo kot neodvisne spremenljivke
vstavili LDL-holesterol, trigliceride, sistoli¢ni krvni tlak, spol, starost in antigen t-PA. Sta-
tisti€éno znacilnost sta dosegla LDL-holesterol (delni koeficient = 0,56, p < 0,0001) in si-
stoliéni krvni tlak (delni koeficient = 0,28, p = 0,035). S tem modelom smo pojasnili 44 %
variabilnosti DIM (p < 0,0001). V drugi model smo namesto LDL-holesterola vstavili sku-
pino preiskovancev (bolniki z DH, kontrolna skupina). Statisti¢éno znacilnost so dosegli
skupina, trigliceridi in starost (tabela 12). Ta model nam je pojasnil 61 % variabilnosti
DIM (p < 0,0001).

Tabela 12. Izsledki multiple regresije, s katero smo dolocili spremenljivke, ki imajo najvecjo napovedno vred-
nost za povprecno debelino intime in medije (DIM) karotidnih arterij. S tem modelom lahko pojasnimo 61 %
variabilnosti DIM (p < 0,0001).

Spremenljivka Delni koeficient p R2
Skupina 0,78 < 0,0001

Trigliceridi 0,29 0,009

Starost 0,22 0,016 0,61
Sistoliéni krvni tlak 0,21 0,052 (p < 0,0001)
Antigen t-PA 0,17 0,073

Spol 0,13 0,196

Da bi dolodili spremenljivke, ki imajo najvec¢jo napovedno vrednost za vecjo DIM pri zdra-
vih preiskovancih, smo preizkusili ve¢ modelov multiple regresijske analize, v katere smo kot
odvisno spremenljivko vstavili DIM, kot neodvisne spremenljivke pa: spol, starost, trigli-
ceride, sistoli¢ni krvni tlak, telesno tezo in viino, indeks telesne teze ter antigen t-PA.
Glede na Stevilo preiskovancev v skupini smo lahko v vsak model vstavili le po tri neod-
visne spremenljivke. Najvecji delez variabilnosti DIM (47 %, p < 0,001) nam je pojasnil
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Tabela 13. Izsledki multiple regresije, s katero smo dolocili spremenljivke, ki imajo najvecjo napovedno vred-
nost za povprecno debelino intime in medije (DIM) karotidnih arterij pri zdravih preiskovalcih. S tem mo-
delom lahko pojasnimo 47 % variabilnosti DIM (p < 0,0001).

Spremenljivka Delni koeficient p R2
Spol 0,47 0,003 0,47
Starost 0,45 0,004 (p < 0,001)
Trigliceridi 0,33 0,03

model, v katerega smo vstavili spol, starost in trigliceride, vse tri spremenljivke so do-
segle statisticno znacilnost (tabela 13).

Razprava

Ultrazvocna preiskava arterijske stene na nacin B omogoc¢a zgodnje odkrivanje in mer-
jenje ateroskleroti¢nih sprememb, zato lahko z njo preucujemo povezavo med dejavni-
ki tveganja za razvoj sréno-zilnih bolezni in razvojem ateroskleroze. Zal s to preiskavo
ne moremo pregledati koronarnih arterij. Ker pa ateroskleroti¢ni proces prizadene tako
koronarne kot karotidne arterije (24), bi bil patoloski ultrazvoéni izvid karotidnih arterij
lahko dober napovedovalec koronarne bolezni srca (25, 27). Zato smo v svoji raziska-
vi opravili ultrazvogni pregled karotidnih arterij pri mladih bolnikih z DH, ki velja za naj-
pomembnejsi aterogeni dejavnik, in jih primerjali z izvidi enako starih zdravih preisko-
vancev z normalnimi vrednostmi krvnega holesterola.

Poleg znatno vi§jih vrednosti celotnega in LDL-holesterola pri bolnikih z DH (srednja vred-
nost celotnega holesterola za 102 %, LDL-holesterola pa za 183 % vecja) kot v kontrol-
ni skupini sta se skupini preiskovancev razlikovali $e po znacilno vecji koncentraciji tri-
gliceridov v skupini z DH, ki pa je bila $e vedno v obmoc¢ju normalnih vrednosti. Skupi-
ni sta se razlikovali tudi v srednji vrednosti sistolicnega krvnega tlaka, ki je bil pomem-
bno vi§ji pri bolnikih z DH, vendar $e v obmocju normalnih vrednosti.

Pri nasih preiskovancih ni bilo razlik v vrednostih Lp(a) med bolniki z DH in kontrolno
skupino. To se ujema z izsledki Ghisellija in sodelavcev (47), ki niso nasli razlik v vred-
nostih Lp(a) med 28 bolniki z DH (povpreéna starost 41 let, razpon 9-69 let), ki niso ime-
li koronarne bolezni srca, in 31 zdravimi preiskovanci (povpre¢na starost 41 let, razpon
9-67 let). Vecina drugih avtorjev (48, 49) pa je nasla zve€ane vrednosti Lp(a) pri bolni-
kih z DH, vendar so v te raziskave vkljucili tudi bolnike s koronarno boleznijo srca. Mor-
da je prav razliGen izbor preiskovancev vzrok za razhajanje ugotovitev.

Od koagulacijskih in fibrinoliticnih dejavnikov so se v nasi raziskavi bolniki z DH razli-
kovali od zdravih preiskovancev le po pomembno vedji aktivnosti koagulacijskega fak-
torja VII. Vedjo aktivnost faktorja VIl pri bolnikih z DH, starih povpre¢no 48 let, so nas-
li tudi Bruckert in sodelavci (50), nismo pa nasli podatkov o tem pri bolnikih, mlajsih od
30 let. Vecdjo aktivnost faktorja VII bi lahko pojasnili na ve¢ nacinov. Mozno je, da je ta
povezana s hiperholesterolemijo, saj so nekateri avtorji nasli pozitivno povezavo med
koncentracijo holesterola in aktivnostjo faktorja VII (57), Eeprav drugi avtorji tega niso
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mogli dokazati (50, 52). Vecja aktivnost faktorja VII pri nasih bolnikih z DH bi lahko bi-
la povezana tudi z vecjo koncentracijo trigliceridov pri njih. Tej domnevi v prid govorijo
izsledki Bruckerta in sodelavcev (50), ki so pri bolnikih z DH ugotovili pozitivno poveza-
vo med aktivnostjo faktorja VIl in koncentracijo trigliceridov v plazmi, ki je bila v obmoc¢-
ju priporo¢enih vrednosti. Pozitivnho povezavo med aktivnostjo faktorja VII in koncentra-
cijo trigliceridov so nasili tudi pri zdravih mladih preiskovancih (52) in pri preiskovancih
s hipertrigliceridemijo (53). Mozna razlaga za povec¢ano aktivnost faktorja VIl pri bolni-
kih z DH pa je, da je le-ta posledica okvare Zilne stene. Pri okvari zilne stene se namre¢
sprosca tkivni faktor, ki je glavni aktivator faktorja VII (21).

Izsledke ultrazvoénih meritev DIM karotidnih arterij prikazujejo razliéno: kot povprecje
najvecjih (564-56) ali povpre¢nih DIM (57) ali kot njihovo vsoto (58, 59). Ker se ateros-
klerotini proces za¢ne v razcepis¢u, od koder se Siri v zacetni del notranje karotidne
arterije in v skupno karotidno arterijo (60), smo v svoj protokol vklju€ili meritve na vseh
treh omenjenih predelih, izsledke pa smo prikazali kot povprecje najvecjih DIM na teh
predelih. Ponovljivost protokola smo najprej testirali na 10 preiskovancih. Povpre¢na raz-
lika povprec¢nih DIM med dvema meritvama pri enem preiskovalcu je bila 0,05 mm (raz-
pon od 0,03 do 0,08 mm), med dvema preiskovalcema pa 0,06 mm (razpon od 0,02 do
0,09 mm), medtem ko je bil razpon posameznih meritev od 0,3 do 2,8 mm. Odstopaniji
meritev 8,5 % pri enem preiskovalcu in 9 % med dvema preiskovalcema sta podobni ti-
stim, ki so jih dobili drugi avtorji (29, 61) in govorita za dobro ponovljivost metode.

V na8i raziskavi smo v skupini 28 zdravih mladih preiskovancev brez dejavnikov tvega-
nja za aterosklerozo, z izjemo kajenja pri treh, ugotovili, da je povprec¢na DIM le pri enem
presegala vrednost 0,6 mm. Na podlagi teh izsledkov smo opredelili za normalno DIM
za to starostno obdobje povpre¢no DIM, ki ne presega 0,6 mm. Dosedanje populacij-
ske raziskave, v katerih so merili DIM karotidnih arterij, niso zajele tako mladih preisko-
vancey, kot smo jih v nasi raziskavi. Finske raziskave so pokazale, da je povpre¢na DIM
karotidnih arterij pri ljudeh v srednjih letih med 0,7 in 1,2 mm, odvisno od starosti (29).
Handa in sodelavci (59) so pri zdravih preiskovancih brez dejavnikov tveganja za ate-
rosklerozo, starih od 24 do 74 let, ugotovili povpre¢no DIM 0,59 +0,15 mm in vse vred-
nosti, manj$e od 1,0 mm.

V skupino z zadebeljeno intimo in medijo z gladko steno smo uvrstili preiskovance, pri
katerih je povpre¢na DIM presegala 0,6 mm, vendar je bila njihova Zilna stena gladka.
Ker drzi, da je pri ateroskleroti¢nih spremembah Zilna stena neravna (28), bi morda ti
preiskovanci morali pripadati skupini z normalno DIM. Potrebne so nadaljnje raziskave,
da bi ugotovili, ali se bodo pri teh preiskovancih pojavili neravna Zilna stena in ateros-
kleroti¢ne lehe prej kot pri tistih, ki smo jih uvrstili v skupino z normalno DIM.

V nasi raziskavi so imeli mladi bolniki z DH bistveno vecjo DIM kot zdravi preiskovanci,
saj je pri 75 % presegala 0,6 mm. Prav tako smo neravno zilno steno in aterosklerotic¢-
ne lehe nasli le pri bolnikih z DH, ne pa v kontrolni skupini. Vec€ina ateroskleroti¢nih leh
je bila v razcepiS¢u in zac¢etnem delu notranje karotidne arterije. V drugih predelih ka-
rotidnih arterij so bile lehe le pri tistih preiskovancih, pri katerih smo jih nasli tudi v prej
omenjenih predelih. To kaze na smotrnost vkljucitve teh predelov v protokol preiskave.
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Zadebeljeno intimo in medijo z gladko steno je imel le en preiskovanec iz kontrolne sku-
pine, kar govori za dobro izbrano mejo med normalno in zadebeljeno intimo in medijo.

Nasi izsledki se ujemajo z izsledki Spengla in sodelavcev (62). Ti so z ultrazvoéno prei-
skavo ugotavljali pogostnost ateroskleroti¢nih leh na karotidnih arterijah pri bolnikih z DH,
starih od 2 do 29 let. Od 44 bolnikov jih je 31 (70 %) imelo lehe. Omenjeni avtorji pa ni-
so merili DIM. V na8i skupini 28 mladih bolnikov smo ugotovili zadebeljeno intimo in me-
dijo ali ateroskleroti¢ne lehe pri 17 (61 %) bolnikih.

Nasli smo dobro povezavo med povpre¢no DIM in &tirimi stopnjami ateroskleroti¢nih spre-
memb. Kljub temu menimo, da je treba ugotavljati tako povpreéno DIM kot morfoloske
spremembe, ker ne vemo, kaj je pomembnejse. Drugi avtorji priporo¢ajo merjenje DIM
za spremljanje poteka bolezni, ker lahko tako zaznamo tudi manjSe spremembe zno-
traj posamezne stopnje in ker so te meritve bolje ponovljive (617).

V nasi raziskavi pri Cetrtini bolnikov z DH povpre¢na DIM ni presegala normalne vred-
nosti. Zato smo znotraj skupine bolnikov iskali $e druge dejavnike tveganja, ki bi poleg
povecanega holesterola lahko sodelovali pri aterogenezi. Ugotovili smo, da se je sku-
pina bolnikov z normalno DIM statistiéno znadilno razlikovala od drugih bolnikov z DH
le po manj$i srednji vrednosti sistolicnega krvnega tlaka, ¢eprav so bile pri vseh bolni-
kih vrednosti krvnega tlaka v normalnem obmocju. Bolniki z normalno DIM so imeli tu-
di manjSe vrednosti celotnega in LDL-holesterola ter antigena t-PA, vendar te razlike ni-
so bile znacilne, kar pripisujemo premajhnemu Stevilu preiskovancev. Izsledki pri vseh
preiskovancih skupaj namre¢ kazejo, da na DIM statisticno pomembno vplivata vred-
nosti celotnega in LDL-holesterola, izsledki pri zdravih preiskovancih pa kazejo, da na-
njo vpliva antigen t-PA.

Nasa raziskava ni pokazala povezanosti med DIM in vrednostjo Lp(a). Ugotovili pa smo,
da imajo tisti bolniki z DH, ki imajo lehe v steni karotidnih arterij, statisticno pomembno
vecje vrednosti Lp(a). Ta izsledek dopusc¢a razlago, da zve€an Lp(a) ne sodeluje pri raz-
voju zgodnjih ateroskleroti¢nih sprememb, pac pa prispeva k hitrejSemu napredovanju
ateroskleroze, kar potrjujejo tudi nekatere druge raziskave (70, 63). Tato in sodelavci
(64) so nasli povezavo med Lp(a) in patoloSkim ultrazvo€nim izvidom karotidnih arterij
pri bolnikih z DH, starejSih od 30 let, za mlajSe bolnike pa teh podatkov v literaturi ni-
smo nasli.

Pri vseh preiskovancih smo nas$li statisticno znacilno pozitivno povezavo med koncen-
tracijo trigliceridov in DIM. Pri bolnikih z DH, ki so imeli lehe v steni karotidnih arterij,
pa smo ugotovili statisti€éno znacilno manjSo koncentracijo trigliceridov kot pri drugih bol-
nikih z DH. Ker so imeli ti bolniki tudi vecje vrednosti Lp(a), je zanimiv podatek, da so
v Framinghamski raziskavi nasli negativno povezavo med koncentracijo Lp(a) in trigli-
ceridov (65).

Na$a raziskava ni pokazala povezave aktivnosti faktorja VIl in fibrinogena z DIM. Tudi
Sosef in sodelavci (66) niso ugotovili teh povezav v skupini zdravih preiskovancey, sta-
rih od 18 do 56 let, in menijo, da ti dve spremenljivki nimata zaznavnega vpliva na zgod-
nje ateroskleroticne spremembe. Nasli pa smo znacilno pozitivno povezavo med kon-
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centracijo antigena t-PA in DIM pri zdravih preiskovancih, pa tudi v skupini bolnikov z DH
so imeli tisti z normalno DIM manjSe vrednosti antigena t-PA.

Z univariatno regresijsko analizo smo pri bolnikih z DH ugotovili, da je DIM znacilno po-
zitivno povezana le s starostjo in mejno s sistoli¢nim krvnim tlakom, kar kaze, da je raz-
voj ateroskleroti¢nih sprememb odvisen od ¢asa izpostavljenosti dejavnikom tveganja.

Pri zdravih preiskovancih je bila DIM znacilno pozitivno povezana s telesno visino in te-
0, sistoliénim krvnim tlakom, trigliceridi, antigenom t-PA ter mejno s starostjo in indek-
som telesne teze. Vecja je bila pri moskih kot pri zenskah. Pri multivariatni regresijski
analizi so se kot neodvisni napovedni dejavniki za vecjo DIM pri zdravih mladih preisko-
vancih pokazali moSki spol, starost in vecja koncentracija trigliceridov. Pri bolnikih z DH
teh povezav DIM, razen s starostjo, nismo nasli. Menimo, da pri njih izrazit vpliv zveca-
nega holesterola prekriva morebiten prispevek drugih dejavnikov k vecji DIM.

Univariatna regresijska analiza povezave med DIM in dejavniki tveganja za ateroskle-
rozo pri vseh preiskovancih skupaj je pokazala, da je DIM znagilno pozitivnho povezana
z vrednostjo celotnega in LDL-holesterola, s sistolicnim krvnim tlakom in koncentracijo
trigliceridov. Z multivariatnim regresijskim modelom smo nasli tri neodvisne napoved-
ne dejavnike za vecjo DIM; to so navzo¢nost DH, vecja plazemska koncentracija trigli-
ceridov in starost. Najvec¢jo napovedno vrednost za DIM ima pripadnost skupini bolni-
kov z DH, zato je pomembno, da te bolnike ¢imprej odkrijemo in skuSamo z zdravlje-
njem upocasniti potek ateroskleroze.

V zadnjih letih se pojavljajo porocila o tem, da lahko ateroskleroti¢ni proces upocasni-
mo ali celo omogoc¢imo njegovo nazadovanije (67). Pri bolnikih z DH so po intenzivnem
dvoletnem hipolipemiénem zdravljenju z angiografijo ugotovili nazadovanje ateroskle-
roze koronarnih arterij pri ve€ini bolnikov (68). Angiografija koronarnih arterij zaradi in-
vazivnosti ni primerna za ugotavljanje ateroskleroti¢énih sprememb pri mladih asimpto-
matskih bolnikih z DH, pri katerih pa bi lahko uporabljali neinvazivno ultrazvoéno mer-
jenje DIM in leh karotidnih arterij za spremljanje poteka bolezni.

NaSa raziskava je pokazala, da bi zaradi razlicne obcutljivosti bolnikov z DH za pove-
¢ano koncentracijo holesterola lahko uporabili ultrazvoéno preiskavo karotidnih arterij
kot dodatno preiskavo pri opredelitvi ogroZzenosti za nastanek bolezni srca in ozilja, kar
bi bilo lahko v pomo¢ pri izbiri nacina zdravljenja. Predvidevamo, da bi to metodo lah-
ko uporabili v enak namen tudi pri osebah z drugimi dejavniki tveganja za aterosklero-
z0, vendar so za to potrebne dodatne raziskave.

Sklepi

Izsledki nase raziskave nam omogocajo naslednje sklepe:

— Miladi bolniki brez znakov bolezni z DH imajo kot skupina znacilno debej$o intimo in
medijo karotidnih arterij kot zdravi preiskovanci, vendar pa je med njimi tudi del takih
z normalno DIM. Zato menimo, da meritev DIM z ultrazvokom omogoc¢a natan¢nej-
Se opredeljevanje ogrozenosti zaradi ateroskleroze pri bolnikih z DH pa tudi pri po-
sameznikih z drugimi dejavniki tveganja.
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— Pri mladih bolnikih z DH vplivata na DIM karotidnih arterij poleg zve€anega holeste-
rola tudi starost bolnika, torej ¢as izpostavljenosti dejavnikom tveganja za ateroskle-
rozo, in verjetno sistoli¢ni krvni tlak.

— Pri zdravih ljudeh z normalnimi vrednostmi holesterola, starih do 27 let, DIM karotid-
nih arterij ne presega 0,6 mm. Pri njih DIM nara$¢a s telesno visino in tezo, sistoli¢-
nim krvnim tlakom in koncentracijo trigliceridov ter je vecja pri moskih kot pri zenskabh.
Neodvisni napovedni dejavniki za ve¢jo DIM pri zdravih ljudeh so mos$ki spol, starost
in vecja plazemska koncentracija trigliceridov.

— Koagulacijski faktor VII, fibrinogen in PAI-1 niso povezani z DIM niti pri mladih bolni-
kih z DH niti pri zdravih preiskovancih. Antigen t-PA je pozitivho povezan z DIM pri
zdravih preiskovancih, pri bolnikih z DH pa ne. Lp(a) ni povezan z DIM, je pa pove-
¢an pri bolnikih z ateroskleroti¢nimi lehami.

— Neodvisni napovedni dejavniki za vecjo DIM pri vseh preiskovancih skupaj so pripad-
nost skupini bolnikov z DH, vecja plazemska koncentracija trigliceridov in starost.
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