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Zgodnje funkcijske in morfoloSke spremembe arterijske

stene pri sladkorni bolezni*

Early functional and morphologic changes of arterial wall

in diabetes
Anita Kek**
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karotidne arterije-ultrasonografija

lzvle€ek. Sladkorna bolezen je pomemben de-
javnik tveganja za aterosklerozo. V raziskavi
smo Zeleli ugotoviti, ali imajo mladi bolniki s slad-
korno boleznijo po nekaj letih trajanja sladkor-
ne bolezni, ko $e nimajo klini¢nih znakov Zzilnih
bolezni, ze prisotne dolo¢ene funkcijske in mor-
foloSke spremembe v steni perifernih arterij.
Merili smo sposobnost razsiritve brahialne arte-
rije med provokacijskimi testi (med hiperemijo,
po gliceriltrinitratu) in debelino intime-medije
karotidnih arterij. Ugotovili smo, da imajo mla-
di bolniki s sladkorno boleznijo po nekaj letih tra-
janja sladkorne bolezni ze funkcijske in morfo-
loske spremembe, ki kaZejo na pospeseno ate-
rogenezo. Funkcijske motnje (manj$a sposob-
nost razsiritve perifernih arterij zaradi endotelij-
ske disfunkcije) nastanejo pri sladkorni bolezni
pred vidnimi morfoloskimi spremembami. Hkra-
ti so funkcijske in morfoloSke spremembe v ste-
ni arterij tesno povezane.
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Abstract. Diabetes mellitus is an important risk
factor for atherosclerosis. The aim of this study
was, first, to determine whether young patients
with insulin-dependent diabetes mellitus dis-
play atherosclerotic changes at the stage when
clinical signs of vascular disease have not yet
developed, and, second, to identify the factors
accelerating atherogenesis. New high-resolution
ultrasound methods allow for the detection of
early pathological changes of peripheral arter-
ies. Changes in the blood flow and the diame-
ter of brachial artery occurring during reactive
hyperemia and after the administration of sub-
lingual glyceril trinitrate were studied. In addition,
the intima-media thickness of three different
segments of carotid arteries was measured.
Early functional and morphologic changes indi-
cating accelerated atherogenesis were found to
be present in young insulin-dependent diabetes
mellitus patients. Functional disturbances
(impairment of peripheral arteries flow-mediat-
ed dilation due to endothelial dysfunction) in insu-
line-dependent diabetes mellitus occur before
morphologic changes have become apparent.
Furthermore, there is a direct correlation between
functonal and morphologic changes of the arte-
rial wall.

Uvod

Ateroskleroza je kroni¢na degenerativna bolezen arterij. Kopi¢enje mascob v intimi in
s tem povezane reakcije, ki so sestavni del aterogeneze, se pri vecini prebivalstva za¢-
nejo ze v otroStvu ali adolescenci in se kliniéno lahko pokazejo v srednijih letih ali ka-
sneje (1). Mehanizem nastanka in razvoja ateroskleroze Se ni popolnoma razjasnjen.

*Objavljeno delo je bilo nagrajeno s PreSernovo nagrado za Studente v letu 1995
**Anita Kek, $tud. med., Interna klinika Trnovo, Riharjeva 24, 1000 Ljubljana
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Ko se bolezen klini¢no izrazi, je sestava ateroskleroticnih sprememb Ze zelo napredo-
vana in zapletena, zato je na tej stopnji razvoja tezko ugotoviti in pojasniti patogenetske
mehanizme ateroskleroze.

Aterogenezo lahko bolje razumemo in nanjo uspesneje vplivamo pred kliniénim poja-
vom bolezni. Kliniéni pojavi, zapleti in smrtnost zaradi ateroskleroze so bolj pogosti pri
ljudeh, ki imajo dolo¢ene dejavnike tveganja. Znani dejavniki tveganja, ki pospesijo ate-
roskleroti¢ni proces, so:

— poviSana koncentracija lipidov v krvi,
— poviSan krvni tlak,

— sladkorna bolezen,

— dedna nagnjenost,

— kajenje,

— nepravilna prehrana in

— premajhna telesna aktivnost.

Mnoge raziskave danes pripisujejo pomembno viogo v aterogenezi $e drugim, manj zna-
nim dejavnikom tveganija, kot so visoka plazemska koncentracija lipoproteina a (2), mot-
nje v strjevanju krvi in fibrinolitiénem sistemu (3) ter poviSana plazemska koncentraci-
ja zeleza (4).

Prvi in kljuéni dogodek pri razvoju ateroskleroze je poSkodba arterijskega endotelija, ki
je lahko zgolj funkcijska ali pa tudi morfoloSka (5, 6). Endotelijske celice imajo med dru-
gim tudi pomembno vlogo pri kontroli vazomotornega tonusa, saj spros¢ajo naslednje
pomembne vazoaktivne snovi (7):

— prostaciklin, ki je mo¢an vazodilatator in zaviralec zlepljanja (agregacije) tromboci-
tov, poleg tega povecuje aktivnost encimov, ki razgrajujejo holesterolove estre v glad-
Cuje sproscanje rastnih dejavnikov;

— endotelijski relaksacijski dejavnik (angl. endothelium derived relaxing factor, EDRF),
ni zil, pomembno vlogo ima tudi pri zaviranju zlepljanja trombocitov med seboj in na
zilno steno;

— endotelin 1, ki povzro¢a vazokonstrikcijo.

Raziskave na zivalskih modelih in ljudeh z dejavniki tveganja za aterosklerozo so po-
kazale funkcijske nenormalnosti endotelija v zgodnji fazi ateroskleroze, ki se pojavijo pred
vidnimi morfoloSkimi spremembami. V teh raziskavah so ugotovili zmanj$an ali odso-
ten vazodilatacijski odgovor na razliéne fizioloSke in farmakolo$ke drazljaje (po pove-
¢anju pretoka med hiperemijo in po dajanju acetilholina), kar je posledica endotelijske
poskodbe (8-11).

Glede na razvoj in obseznost endotelijske poSkodbe je Ross (12, 13) opisal razli¢ne fa-
ze sprememb v Zilni steni, od komajda zaznavnih do napredovanih ateroskleroti¢nih leh.

Zaradi poskodbe endotelijskih celic se spremeni njihovo delovanje, pride do pospese-
nega vstopanja lipoproteinov v arterijsko steno in do pojava posebnih molekul glikopro-
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teinov na notranji povrsini endotelijskih celic. Na te molekule se pritrdijo monociti in lim-
fociti T, ki nato prehajajo med endotelijskimi celicami v podendotelijsko plast. Na ta pre-
hod vplivajo razli¢ni rastni in kemotakti¢ni dejavniki, ki jih izlo€ajo spremenjene endo-
telijske celice, pritrjeni levkociti in verjetno tudi gladke miSi¢ne celice v steni arterij. V na-
daljevanju procesa se monociti spremenijo v makrofage, kopicijo mas¢obe in postane-
licami tvorijo mas¢obno progo. Masc¢obna proga lahko napreduje do vezivno-masc¢ob-
ne lehe. Z delitvijo in pospeSenim vstopanjem v arterijsko steno se v intimi nabira vse
vec celic. Makrofagi spodbujajo endotelijske celice k sproS¢anju rastnih dejavnikov ali
jih poSkodujejo. Lahko pride do propada endotelijskih celic in zlepljanja trombocitov na
licah (elasti¢nih niti, kolagena, proteoglikanov). Tako nastala vezivho-mas€obna leha je
sestavljena iz vrhnjega sloja veziva in celic (gladke miSi¢ne celice, makrofagi, limfoci-
ti T) ter sredice iz razpadlih celic, kristalov holesterola, zunajceliénih mas¢ob in neka-
terih sestavin krvi. V vezivno-masc¢obni lehi lahko pride do kalcinacij in nastanka kalci-
nirane lehe, ki vsebuje kalcijeve soli, ali pa do razrasta veziva in do nastanka vezivne
lehe, ki je sestavljena pretezno iz kolagena. Iz tako napredovalih sprememb pa lahko
nastane zapletena okvara z razpoko, krvavitvijo ali krvnim strdkom na povrsini.

Vloga sladkorne bolezni pri aterogenezi

Sladkorna bolezen je pomemben dejavnik tveganja za aterosklerozo. Pri bolnikih s slad-
korno boleznijo je sréni infarkt najmanj dvakrat bolj pogost kot pri ljudeh brez sladkorne
bolezni, Se pogosteje se pojavljajo motnje prekrvavitve spodnjih udov in gangrena (14).

Mehanizmi, ki so odgovorni za razvoj ateroskleroze pri bolnikih s sladkorno boleznijo,
Se niso dokon¢no pojasnjeni. Znanih je vec raziskav, v katerih so ugotavljali zgodnje ate-
rosklerotiéne spremembe na izoliranih arterijah zivalskih modelov po eksperimentalno
povzro€eni sladkorni bolezni (15—17). Raziskovali so mehanizem zmanj$anja od endo-
telija odvisne razsiritve zil po dajanju acetilholina. Ugotovitve kazejo, da so za poSkod-
be endotelija odgovorni kisikovi prosti radikali (15, 16). Pri sladkorni bolezni pride do pos-
pesene tvorbe kisikovih prostih radikalov zaradi avtooksidacije glukoze (78), zaradi po-
vecane aktivnosti encima ciklooksigenaze (76) in znotrajceli¢ne tvorbe kisikovih prostih
radikalov v mitohondrijh.

Pospesena tvorba kisikovih prostih radikalov, kot sta superoksidni anion in hidroksilni

radikal, poslabSa od endotelija odvisno relaksacijo gladkih misic v Zilni steni na ve¢ na-

¢inov (15):

— z inaktivacijo endoteljiskega NO (EDRF);

— prosti radikali reagirajo z NO in tvorijo peroksinitrit, reaktivno snov, iz katere nastane
hidroksilni radikal;

— pride do pospesenega spro$c¢anja zelezovega iona iz celi¢nega feritina, kar Se pos-
pesi tvorbo kisikovih prostih radikalov;
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Pomembna posledica poskodbe endotelijskih celic pri sladkorni bolezni sta zmanjSana
tvorba in sproS¢anje EDRF (79). EDRF ima poleg uravnavanja zilnega tonusa tudi va-
rovalno vlogo v patogenezi ateroskleroze in tromboze (7).

Funkcijska sprememba v endotelijskih celicah lahko napreduje v morfolosko spremem-
bo arterijske stene po zgoraj opisanem mehanizmu, na kar pa verjetno vplivajo tudi dru-
gi dejavniki. Eden od moznih vzrokov za pospeseno aterosklerozo je neencimska gli-
kacija in oksidacija lipoproteinov, ki spremeni razmerje med plazemskima koncentraci-
jama lipoproteinov z veliko gostoto (HDL) in lipoproteinov z majhno gostoto (LDL) v ko-
rist LDL (78, 20). Dolo€eno vlogo pripisujejo motnjam v hemostatskih procesih (21) in
spremembam v hemoreolo$kih lastnostih krvi (povecana viskoznost krvi poveca striz-
no silo na zilno steno), ki spremljajo bolnike s sladkorno boleznijo (22). Pri bolnikih s slad-
korno boleznijo so povecane koncentracije koagulacijskih faktorjev VIl in X ter fibrino-
gena, povecana je lepljivost (adhezivnost) trombocitov, fibrinolitiéna aktivnost krvi in skup-
no Stevilo trombocitov pa sta zmanjSana (27). Spremembe teh procesov povecajo tudi
dovzetnost za trombozo.

Obseznost bolezenskih sprememb na arterijah je odvisna od trajanja sladkorne bolez-
ni in koncentracije glukoze. Pri bolnikih s sladkorno boleznijo z intenzivnim zdravljenjem
in skrbno kontrolo koncentracije krvnega sladkorja so opazili poasnejSe napredovanje
retinopatije, nefropatije, nevropatije (23) in redkej$e pojavljanje kliniénih oblik ateroskle-
roze (24).

Odkrivanje zgodnijih funkcijskih in morfolo§kih sprememb arterijske stene pri
aterogenezi s pomocjo ultrazvoka

Endotelijske celice v steni arterij so odgovorne za vzdrzevanije zilnega tonusa. S sprosc¢a-
njem vazodilatacijskih in vazokonstriktornih snovi endotelij vpliva na premer Zile in na
pretok v njej. Posledica motnje v delovanju endotelija je zmanj$anje sproS$¢anja EDRF in zmanj-
San vazodilatacijski odgovor na razli¢ne fizioloSke in farmakolo$ke drazljaje (25, 26).

In vivo so nenormalnost endotelija najprej ugotavljali na koronarnih arterijah z uporabo
angiografije (5, 6). Ker je ta metoda invazivna, ni primerna za ugotavljanje sprememb
na arterijah pri mladih osebah z dejavniki tveganja, ki $e nimajo klini¢no izrazene ate-
roskleroze (27, 28).

V zadnjem €asu so razvili neinvazivhe metode za ugotavljanje fizioloskih in zgodnjih bo-
lezenskih sprememb perifernih arterij (29). Z uporabo ultazvoka visoke locljivosti lahko
spremljamo spremembe arterijskega premera in pretoka. To nam omogoca duplex ul-
trazvocna preiskava. Duplex ultrazvoéna preiskava je so¢asni dvodimenzionalni slikov-
ni prikaz na nacin B (angl. B-mode) in prikaz hitrosti toka krvi z doplerjevim detektor-
jem. Hitrost toka krvi lahko prikazemo s krivuljo frekvenénega spektra (pulzni dopler) in
v obliki barvno kodiranega signala (barvni dopler).

Funkcijsko sposobnost endotelija in arterijske stene lahko preucujemo s spreminjanjem
pretoka in premera perifernih arterij, kar lahko povzro¢imo z razli€nimi provokacijskimi
testi. S temi testi lahko po eni strani povzroéamo spremembe premera, ki so odvisne
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od endotelija (s pove¢anjem pretoka med hiperemijo, z dajanjem acetilholina), po dru-
gi strani pa lahko izzovemo razSiritev perifernih arterij neodvisno od endotelija 0z. z ne-
posrednim vplivom na gladke miSi¢ne celice zilne stene z gliceriltrinitratom (GTN). Po
prvem mehanizmu pride pri pove¢anem pretoku do vecjega pritiska striznih sil na zilno
steno, kar povzro¢i deformacijo endotelijskih celic. Ta deformacija je draZljaj za spros-
¢anje EDREF, ki izzove razsiritev zile (30). GTN pa povzrocCi razsiritev zile z neposred-
nim delovanjem na gladke misi¢ne celice. Na ta nacin lahko ugotovimo najzgodnejse
funkcijske spremembe arterijske stene in tudi razlo¢imo moteno delovanje endotelija od
ne ze v veC raziskavah, v katerih so ugotavljali delovanje in moteno delovanje endote-
lija v brahialni in femoralni arteriji pri zdravih osebah in pri osebah z dejavniki tveganja
za aterosklerozo (8, 9, 29, 30).

Prva zaznavna morfoloska sprememba pri aterosklerozi je zadebelitev notranjih plasti
arterije — intime in medije. Tudi zgodnje morfoloske spremembe lahko odkrivamo z ul-
trazvo€nimi preiskovalnimi metodami, ki so neinvazivne in neSkodljive. Ultrazvo¢ni pri-
kaz na nacin B nam omogoc¢a dvodimenzionalno slikovno predstavitev Zilne svetline in
Zilne stene ter njenih sestavin.

Pignoli s sodelavci (32) je leta 1986 prvi opisal ultrazvoéni prikaz normalne arterijske
stene kot trakasto strukturo z dvojnim obrisom (slika 1). Ultrazvoéne posnetke je primer-
jal s patohistoloskimi analizami in ugotovil, da plast Zilne stene z dvojnim obrisom in vme-
snim hipoehogenim podro¢jem predstavlja notranji zilni plasti: intimo in medijo. Zaradi
boljSe lo¢ljivosti je za meritve debeline intime-medije (angl. intima-media thickness, IMT)
bolj primerna oddaljena arterijska stena. Na tej steni nastane vodilni rob notranjega (lu-
minarnega) obrisa zaradi odboja ultrazvo¢nih valov na meji med arterijsko svetlino in
intimo, vodilni rob zunanjega obrisa pa ha meji med medijo in adventicijo. IMT predstav-
lja razdaljo med vodilnima robovoma teh obrisov.

ANATOMIJA ULTRAZVOCNI

PRIKAZ
BLIZNA |
STENA p
medija
-
;EEMER ARTERIJSKA
SVETLINA

A vodilni rob notranjega
ODDALJENA mediia intima-medija (luminarnega) obrisa
STENA _ L _kompleks «— vodilni rob

L zunanjega obrisa

Slika 1. Shematski prikaz ultrazvocne slike Zile v vzdolZnem preseku v primerjavi z anatomsko zgradbo.
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Na ta nacin lahko preiskujemo le periferne arterije, ki leZijo dovolj blizu povrsini, da so
dostopne ultrazvoéni preiskavi. Med perifernimi arterijami pa so najlazje dostopne ka-
rotidne arterije, ki so hkrati predilekcijsko mesto za razvoj ateroskleroze. Z ozirom na
tesno povezavo med pojavnostjo ateroskleroze na karotidnih in koronarnih arterijah pred-
stavljajo karotidne arterije okno, ki omogoca vpogled v razsirjenost ateroskleroze, zla-
sti pa kaze na prizadetost koronarnih arterij (33, 34).

Merjenje IMT predstavlja tudi moznost neposrednega spremljanja vpliva dejavnikov tve-
ganja na spremembe arterijske stene in razvoj arterijske bolezni. Raziskave zadnjih
let so preucevale vpliv razli¢nih dejavnikov na IMT in ugotovile pomembno povecano
IMT pri osebah, ki imajo dolo¢ene dejavnike tveganja (34-36). Vecina avtorjev meni, da
je zadebelitev intime in medije prva morfolosko vidna sprememba zilne stene, ki pred-
stavlja predstopnjo aterosklerotiénega procesa ali morda eno od zgodnijih faz v atero-
genezi.

Namen in cilji

V nasi raziskavi smo Zeleli ugotoviti, ali imajo mladi sladkorni bolniki po nekaj letih tra-
janja sladkorne bolezni, ko §e nimajo klini¢nih znakov zilnih bolezni, ze dolo¢ene funk-
cijske in morfoloSke spremembe perifernih arterij, ki sodijo med najzgodnejSe pojavne
oblike ateroskleroze.

Pri tem smo Zeleli ugotoviti:

— aliimajo sladkorni bolniki pove¢ano IMT karotidnih arterij v primerjavi z zdravimi prei-
skovanci;

— ali je pri mladih sladkornih bolnikih Zze prizadeta sposobnost razSiritve perifernih ar-
terij med provokacijskimi testi;

— kaj je vzrok za morebitno zmanj$ano relaksacijsko sposobnost periferne arterije (en-
dotelijska ali miSi¢na disfunkcija);

— ali obstaja povezanost med pri¢akovanimi morfoloSkimi in funkcijskimi sprememba-
mi ter trajanjem sladkorne bolezni;

— ali so morda pri bolnikih s sladkorno boleznijo dolo€eni klini¢ni znaki in biokemiéne
spremembe poleg sprememb v koncentraciji krvnega sladkorja, povezani z razvojem
funkcijskih in morfoloSkih sprememb v perifernih arterijah, in katera od teh najzanes-
liiveje napoveduje razvoj ateroskleroti¢cnega procesa.

Preiskovanci

V raziskavi je sodelovalo 59 prostovoljcev: 28 bolnikov s sladkorno boleznijo in 31 zdra-
vih preiskovancey, ki so sluZili za kontrolo. Bolniki s sladkorno boleznijo so bili stari od 20
do 36 let (povprec€no 29 let), preiskovanci iz kontrolne skupine pa od 22 do 36 let (pov-
pre¢no 28 let). Skupini sta bili primerljivi v starosti, zastopanosti po spolih in Stevilu ka-
dilcev. Vrednosti nekaterih klini¢nih spremenljivk posameznih skupin so prikazane v ta-
beli 1.
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Tabela 1. Prikaz klinicnih znacilnosti in zastopanosti kajenja v kontrolni skupini in v skupini bolnikov s slad-
korno boleznijo. x — povprecna vrednost, SD — standardna deviacija, BMI — indeks telesne teZe (angl. body
mass index), NS — razlika ni statisticno znacilna, p — nivo tveganja.

Spremenljivka Sladkorni Kontrolna P
bolniki (X SD) Skupina (X SD)

Stevilo preiskovancev 28 31 NS
Moski/zenske 14/14 15/16 NS
Starost (leta) 29+5 28=+5 NS
Stevilo kadilcev 9 9 NS
Telesna visina (cm) 173 =11 174+9 NS
Telesna teza (kg) 75,512 69+9 0,049
BMI (g/cm?) 2,53+0,3 2,26+0,3 0,001
Sistoli¢ni tlak (mm Hg) 119+10 1199 NS
Diastolicni tlak (mm Hg) 82+8 777 0,037

Bolniki s sladkorno boleznijo

V preiskovani skupini je bilo 28 bolnikov s sladkorno boleznijo tipa I. Sladkorna bolezen
je povprecno trajala 8 let (od 3 do 15 let). Nobeden od preiskovanih bolnikov razen in-
zulina ni jemal drugih zdravil. Eno bolnico s sladkorno boleznijo smo naknadno iz-
kljucili iz raziskave, ker je imela deset let zviSano koncentracijo mas¢ob v krvi in je je-
mala zdravila za znizevanje plazemske koncentracije holesterola. Vsi preiskovanci
so imeli normalen krvni tlak in $e niso imeli kliniénih znakov poznih posledic sladkorne
bolezni (periferne angiopatije, retinopatije, nevroloSke ali ledviéne bolezni). Poleg tega
v anamnezi teh bolnikov nismo zasledili druzinske obremenjenosti z boleznimi srca in
ozilja.

Kontrolna skupina

V kontrolno skupino smo vkljuili 31 zdravih prostovoljcey, ki niso imeli nobenega od po-
membnih dejavnikov tveganja za aterosklerozo.

Vse preiskovance smo predhodno natanéno obvestili o postopku preiskave in namenu
raziskave. V raziskavi so sodelovali prostovoljno. Pri tem smo upostevali nacela Helsin-
Sko-tokijske deklaracije. Predlog raziskave je obravnavala tudi RepubliSka komisija za
medicinsko etiko in je sogla$ala z vsebino raziskave.

Metode
Merjenje hemodinamskih sprememb v brahialni arteriji

Ultrazvo€no merjenje sprememb pretoka in premera v brahialni arteriji smo izvedli po
protokolu, kot ga je opisal Celermajer s sodelavci (29).

Pred za¢etkom merjenja je vsak preiskovanec mirno lezal najmanj 10 minut. Tudi med
merjenjem so preiskovanci lezali z iztegnjeno desno roko v komolcu. Vse meritve smo
opravili z linearno ultrazvo¢no sondo (5 MHz). Brahialno arterijo smo prikazali v vzdolz-
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Hiperemija Gliceril trinitrat

Slika 2a. Ultrazvocni prikaz hitrosti toka krvi v brahialni arteriji z doplerjevimi krivuljami frekvencnega spek-
tra (hitrost v mirovanju, med hiperemijo, po gliceril trinitratu).

nem preseku 2—15 centimetrov nad komolcem. Globino in ostrino ultrazvo¢ne slike smo
nastavili tako, da smo dobili optimalen prikaz arterijske svetline in arterijske stene. Med
ultrazvoéno preiskavo smo z EKG-zapisom socasno spremljali tudi delovanje srca.

Z ultrazvoénim prikazom na nacin B smo Zilo predstavili v vzdolZnem preseku in na zau-
stavljeni sliki najprej izmerili premer arterije. Ker se premer arterije spreminja med sr¢-
nim ciklusom, smo vse meritve premera opravili na koncu diastole, to je v ¢asu R-vala
na EKG-krivulji. Nato smo s pulznim doplerjem pri kotu 68° izmerili povprec¢no hitrost
toka krvi in izracunali pretok krvi.

Povecanije pretoka smo povzrocili z zazemom roke distalno od mesta meritve. ManSe-
to smo namestili na podlaht tik pod komolcem in jo napihnili z zrakom na 180-200 mm Hg
za 4 minute. Po sprostitvi mansete smo opazovali hiperemijo, ki je nastala zaradi ishe-
mije podlakti med zazemom. Hiperemi€no hitrost toka krvi smo izmerili v prvih 15 se-
kundah po sprostitvi manSete, premer arterije pa smo merili 45—65 sekund po zacetku
hiperemije.
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d=4,0mm d=4,3mm d=4,5mm

Slika 2b. Ultrazvocna slika na nacin B brahialne arterije v vzdolZnem preseku. Meritev premera v mirova-
nju (d =4,0mm), med hiperemijo (d = 4,3 mm), po gliceril trinitratu (d = 4,5 mm).

Nato smo pocakali 5—-7 minut, da se je hitrost toka krvi vrnila na mirovno raven in zno-
va izmerili pretok in premer brahialne arterije.

Ob koncu preiskave je vsak preiskovanec dobil tableto GTN in jo raztopil pod jezikom.
Od 3 do 4 minute po tem smo Se enkrat izmerili premer in pretok v preiskovani arteriji.

Spremembe pretoka in premera zile med hiperemijo in 7 minut po njej ter po dajanju
GTN smo primerijali z rezultati meritev, ki smo jih izvedli v mirovanju na zacetku preiskave.

Merjenje debeline intime-medije karotidnih arterij

Ultrazvoéno preiskavo karotidnih arterij smo opravili z ultrazvoéno napravo Diasonics®
in linearno sondo (5 Mhz). Uporabili smo dvodimenzionalni B-nadin ultrazvo¢nega pri-
kaza, ki nam natan¢no pokaze morfologijo arterijske stene. Sredis¢na (aksialna) loclji-
vost naprave je 0,1 milimetra.

Med preiskavo so preiskovanci lezali na hrbtu brez dvignjenega vzglavja, glava je bila
obrnjena stran od preiskovane strani za priblizno 45°. Preiskovano arterijo smo prika-
zali v vzdolznem preseku iz anterolateralne ali lateralne projekcije. IMT smo izmerili na
treh odsekih vsake karotidne arterije:

— konéni del skupne karotidne arterije (do 1 centimeter pod razcepiséem),
— razcepisce karotidne arterije (bulbus) in
— zacetni del notranje karotidne arterije (do 1 centimeter nad razcepis¢em).

Na vsakem odseku smo poiskali projekcijo, v kateri so se najbolje prikazali odboji od-
daljene arterijske stene. Ta stena se na ultrazvocni sliki prikaze kot vzorec z dvojnim
obrisom (angl. double line pattern). Prvi obris nastane zaradi odboja ultrazvo¢nih valov
na meji med arterijsko svetlino in intimo, drugi pa zaradi odboja na meji med medijo in
adventicijo. Z merilno napravo ultrazvonega aparata smo na zaustavljeni sliki izmerili
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Slika 3. Ultrazvocna slika (nacin B) skupne karotidne arterije v vzdolZnem preseku. Prikaz normalne in za-
debeljene debeline intime-medije.
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razdaljo med vodilnima robovoma obeh obrisov, kar predstavlja skupno debelino inti-
me in medije (slika 1 in slika 3). Meritve IMT smo na vsakem preiskovanem odseku vec-
krat ponovili ter izraunali povpre¢ne vrednosti za vsak posamezni odsek in povprec-
no IMT vseh preiskovanih odsekov. Meritve smo posneli na videotrak in jih dokumenti-
rali tudi z zapisom na termoprint papir, kar omogoca kasnejSe analize in preverjanje re-
zultatov.

Odvzem krvi in krvne preiskave

Preiskovancem smo odvzeli kri na te€e, med 7. in 10. uro zjutraj. Bolniki s sladkorno
boleznijo pred odvzemom $e niso vzeli inzulina za tisti dan. Kri smo vzeli iz komoléne
vene, med odvzemom so preiskovanci sedeli. Nadlaht smo predhodno prevezali za naj-
ve¢ 1 minuto in odstranili prevezo takoj, ko je kri pritekla v prvo epruveto. Najprej smo
odvzeli 7 mililitrov krvi za biokemi¢ne preiskave. Nato smo odvzeli kri za hematoloske
preiskave in pri sladkornih bolnikih $e dodatno vzorec za doloc¢anje deleza glikiranega
hemoglobina (HbA, ;). Na koncu smo v epruveto s sredstvom proti strjevanju odvzeli Se
1,8 mililitra krvi za dolocitev koncentracije fibrinogena.

Hematoloske preiskave

Z napravo Cobas Minos STE-X® (Roche) smo dolocili hematokrit, koncentracijo hemo-
globina ter Stevilo eritrocitov, levkocitov in trombocitov.

Biokemicne preiskave

Koncentracijo krvnega sladkorja smo dolocili s heksokinaznim testom. Koncentracijo skup-
nega holesterola smo dolocali po encimski metodi s pomocjo encimov holesterol este-
raze, holesterol oksidaze in peroksidaze (37).

Koncentracijo HDL-holesterola smo dolo¢ali z dekstran sulfat/magnezijevo metodo. Ta
metoda temelji na specificnem obarjanju s polianioni in dvovalentnimi kationi ter na do-
lo¢anju deleza holesterola v lipoproteinih HDL z encimskim postopkom (38). Koncen-
tracijo serumskih trigliceridov smo dolocali po metodi GPO-PAP (encimska metoda z gli-
ceroloksidazo) (39).

Koncentracijo holesterola v liporoteinih LDL smo izraunali iz skupne koncentracije ho-
lesterola, koncentracije HDL-holesterola in trigliceridov po Fridewaldovi enacbi (40).

Koncentracijo zeleza in transferina v krvi smo dolocali v analizatorju KODAK Ektachem
250 Analyzer®.

Koncentracijo fibrinogena smo dologali po Claussovi metodi (41) z napravo Fibrintimer®
(Behring, Marburg/Kahn, Nemcija).

Preiskave seCa

Sladkornim bolnikom smo v vzorcu jutranjega seca z aparatom Clintek 100®, Bayer diag-
nostic, dologili koncentracijo glukoze in beljakovin.
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Statisticne metode
Vse statisti¢ne analize smo opravili s programom Statistica (Stat Soft Inc., ZDA).

Aritmeti¢no sredino smo uporabili za prikaz srednjih vrednosti, za prikaz variabilnosti
pa standardno deviacijo. Razlike med skupinama smo ugotavljali z dvosmernim Studen-
tovim t-testom. Povezavo med dvema spremenljivkama smo prikazali s Pearsonovim ko-
relacijskim koeficientom (za spremenljivke, ki so se razporejale normalno) in s Sperma-
novim korelacijskim koeficientom (za spremenljivke z nenormalno razporeditvijo) (42).
Za ugotavljanje neodvisnega vpliva posamezne spremenljivke na odvisno spremenljiv-
ko smo uporabili model multiple linearne regresijske analize.

Rezultati
Laboratorijske preiskave
Krvne preiskave

Med skupino bolnikov s sladkorno boleznijo in kontrolno skupino smo ugotovili pomem-
bne razlike v plazemski koncentraciji krvnega sladkorja, fibrinogena, transferina in Ste-
vilu trombocitov. V ostalih krvnih preiskavah pa se skupini nista razlikovali. Rezultate krv-
nih preiskav prikazuje tabela 2.

Tabela 2. Vrednosti krvnih preiskav in statisticne razlike med obravnavanima skupinama. x — povprecna vred-
nost, SD — standardna deviacija, HbA . — deleZ glikiranega hemoglobina A, NS — razlika ni statisticno zna-
Cilna, p — nivo tveganja.

Bolniki s sladkorno Kontrolna

boleznijo (x+ SD) skupina (x+ SD)
Koncentracija glukoze (mmol/l) 11,9+3,9 5,1+0,6 <0,0001
Koncentracija celotnega
holesterola (mmol/l) 5,03+1,23 4,84+0,87 NS
Koncentracija HDL-holesterola (mmol/l) 1,51+0,44 1,563+0,26 NS
Koncentracija LDL-holesterola (mmol/l) 3,0+0,87 2,74+0,77 NS
Koncentracija trigliceridov (mmol/l) 1,20+0,63 1,24 +0,68 NS
Koncentracija fibrinogena (g/l) 2,4+0,45 2,13+04 0,02
Koncentracija zeleza (umol/l) 17,5+9,1 18,6 +6,7 NS
Koncentracija transferina (umol/l) 58,7+9,0 65+6,7 0,038
Koncentracija hemoglobina (g/l) 14,02+1,4 13,08 +1,1 NS
Hematokrit (%) 41,5+3,8 41,0+£3,5 NS
Stevilo eritrocitov (10¢/mil) 490+0,4 485+0,4 NS
Stevilo levkocitov (10%/ml) 6,06 +=1,66 5,565+1,25 NS
Stevilo trombocitov (103/ml) 168,3+40,8 196,1+30,3 0,004
HbA,. 8,7+1,35 - -

Preiskave seca

Pri 19 bolnikih s sladkorno boleznijo smo odkrili glukozo v se€u. Njena povpre¢na kon-
centracija je bila 23,7 mmol/l, najvecja izmerjena koncentracija pa 55 mmol/l.
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Pri 26 bolnikih s sladkorno boleznijo nismo odkrili beljakovin v se€u. Pri enem bolniku
so bile prisotne v sledovih, ena bolnica pa je imela v se€u 3 mmol/l beljakovin.

Hemodinamske meritve

Pri merjenju pretoka in premera brahialne arterije v mirovanju in po Stiriminutnem za-
zemu podlakti so sodelovali vsi preiskovanci. Preizkus z GTN pa je odklonilo 6 preisko-
vancev (3 bolniki s sladkorno boleznijo, 3 preiskovanci iz kontrolne skupine).

V mirovanju smo pri bolnikih s sladkorno boleznijo izmerili nekoliko vecji pretok
(170 +£60 mi/min) kot pri preiskovancih iz kontrolne skupine (150 +66 ml/min), vendar raz-
lika ni bila statisti¢no znacilna. Tudi povprec¢en premer brahialne arterije v mirovanju je
bil primerljiv med skupinama (3,97 £0,5mm pri bolnikih s sladkorno boleznijo in
3,7 £0,5mm pri zdravih preiskovancih).

Med hiperemijo smo pri vseh preiskovancih izmerili statisticno znacilno povecanije pre-
toka krvi v brahialni arteriji, tudi v teh spremenljivkah med skupinama ni bilo razlik (ta-
bela 3). Pri obeh skupinah se je pretok 5-7 minut po zacetku hiperemije znova vrnil na
izhodi$¢no vrednost. Po dajanju GTN pomembnih sprememb pretoka v primerjavi z mi-
rovnim pretokom nismo ugotovili, prav tako ni bilo pomembnih razlik med skupinama
(tabela 3).

Hiperemija je povzrocila povec€anje premera arterije pri obeh skupinah preiskovancev.
Bolniki s sladkorno boleznijo so imeli med hiperemijo pomembno manjse povec€anje pre-
mera brahialne arterije kot preiskovanci iz kontrolne skupine. Pri 7 bolnikih s sladkorno
boleznijo med hiperemijo ni prislo do pove€anja premera opazovane arterije. Po daja-
nju GTN se je premer brahialne arterije v obeh skupinah znacilno povecal, razlike med
skupinama pa so bile manjse kot pri hiperemiji. Tudi v tem primeru je bila razSiritev bra-
hialne arterije pri zdravih priskovancih vecja kot pri bolnikih s sladkorno boleznijo (ta-
bela 3).

Tabela 3. Vrednosti pretokov in premerov v brahialni arteriji v mirovanju in med provokacijskimi testi pri
obeh skupinah preiskovancev. x — povprec¢na vrednost, SD — standardna deviacija, NS — razlika ni statistic-
no znacilna, p — nivo tveganja.

Spremenljivka Bolniki s sladkorno Kontrolna

boleznijo (x+ SD) Skupina (x+ SD)
Pretok v mirovanju (ml/min) 17060 150 +66 NS
Povecanje pretoka med hiperemijo (%) 339+95 346+101 NS
Pretok po zauzitju gliceril trinitrata (ml/min) 17088 146 +67 NS
Premer v mirovanju (mm) 3,97+0,5 3,7+0,5 NS
Povecanje premera med hiperemijo (%) 3,628 11,3+3,6 <0,00001
Povecanje premera po zauzitju
gliceril trinitrata (%) 15,2+4.3 18,3+4,9 0,019
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Slika 4. Prikaz razSiritve brahialne arterije (BA) med hiperemijo in po zauZitju gliceril trinitrata. Povprec-
na vrednost posamezne skupine je prikazana z ravno crto.

Razsiritev brahialne arterije pri bolnikih s sladkorno boleznijo in kontrolni skupini prika-
zuje slika 4.

Ugotovili smo ve¢ pomembnih povezav med razsiritvijo brahialne arterije po hiperemi-
ji in zauzitju GTN ter nekaterimi spremenljivkami (tabela 4).

Da bi ugotovili, kateri od dejavnikov neodvisno vpliva na zmanj$anje razsiritve brahial-
ne arterije med hiperemijo, smo vse spremenljivke iz tabele 4 vstavili v model multiple
regresijske analize kot neodvisne spremenljivke. Poleg tega smo v model vstavili tudi
sladkorno bolezen. Ugotovili smo statisticno pomembno povezavo med prisotnostjo slad-
korne bolezni in razsiritvijo brahialne arterije med hiperemijo (delni koeficient=-0,51,
p =0,00008), ostale spremenljivke pa niso dosegle statisticno znacilne povezave z raz-
Siritvijo brahialne arterije. Ta model pojasnjuje 62 % variabilnosti sprememb premera po
povecanju pretoka (p <0,00001).

V primeru razsiritve po dajanju GTN multivariatna linearna regresijska analiza ni poka-
zala pomembnih vplivov navedenih dejavnikov (tabela 4) in tudi ne vpliva sladkorne bo-
lezni na razsiritev po zauZitju GTN.
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Tabela 4. Prikaz statisticno znacilnih povezav med razsiritve brahialne arterije med hiperemijo in po zau-
Zitju gliceril trinitrata z naStetimi klinicnimi in laboratorijskimi spremenljivkami. BMI — indeks telesne te-
Ze, IMT — debelina intime-medije, r — korelacijski koeficient, p — nivo tveganja.

Razsiritev med r P RazSiritev r P
hiperemijo po dajanju
gliceril trinitrata

BMI -0,39 0,0023 BMI -0,27 0,047
Koncentracija LDL- Koncentracija

holesterola -0,27 0,037 glukoze -0,37 0,007
Koncentracija Koncentracija HDL-

glukoze -0,68 <0,0001 holesterola 0,29 0,04
Koncentracija Koncentracija

fibrinogena -0,37 0,004 hemoglobina -0,36 0,009
IMT karotidnih Stevilo

arterij -0,64 <0,0001 eritrocitov -0,32 0,02

Debelina intime-medije karotidnih arterij

Pri vseh preiskovancih smo izmerili IMT na odseku skupne karotidne arterije in na raz-
cepis€u, na odseku notranje karotidne arterije pa meritev IMT pri 6 preiskovancih
(4 sladkorni bolniki, 2 kontroli) ni bila mogoca.

Pri sladkornih bolnikih je bila IMT na vseh odsekih pomembno vecja kot pri kontrolni sku-
pini. Tako so bile vrednosti IMT pri sladkornih bolnikih med 0,58 mm in 0,72 mm, prei-
skovanci iz kontrolne skupine pa so imeli IMT od 0,48 mm do 0,65 mm. Med levo in de-
sno karotidno arterijo vseh preiskovanih odsekov ni bilo pomembnih razlik. Vrednosti
IMT so prikazane v tabeli 5 in na sliki 5.

_ * * * *
IMT — — — —
(mm)
0,7+
*  p<0,0001
0,5+ | Bolniki s sladkorno
boleznijo

|:| Kontrolna skupina

POVPR CCA BULBUS ICA

Slika 5. Prikaz debeline intime-medije (IMT) na posameznih odsekih karotidnih arterij ter povprecne IMT
vseh odsekov pri bolnikih s sladkorno boleznijo in kontrolni skupini. POVPR — povprecna debelina vseh od-
sekov, CCA — skupna karotidna arterija, BULBUS — razcepisce skupne karotidne arterije, ICA — notranja
karotidna arterija.
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Tabela 5. Vrednosti debeline intime-medije (IMT) na posameznih odsekih karotidnih arterij (CCA — skupna
karotidna arterija, BULB — razcepisce, ICA — notranja karotidna arterija), IMT povpr. — povprecne debeli-
ne vseh odsekov, X — povprecna vrednost, SD — standardna deviacija, p — nivo tveganja.

Bolniki s sladkorno Kontrolna P
boleznijo (x+SD) skupina (x+SD)
IMT povpr. (mm) 0,65+0,04 0,56 +0,04 <0,0001
IMT CCA (mm) 0,63 +0,04 0,55+0,05 <0,0001
IMT BULB (mm) 0,71+0,05 0,62+0,04 <0,0001
IMT ICA (mm) 0,60+0,04 0,52+0,04 <0,0001

Pri preu¢evanju odvisnosti IMT od razli¢nih dejavnikov smo pri preiskovancih obeh sku-
pin ugotovili, da nanjo vplivajo razli¢ne kliniéne in laboratorijske spremenljivke. Poveza-
ve so prikazane v tabeli 6.

Tabela 6. Povezave med debelino intime-medije ter razlicnimi klinicnimi in laboratorijskimi spremenljivka-
mi pri obeh skupinah preiskovancev. r — korelacijski koeficient, p — nivo tveganja.

Spremenljivka r P
Starost 0,32 0,016
Telesna teza 0,26 0,047
Indeks telesne teze 0,52 <0,0001
Diastoli¢ni tlak 0,36 0,005
Koncentracija LDL-holesterola 0,30 0,024
Koncentracija glukoze 0,62 <0,0001
Koncentracija fibrinogena 0,36 0,005
Stevilo trombocitov -0,29 0,026

Vplivi posameznih spremenljivk na IMT so bili na razliénih odsekih karotidnih arterij ena-
ki, z izjemo odseka notranje karotidne arterije. Na tem odseku smo ugotovili tudi po-
membno povezavo med IMT in Stevilom levkocitov (r=0,31, p=0,02), ki na drugih od-
sekih karotidnih arterij ni bila znadilna.

Linearna multipla regresija je pokazala neodvisen vpliv sladkorne bolezni, starosti, dia-
stolicnega tlaka in koncentracije LDL-holesterola na popre¢no IMT. Regresijski model,
ki nam je pojasnil najvecji delez variabilnosti IMT, prikazuje tabela 7.

Z multiplo regresijo smo za odsek notranje karotidne arterije ugotovili, da na IMT neod-
visno vplivajo sladkorna bolezen (delni koeficient=0,43, p=0,016), indeks telesne te-
ze (delni koeficient=0,21, p=0,045) in Stevilo levkocitov (delni koeficient=0,22,
p =0,029), ne pa tudi koncentracija glukoze, fibrinogena in razsiritev brahialne arterije
med hiperemijo. Vse nastete spremenljivke pojasnijo 65 odstotkov variabilnosti IMT na
odseku notranje karotidne arterije.
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Tabela 7. Model multiple regresijske analize vplivov razlicnih dejavnikov na povprecno debelino intime-me-
dije.

Neodvisna spremenljivka Delni koeficient P R?
Sladkorna bolezen 0,46 0,0004

Starost 0,38 0,0043 0,707
Diastolic¢ni tlak 0,29 0,03 p <0,0001
Koncentracija LDL-holesterola 0,29 0,032

Koncentracija glukoze 0,18 NS

Hiperemiéna razsiritev brahialne arterije -0,067 NS

Analiza rezultatov merjenja IMT je pokazala, da lahko sladkorne bolnike glede na IMT
razdelimo na dve podskupini. V prvo podskupino smo uvrstili 15 bolnikov, pri katerih je
bila vrednost povpre¢ne IMT primerljiva s kontrolno skupino (< 0,64 mm = povprecna vred-
nost kontrolne skupine + 2 standardni deviaciji). V drugi podskupini je bilo 13 bolnikov
s povec¢ano IMT. Ob tem smo ugotovili, da se skupini pomembno razlikujeta v trajanju
sladkorne bolezni, starosti in da so bili pri bolnikih s pove¢ano IMT bolj izrazeni neka-
teri dejavniki tveganja za aterosklerozo (tabela 8).

Tabela 8. Razlike med prisotnostjo dejavnikov tveganja pri obeh podskupinah sladkornih bolnikov z normal-
no in zadebeljeno debelino intime-medije. x — povprecna vrednost, SD — standardna deviacija, IMT — debe-
lina intime-medije, p — nivo tveganja, NS — razlika ni statisticno znacilna.

Spremenljivka Bolniki s sladkorno Bolniki s sladkorno P
boleznijo z normalno boleznijo z zadebeljeno
IMT (X SD) IMT (X SD)
Starost (leta) 27x4,5 31x3 0,009
Trajanje sladkorne
bolezni (leta) 7,7+3 10,2+3 0,041
Koncentracija celotnega
holesterola (mmol/l) 4,5+0,7 5,614 0,011
Koncentracija HDL-
holesterola (mmol/l) 1,36+0,3 1,7+0,5 0,039
Koncentracija LDL-
holesterola (mmol/l) 2,6 0,54 3,41+1,01 0,018
Hiperemi¢na razsiritev
brahialne arterije (%) 4,35+2,9 2,8+2,6 NS

Pri bolnikih s sladkorno boleznijo smo odkrili povezavo med povpre¢no IMT in trajanjem
sladkorne bolezni (slika 6), ki je bila najizrazitejSa na odseku skupne karotidne arterije
(r=0,55, p=0,004), na odseku notranje karotidne arterije pa ni bila statisti¢no znadil-
na. Povezavo med starostjo in IMT smo pri bolnikih s sladkorno boleznijo ugotovili le na
razcepiS¢u karotidne arterije (r=0,42, p=0,027).
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Poleg tega smo pri bolnikih s sladkorno boleznijo ugotovili statisticno znacilno povezavo
med povpreéno IMT in kajenjem, plazemsko koncentracijo skupnega holesterola in tri-
gliceridov (tabela 9). Nakazovala se je tudi povezava IMT s koncentracijo LDL-holeste-
rola, vendar ni bila statisticno znacilna (p = 0,056). Povezave spremenljivk z IMT notra-
nje karotidne arterije so se delno razlikovale od povezav s povpre¢no IMT (tabela 9).

Tabela 9. Statisticno znacilne povezave med debelino intime-medije in nekaterimi spremenljivkami pri bol-
nikih s sladkorno boleznijo. r — korelacijski koeficient, p — nivo tveganja.

Povprecje debeline r P Debelina intime-medije r P
intime-medije vseh notranje karotidne
odsekov arterije
Trajanje sladkorne 0,45 0,022 Kajenje 0,43 0,036
bolezni tipa |
Kajenje 0,45 0,017 Koncentracija 0,43 0,036
celotnega holesterola
Koncentracija 0,48 0,017 Koncentracija 0,45 0,029
celotnega holesterola trigliceridov
Koncentracija 0,39 0,048 Stevilo levkocitov 0,61 0,0015
trigliceridov
Hiperemicna razSiritev -0,43 0,037

brahialne arterije

Multipla regresija je pokazala, da so pri sladkornih bolnikih neodvisni dejavniki, ki vpli-
vajo na IMT, trajanje sladkorne bolezni (delni koeficient = 0,40, p=0,025), koncentraci-

0,72+
IMT (mm) . .
0,68+
0,64+
0,60+ .
0,56 T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16

TRAJANJE SB (leta)

Slika 7. Povezava debeline intime-medije s trajanjem sladkorne bolezni (SB). Debelina intime-medije
(IMT) = 0,61 + 0,005 x trajanje sladkorne bolezni, korelacijski koeficient (r) = 0,44, nivo tveganja (p) = 0,023.
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ja celotnega holesterola (delni koeficient=0,41, p=0,042) in Stevilo trombocitov (delni
koeficient=-0,4, p=0,036). Nastete spremenljivke pojasnijo 49 odstotkov variabilnosti
IMT pri sladkornih bolnikih (p <0,0039).

Pri kontrolni skupini je bila povpreéna IMT povezana z indeksom telesne teze in sisto-
licnim tlakom (tabela 10). Tudi pri tej skupini je izstopal odsek notranje karotidne arte-
rije, kjer smo nasli najvec statisticno pomembnih povezav IMT z navedenimi dejavniki
tveganja (tabela 10).

Tabela 10. Statisticno znacilne povezave med debelino intime-medije in nekaterimi dejavniki tveganja v kon-
trolni skupini, r — korelacijski koeficient, p — nivo tveganja.

Povprecje debeline r P Debelina intime- r p

intime-medije medije notranje

vseh odsekov karotidne arterije

Indeks telesne teze 0,47 0,009 Telesna teza 0,38 0,043

Sistolicni tlak 0,53 0,0026 Indeks telesne teze 0,47 0,011
Sistoli¢ni tlak 0,54 0,0029
Koncentracija
HDL-holesterola -0,50 0,006
Hematokrit 0,38 0,046

Nasli smo pomembno negativno povezavo med IMT karotidnih arterij in razsiritvijo bra-
hialne arterije med hiperemijo (r=-0,64, p <0,0001) (slika 7).

0,701 . -
IMT (mm) *

0,62

0,54+

2 2 6 10 14 18 22 26
RAZSIRITEV BA (%)

Slika 8. Povezava med razsiritvijo brahialne arterije (BA) med hiperemijo in debelino intime-medije karo-
tidnih arterij (IMT). IMT = 0,660,007 x razsiritev BA, korelacijski koeficient (r) =-0,60, nivo tveganja
(p) <0,00001.
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Razprava
Hemodinamske spremembe brahialne arterije

Pri bolnikih s sladkorno boleznijo smo ugotovili pomembno manjSo sposobnost razsiri-
tve brahialne arterije po povecanju pretoka v primerjavi z zdravimi preiskovanci brez de-
javnikov tveganja. Raziskave so pokazale, da je za razSiritev zile po povecanju preto-
ka potrebna neokrnjeno delovanje endotelija (25). Ob zmanjSanem vazodilatacijskem
odgovoru pri bolnikih s sladkorno boleznijo zato sklepamo na funkcijske nenormalno-
sti oziroma na poSkodbe endotelija. Ugotovitve nase raziskave so v skladu s porodili dru-
gih raziskav, v katerih so z enakimi metodami ugotovili zmanjSano ali odsotno razsiri-
tev zile pri osebah z druzinsko hiperholesterolemijo (10), kajenjem (8), homozigotno ho-
mocistinurijo (9). Te raziskave kazejo, da zgoraj nasteti dejavniki tveganja za ateroskle-
rozo pomembno okvarjajo endotelij in spremenijo njegovo delovanje. Motnja v delova-
nju endotelija pa velja za najzgodnej$o spremembo v procesu aterogeneze.

Porocila ve¢ raziskav kazejo, da tudi sladkorna bolezen podobno kot drugi dejavniki tve-
ganja poskoduje endotelijske celice. To so dokazali tako v eksperimentalnih kot v kli-
niénih raziskavah. V kulturi endotelijskih celic, ki so jo izpostavili visoki koncentraciji glu-
koze, so ugotovili motnje celicnega ciklusa in hitrejSe propadanje endotelijskih celic (43).
Motnjo v delovanju endotelija so raziskovali na zivalskih modelih po eksperimentalno
povzroceni sladkorni bolezni (15—-17). Ugotovili so poslabSanje od endotelija odvisne raz-
Siritve zile, ki je v normalnih pogojih odvisna od sproS¢anja EDRF. Predlaganih je ve¢
mehanizmov nastanka motnje v delovanju endotelija pri sladkorni bolezni (15): zmanj-
Sanje tvorbe EDREF, inaktivacija EDRF s prostimi kisikovimi radikali, oviran prehod
EDRF v gladke miSi¢ne celice, okvarjen odgovor gladkih misi¢nih celic na vazodilata-
cijski drazljaj z EDRF in povecana tvorba snovi, ki povzro€ajo skréenje zile. Zdi se, da
je pri sladkorni bolezni nesposobnost razsiritve Zile v pretezni meri posledica zmanj$a-
ne sinteze EDRF (17).

Tudi v raziskavah na bolnikih s sladkorno boleznijo so odkrili nenormalnost endotelija.
Pri ve€letnem spremljanju bolnikov s sladkorno boleznijo so ugotovili znadilen in stalen
porast koncentracije von Willebrandovega faktorja, ki je pokazatelj okvare endotelijskih
celic (44).

V literaturi nismo zasledili podatkov o raziskavah, v katerih bi neposredno opazovali spre-
membe premera in pretoka v perifernih arterijah pri sladkornih bolnikih. Spremenjeno
delovanije in reaktivnost perifernih arterij so pri bolnikih s sladkorno boleznijo ugotav-
ljali na nadlakti z metodo venske okluzijske pletizmografije (45, 46). Navedene pletiz-
mografske metode omogocajo spremljanje hemodinamskih sprememb, ki so v pretez-
ni meri posledica sprememb perifernega upora, ne omogocajo pa neposrednega vpo-
gleda v sposobnost razsiritve perifernih arterij. S temi metodami lahko spremljamo le
lokalne spremembe pretoka krvi v odvisnosti od perifernega zilnega upora in proucu-
jemo sposobnost relaksacije majhnih uporovnih arterij. Ugotovili so znacilno manjSo raz-
Siritev Zile med hiperemijo pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa | z mikroalbuminurijo
(43). Enako metodo so uporabili v raziskavi razsiritve Zzil pri bolnikih s sladkorno bolez-
nijo tipa Il (44). V sledniji raziskavi je bilo povecanje perifernega pretoka med reaktivno
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hiperemijo po ishemiji pri bolnikih s sladkorno boleznijo primerljivo s kontrolami. Pomem-
bno manj$e povecanje pretoka pa so ugotovili po infuziji acetilholina in GTN.

V nasi raziskavi smo pri mladih bolnikih s sladkorno boleznijo z razmeroma kratkotraj-
nim trajanjem sladkorne bolezni tipa | z metodo neposrednega merjenja premera arte-
rije ugotovili znacilno manjSo razsiritev arterije med hiperemijo kot pri kontrolni skupi-
ni. Spremembe premera periferne arterije med provokacijskim testom so verjetno eden
najbolj obcutljivih pokazateljev zgodnjih funkcijskih okvar endotelija. ZmanjSanje razsi-
ritve arterije med povecanjem pretoka nastane celo pred spremenjenim dilatacijskim od-
govorom na acetilholin, ¢eprav je v obeh primerih razSiritev preiskovane arterije odvi-
sna od endotelija (25).

V raziskavi smo ugotovili tudi pomembno negativno povezavo med razSiritvijo brahial-
ne arterije po povecanju pretoka ter indeksom telesne teze, plazemsko koncentracijo
LDL-holesterola, glukoze in fibrinogena ter IMT karotidnih arterij. Vse nastete spremem-
be pogosto spremljajo sladkorno bolezen (74, 22) in so poleg samih motenj presnove
glukoze verjetno odlocilnega pomena za razvoj ateroskleroti¢nih zapletov. Najdena ne-
gativna povezava med sposobnostjo razsiritve brahialne arterije in navedenimi dejav-
niki je bila zato pricakovana. Tudi multivariatna regresijska analiza je potrdila, da je slad-
korna bolezen najpomembnejsi dejavnik, ki zmanjsa razsiritev brahialne arterije po po-
vecanju pretoka.

Pri raz8iritvi brahialne arterije z GTN nismo ugotovili povezave med sladkorno bolezni-
jo in spremebo premera. Kljub temu smo med bolniki s sladkorno boleznijo in kontrol-
no skupino ugotovili pomembne razlike v obsegu razsiritve brahialne arterije po zauzit-
ju GTN v korist kontrolne skupine, ki pa niso bile tako izrazite kot v primeru razsiritve
po povecanju pretoka. Ta ugotovitev nakazuje, da sladkorna bolezen poleg okvare en-
dotelija povzroci tudi selektivno funkcijsko okvaro gladkih misi¢nih celic v steni zil in ta-
ko poslab$a odgovor na vazodilatacijski drazljaj. Porocila raziskav o tem, ali sladkorna
ziskave porocajo o normalnem odgovoru gladkih misi¢nih celic na NO (47), v drugih ra-
ziskavah pa so ugotovili, da je ta odgovor zmanjsan (19, 45). Vzrok za razli¢ne ugoto-
vitve teh raziskav je lahko v uporabi razlicne metodologije ali pa neupostevanju trajanja
sladkorne bolezni.

V povecanju pretoka med reaktivno hiperemijo med skupinama nismo ugotovili razlik.
To je v skladu z ugotovitvami nade predhodne raziskave (48) in ostalih raziskav, ki so
preucevale vpliv dejavnikov tveganja na hemodinamske spremembe v perifernih arte-
rijah (10, 11, 29). ZmanjSanje povecanja pretoka po provokaciji se verjetno pojavi Sele
takrat, ko ateroskleroti¢ni proces napreduje do te mere, da zajame tudi periferne — upo-
rovne arterije. Do manjSega povecanja pretoka pride bodisi preko zmanjSanega spros-
¢anja dilatacijskih dejavnikov, ali pa napredovan ateroskleroti¢ni proces povzro¢i togost
zilne stene in razsiritev kljub prisotnosti vazodilatacijskih posrednikov ni mozna. S tem
lahko razlozimo pomembno manjsi porast pretoka, ki so ga drugi ugotovili pri bolnikih
s sladkorno boleznijo z mikroalbuminurijo, saj je le-ta pokazatelj razSirjenosti oziroma
napredovanosti zZilnih poskodb (45, 46, 49). V opisanih raziskavah (45, 46) niso nasli
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pomembnih povezav med spremembo pretoka po provokaciji ter trajanjem sladkorne
bolezni, koncentracijo LDL-holesterola, koncentracijo glukoze in delezem glikiranega he-
moglobina (HbA, ;). Poleg tega so bile zgoraj navedene raziskave opravljene na starej-
Sih bolnikih s sladkorno boleznijo tipa I in tipa Il.

Debelina intime-medije karotidnih arterij

Pri zdravih preiskovancih je bila povpre¢na IMT od 0,5 mm do 0,6 mm, kar je primerlji-
vo z rezultati drugih raziskav, ki so vkljuCevale mlajSe osebe (35, 50). Pri bolnikih
s sladkorno boleznijo in zdravih preiskovancih smo opazili razlike v IMT med posamez-
nimi odseki karotidnih arterij, najvecjo IMT smo ugotovili na razcepi$¢u karotidnih arte-
rij. Obi€ajno je arterijska intima pri ljudeh na razli¢nih odsekih razli¢ne debeline (7). Po-
drodja relativno debele intime se pojavijo ze v otrostvu in predstavljajo fizioloSko prila-
goditev na lokalne spremembe krvnega pretoka ali notranjega pritiska na steno arteri-
je. V podrogjih s prilagoditveno zadebelitvijo so opazili razlike v funkciji glede na podroc-
ja brez zadebelitve. Ugotovili so hitrejSe obnavljanje endotelijskih in gladkih miSi¢nih ce-
lic ter pove€ano koncentracijo lipoproteinov in drugih sestavin plazme v Zilni steni (7).

V vec€ raziskavah so ugotovili, da je intimalna zadebelitev razli¢nih oblik (difuzna zade-
nih sprememb, ¢eprav danes $e ni mogoc€e napovedati, katera zadebelitev se bo raz-
vila v ateroskleroti¢ne lehe in katera ne (1, 32, 34, 36). Poleg tega so ugotovili znagil-
no povezavo med IMT in prisotnostjo znanih dejavnikov tveganja pri osebah srednjih
let brez klini¢no izrazene ateroskleroze (33, 34).

Pri bolnikih s sladkorno boleznijo smo ugotovili pomembno povecano IMT na vseh prei-
skovanih odsekih karotidnih arterij, kar je v skladu s porocili drugih raziskav (48, 50).
Razvitih ateroskleroti€nih sprememb v obliki leh v nai raziskavi nismo odkrili, pomem-
bna zadebelitev intime-medije na vseh preiskovanih odsekih pa kaze na patolo$ki pro-
ces v steni karotidnih arterij, Cesar pri zdravih preiskovancih ni bilo opaziti.

Pri bolnikih s sladkorno boleznijo smo odkrili tudi druge dejavnike tveganja, ki so pogo-
sti spremljevalci sladkorne bolezni ali morda sploh neobhodni sestavni del presnovnih
motenj pri sladkorni bolezni. Tako sta se skupini znacilno razlikovali v telesni tezi in in-
deksu telesne teze. Bolniki s sladkorno boleznijo so imeli v primerjavi s kontrolno sku-
pino vi§ji diastoli¢ni krvni tlak, ki pa je bil §e v obmodcju normalnih vrednosti. To je v skla-
du z ugotovitvami drugih raziskav, ki so prav tako pokazale povecanje telesne teze in
krvnega tlaka pri bolnikih s sladkorno boleznijo (51, 52). Ker je znano, da sta poveca-
nje telesne teze in poviSan krvni tlak pomembna dejavnika tveganja za razvoj ateros-
kleroze (53), sta pri bolnikih s sladkorno boleznijo verjetno soodgovorna za pospeSe-
no aterogenezo, s tem pa razlagamo tudi povezavo med IMT in omenjenima dejavni-
koma.

Z analizo rezultatov krvnih preiskav smo pri bolnikih s sladkorno boleznijo ugotovili pri-
sotnost nekaterih manj znanih dejavnikov tveganja za aterosklerozo. Tako so bolniki s slad-
korno boleznijo imeli ve¢jo koncentracijo fibrinogena v primerjavi s kontrolno skupino.
Koncentracija fibrinogena je bila znacilno povezana z IMT. O podobnih ugotovitvah po-

330



KEK A: ZGODNJE FUNKCIJSKE IN MORFOLOSKE SPREMEMBE ARTERIJSKE STENE PRI SLADKORNI BOLEZNI*

ro¢ajo tudi druge raziskave (35) in navajajo, da je fibrinogen lahko sicer neodvisen de-
javnik tveganja (54), najpogosteje pa je le spremljevalec drugih dejavnikov, ki vplivajo
na ateroskleroti¢ni proces (starost, povisana plazemska koncentracija holesterola, slad-
korna bolezen).

Pri bolnikih s sladkorno boleznijo smo ugotovili tudi znacilno manjSo koncentracijo
transferina, v koncentraciji prostega Zeleza pa se skupini nista razlikovali. Pri majhni za-
sedenosti vezavnih mest z Zelezom deluje transferin kot antioksidant, ¢e pa je prena-
si¢en, oziroma pri visjih koncentracijah Zeleza, deluje kot oksidant (55). Zato menijo, da
je nizka koncentracija transferina neodvisen dejavnik tveganja za nastanek srénega in-
farkta in morda tudi drugih oblik ateroskleroze (56). Pomembno je razmerje med kon-
centracijo zeleza in koncentracijo transferina. Pri bolnikih s sladkorno boleznijo je bilo
to razmerje povecano, kar pomeni vecjo reaktivnost zeleza v oksidativnih reakcijah in
vecjo moznost nastanka kisikovih prostih radikalov.

Bolniki s sladkorno boleznijo so nadalje imeli znacilno manjse Stevilo trombocitov v kr-
vi v primerjavi s kontrolno skupino. Rezultati nade raziskave so pokazali, da je zmanj-
Sano Stevilo trombocitov neodvisen dejavnik, ki vpliva na zadebelitev intime-medije pri
bolnikih s sladkorno boleznijo. Pri bolnikih s sladkorno boleznijo pride do manj$ega Ste-
vila trombocitov zaradi vecje reaktivnosti in vec€je porabe trombocitov. Zaradi pospeSe-
ne porabe trombociti pospes$eno nastajajo, mladi trombociti pa so bolj reaktivni kot sta-
rejSi. Zdrave endotelijske celice preprecujejo zlepljanje trombocitov na zilno steno. Pri
poskodbah endotelija in pomanjkanju EDREF, ki je tudi antitrombocitni dejavnik, pa se
trombociti pospeseno zlepljajo na Zilno steno. Pri tem izlo¢ajo rastne in kemotakti¢ne
dejavnike, potencirajo poskodbe endotelijskih celic in tako prispevajo k napredovanju
ateroskleroti¢nega procesa (12, 13).

Koncentracija holesterola in trigliceridov je bila v obeh preiskovanih skupinah v obmog¢-
ju normalnih vrednosti. Toda tudi v obmocju normalnih vrednosti se je pokazal pomem-
ben in neodvisen vpliv koncentracije LDL-holesterola na debelino intime-medije. Pri slad-
kornih bolnikih smo ugotovili tudi povezavo med IMT ter koncentracijo skupnega hole-
sterola in trigliceridov. Pri kontrolni skupini pa smo na odseku notranje karotidne arte-
rije nasli negativno povezavo med koncentracijo HDL-holesterola in IMT. Navedene ugo-
tovitve so v skladu s pri¢akovaniji, kajti klini¢ne in eksperimentalne raziskave so doka-
zale, da je visoka koncentracija LDL-holesterola povezana s pospe$eno aterogenezo
(12). Za to naj bi bil odgovoren zlasti pospesen prehod holesterola v zilno steno. Ob-
stajata dva nacina prehoda holesterola in holesterolnih estrov v Zilno steno (57): prvi je
odvisen od specifi¢nih receptorjev, drugi pa je pasiven. Zlasti pasiven prehod holeste-
rola naj bi se mo¢no povecal v primeru poskodbe endotelija. Kemi¢no spremenjeni ozi-
roma oksidirani LDL, ki v vedjih koli¢inah nastaja pri sladkorni bolezni, lahko dodatno
poskoduje endotelijske celice in zato pospe$eno prehaja v zilno steno. Menijo, da je po-
ve€ana oksidacija in peroksidacija lipoproteinov eden od moznih vzrokov za pospeSe-
no aterosklerozo pri sladkorni bolezni (18, 20).

Vlogo mascob v aterogenezi pri sladkorni bolezni podpira tudi ugotovitev vecjih koncen-
tracij holesterola (Ceprav $e v normalnem obmocju) pri bolnikih s sladkorno boleznijo,
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ki so imeli zadebeljeno intimo-medijo, v primerjavi z bolniki s sladkorno boleznijo z nor-
malno IMT. Ta ugotovitev kaze, da je pri sladkorni bolezni v proces aterogeneze verjet-
no vpletenih ve¢ mehanizmov: oksidacija lipoproteinov in poviSanje plazemske koncen-
tracije holesterola.

V nasi raziskavi se je pri sladkornih bolnikih nakazovalo tudi vecje Stevilo levkocitov, ven-
dar razlika med skupinama ni bila statisticno znacilna. Ugotovili pa smo pomembno po-
vezavo med Stevilom levkocitov in IMT na odseku notranje karotidne arterije. Poveza-
va med Stevilom levkocitov in IMT je pri¢akovana, saj v literaturi opisujejo pomembno
vlogo vnetnih celic, predvsem monocitov in makrofagov v procesu ateroskleroze (12,
13, 57). Makrofagi v Zilni steni razgrajujejo oksidirane lipoproteine z majhno gostoto. Ce
je kopicenije oksidiranih lipoproteinov v makrofagih preveliko, lahko pride do razpada ce-
lic. Pri tem se iz makrofagov sprostijo oksidirani lipoproteini, prosti radikali in duge ci-
totoksi¢ne snovi, ki nadalje poskodujejo endotelij (57).

Pri bolnikih s sladkorno boleznijo smo ugotovili tudi pomemben vpliv kajenja na IMZ.
Vecina kadilcev med preiskovanimi bolniki s sladkorno boleznijo je imela pomembno za-
debeljeno IMT. V literaturi obstajajo nasprotujo¢a si mnenja o neposredni povezanosti
kajenja z zapleti, ki so v neposredni zvezi s samo sladkorno boleznijo. Znano pa je, da
kajenje pri bolnikih s sladkorno boleznijo pomembno poveca tveganje za obolevnost in
smrtnost, in to zlasti na ra¢un bolezni srca in ozilja (58). V predhodni raziskavi (48) ni-
smo nasli pomembnega vpliva kajenja na IMT pri osebah brez ostalih dejavnikov tve-
ganja, verjetno pa postane vpliv kajenja na IMT ociten v kombinaciji s sladkorno bolez-
nijo. Pri bolnikih s sladkorno boleznijo-kadilcih so ugotovili tudi slab3o urejenost koncen-
tracije krvnega sladkorja, nezdrav nacin zivljenja, opazili so tudi pove¢ano agregabil-
nost trombocitov in pomanjkanje kisika v tkivih (59).

Rezultati nase raziskave so med drugim pokazali pomemben vpliv starosti na IMT. Ta po-
vezava potrjuje ugotovitve Stevilnih raziskav (1, 34, 35), da je ateroskleroza kroni¢en pro-
ces, ki se zaCne Ze v mladosti, s staranjem pa se posledice stopnjujejo.

Pri sladkorni bolezni je ateroskleroza pospesena. Vecanje IMT s trajanjem sladkorne
bolezni je ena pomembnejSih ugotovitev nase raziskave. Tudi s klini€nimi opazovaniji so
ugotovili, da se s trajanjem sladkorne bolezni povecuje obseznost ateroskleroti¢nih spre-
memb in da pri vecini bolnikov s sladkorno boleznijo pride po dolo¢enem ¢asu do za-
pletov s podrocja srca in ozilja (60). Verjetnost nastanka le-teh pa je pri tipu | in tipu Il
sladkorne bolezni tem vedja, ¢im dlje bolezen traja.

Na$a raziskava je potrdila ugotovitve drugih raziskav, da se pri aterogenezi funkcijske
motnje (nesposobnost razSiritve perifernih arterij) pojavijo pred morfolodkimi spremem-
bami zilne stene, saj je bilo delovanje endotelija pomembno okvarjeno tudi pri tistih bol-
nikih s sladkorno boleznijo, ki $e niso imeli morfoloSkih sprememb. V kasnej$i fazi, ko
se pojavijo tudi morfoloske spremembe arterijske stene (zadebelitev intime-medije), pa
so le-te tesno povezane z motnjami v delovanju endotelija. Ta ugotovitev potrjuje pred-
postavko, da se pri aterogenezi odigravajo funkcijske in morfoloSke spremembe in da
njihovo medsebojuno delovanje verjetno potencira patofizioloSko dogajanje pri ateroge-
nezi.
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Zakljuéki

Bolniki s sladkorno boleznijo se od zdravih oseb razlikujejo ne le po povecanih koncen-
tracijah krvnega sladkorja, ampak tudi po dolo¢enih klini¢nih znakih (vecji indeks tele-
sne teze, vedja telesna teza, vi§ji diastoli¢ni tlak) in biokemi¢nih spremembah v krvi (vec-
ja koncentracija fibrinogena, manj$a koncentracija transferina, manjSe Stevilo trombo-
citov). Omenjeni dejavniki predstavljajo dodatno tveganje za razvoj ateroskleroze, saj
so0 pomembno povezani s funkcijskimi in morfoloskimi spremembami Zilne stene.

Bolniki s sladkorno boleznijo tipa | imajo kljub razmeroma kratkemu trajanju sladkorne
bolezni zmanj$ano sposobnost razsiritve perifernih arterij med provokacijskim testom.
To je verjetno v pretezni meri posledica okvarjenega delovanja endotelija, medtem ko

Na zmanjsanje razsiritve perifernih arterij po povecanju pretoka najizraziteje vpliva pri-
sotnost sladkorne bolezni. V sklopu sladkorne bolezni zmanjSujejo dilatacijsko sposob-
nost e povecan indeks telesne teze ter povecana koncentracija LDL-holesterola in fi-
brinogena.

ZmanijSanje dilatacijske sposobnosti perifernih arterij je ena od najzgodnejSih sprememb,
ki se tudi pri sladkornih bolnikih pojavi pred morfoloSkimi spremembami zilne stene
(Se predno se zadebeli intima-medija).

Periferni upor se pri mladih bolnikih s sladkorno boleznijo ne razlikuje od zdravih prei-
skovancey, zato se pri bolnikih s sladkorno boleznijo med hiperemijo pretok krvi v pe-
rifernih arterijah povec¢a enako kot pri zdravih preiskovancih.

Bolniki s sladkorno boleznijo imajo pomembno zadebeljeno intimo-medijo na vseh od-
sekih karotidnih arterij. Na to neodvisno vplivajo trajanje sladkorne bolezni, koncentra-
cija celotnega holesterola in manjSe Stevilo trombocitov.

Na IMT poleg sladkorne bolezni neodvisno vplivajo Se starost, diastoliéni tlak in kon-
centracija LDL-holesterola. Na IMT notranje karotidne arterije pa pomembno vplivata
Se Stevilo levkocitov in indeks telesne teze.
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