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POVZETEK

Ateroskleroza je kroni¢no vnetno dogajanje, za katero je znacilno nalaganje leh, sestavljenih
iz penastih celic, celic imunskega sistema, celic vaskularnega endotelija, gladkih miSi¢nih
celic, trombocitov, zunajcelicnega matriksa in z masS¢obami bogatega jedra z nekroti¢nim
materialom in s fibroznim okolnim tkivom. Zapleti ateroskleroze so glavni vzrok obolevnosti
in smrti v razvitem svetu. Sladkorna bolezen je pomemben dejavnik tveganja za razvoj
ateroskleroze. Klju¢no patoloSko dogajanje pri aterosklerozi je poSkodba endotelija arterijske
stene oziroma vnetni odgovor, ki ga poSkodba sprozi. Poskodba spodbudi endotelijske celice
k izlo€anju vazoaktivnih in adhezijskih molekul, citokinov in rastnih dejavnikov. Ugotovljena
je zviSana raven adhezijskih molekul pri bolnikih z napredovalo aterosklerozo in s sladkorno
boleznijo. Pomembna v razvoju ateroskleroznih sprememb bi lahko bila vloga genskih
oznacevalcev, vpletenih v vnetni odgovor.

Postavili smo hipotezo, da genski oznacevalci, ki uravnavajo vnetni odgovor, vplivajo na
nastanek ateroskleroznih sprememb in napredovanje ateroskleroze karotidnih arterij pri
bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2 (SB tipa 2). Z asociacijsko raziskavo smo ugotavljali
povezavo med polimorfizmom K469E (rs 5498) gena za ICAM 1, polimorfizmom G241A (rs
1799969) gena za ICAM 1, polimorfizmom C373G (Leul25Val, rs 668) gena za PECAM 1,
polimorfizmom —1082 G/A (rs18000896) gena za interlevkin 10 (IL 10), polimorfizmom —
1159 A/C (rs3212227) gena za interlevkin 12 (IL 12), polimorfizmom —607 C/A (rs1946518)
gena za IL 18 in polimorfizmom —137 G/C (rs187238) gena za IL 18 ter ultrazvo¢nimi
oznacevalci ateroskleroze, napredovanjem ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze in
stabilnostjo leh v vratnih arterijah.

V raziskavo smo vkljucili 795 preiskovancev; 595 je bilo bolnikov s SB tipa 2 in 200
preiskovancev v kontrolni skupini brez SB tipa 2. Preiskovanci so bili slovenskega rodu in
niso bili v sorodu. Odvzeli smo jim kri za biokemijske in molekularnogenetske preiskave ter
izvedli doplersko preiskavo karotidnih arterij. Preiskovanci so izpolnili vpraSalnik z
anamnesticnimi podatki.

Primerjava ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze je pokazala statisticno pomembno visje
vrednosti v debelini intime in medije (DIM) karotidnih arterij (p = 0,03), v seStevku debeline
leh (p = < 0,001) in v Stevilu segmentov z lehami (p = 0,01) v skupini bolnikov s SB tipa 2.
Prav tako so bile statisticno pomembno viSje vrednosti pri kontrolnem pregledu v letnem
prirastku DIM karotidnih arterij (p = 0,02), A Stevila segmentov z lehami (p = 0,03) in A
seStevka debeline leh (p = 0,02) v skupini bolnikov s SB tipa 2.

Ugotovili smo povezavo med genotipom EE K469E (1rs5498) polimorfizma za ICAM 1 in
viSjo vrednostjo seStevka debeline leh (p = 0,04), prisotnostjo nestabilnih leh (p = 0,01) in
vecjim letnim prirastkom DIM karotidnih arterij (p = 0,04) pri bolnikih s SB tipa 2.

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne povezave med ultrazvocnimi oznacevalci
ateroskleroze in genotipi polimorfizma G241A (rs1799969) gena za ICAM 1 pri bolnikih s
SB tipa 2.

Statisticno pomembna razlika je bila ugotovljena med genotipom GG polimorfizma C373G
(rs668) gena za PECAM 1 in prisotnostjo leh v karotidni arteriji (p = 0,03). Genotipi



polimorfizma rs668 gena za PECAM 1 na druge ultrazvocne oznacevalce ateroskleroze niso
vplivali enako kot na napredovanje ateroskleroznih sprememb.

Za genotipa GA in AA polimorfizma G1082A (rs1800896) gena za IL 10 so bile znacilne
statisticno pomembno stabilnejSe lehe glede na genotip GG (p = 0,03). Genotipi polimorfizma
rs1800896 gena za IL 10 na druge ultrazvo€ne oznacevalce ateroskleroze karotidne arterije
niso vplivali enako kot na napredovanje ateroskleroze.

V raziskavi nismo ugotovili povezave med ultrazvocnimi oznacevalci ateroskleroze in
genotipi polimorfizma C1159A (rs3212227) gena za IL 12 pri bolnikih s SB tipa 2. Prav tako
nismo ugotovili povezave med genotipi polimorfizma C607A (rs1946518) in G137C
(rs187238) gena za IL 18 in ultrazvocnimi oznacevalci ateroskleroze karotidne arterije.

Na podlagi molekularnogenetskih raziskav lahko trdimo, da je polimorfizem K469E (rs5498)
gena za ICAM 1 povezan z ultrazvoCnimi oznacevalci ateroskleroze in napredovanjem
ateroskleroze in bi lahko predstavljal genski oznacevalec ateroskleroze pri sladkornih bolnikih
v slovenski populaciji. Genotip GG polimorfizma rs668 gena za PECAM 1 je povezan s
prisotnostjo leh v karotidni arteriji. Za genotipa GA in AA so bile znalilne statisticno
pomembno stabilnejSe lehe glede na genotip GG polimorfizma G1082A (rs1800896) gena za
IL 10.

Klju¢ne besede: sladkorna bolezen, progresija ateroskleroze, ultrazvocni oznacevalci
ateroskleroze, polimorfizem, ICAM 1, PECAM 1, interlevkin 10, interlevkin 12, interlevkin
18



ABSTRACT

GENE POLYMORPHISMS OF ADHESION MOLECULES AND
PROINFLAMMATORY GENES AND PROGRESSION OF
ATHEROSCLEROSIS OF CAROTID ARTERIES IN PATIENTS WITH
DIABETES MELLITUS TYPE 2

Atherosclerosis is a chronic inflammatory process that is characterized by the formation of
atherosclerotic plaque consisting of foam cells, immune cells, vascular endothelium cells,
smooth muscle cells, platelets, the extracellular matrix with a lipid-rich core with necrosis and
fibrosis of surrounding tissues. Complications resulting from atherosclerosis are the leading
cause of morbidity and mortality in the developed world. Diabetes mellitus is one of the major
risk factors for the development of atherosclerosis. The key pathological events in
atherosclerosis are endothelial dysfunction and the inflammatory response to endothelial
injury.

Endothelial dysfunctions induce the secretion of vasoactive and adhesion molecules,
cytokines and growth factors. Elevated levels of adhesion molecules in patients with advanced
atherosclerosis and diabetes mellitus were established. Genetic markers, which are involved in
the inflammatory response, could have an important role in the development of
atherosclerosis.

Our hypothesis was that genetic markers influence the inflammatory response through the
stimulation of atherosclerotic changes and the progression of atherosclerosis in the carotid
arteries of patients with diabetes mellitus type 2. With an associative study we investigated
the association between polymorphism K469E (rs 5498) gene for ICAM-1, polymorphism
G241A (rs1799969) gene for ICAM-1, polymorphism C373G (Leul25Val, RS 668) gene for
PECAM-1, polymorphism -1082 G / A (rs18000896) gene for interleukin-10 (IL-10),
polymorphism -1159 A / C (rs3212227) gene for interleukin-12 (IL-12), polymorphism -607
C/ A (rs1946518) gene for IL-18 and polymorphism -137 G / C (rs187238) gene for IL-18
and ultrasonographic markers of atherosclerosis, ultrasound markers of the progression of
atherosclerosis and plaque stability in the carotid arteries.

In this cross-sectional study, 795 subjects were enrolled, 595 patients with diabetes type 2 and
200 subjects in the control group without diabetes type 2. The subjects were of Slovenian
origin and were not related. Blood samples were taken for biochemical and genetic tests and a
Colour Doppler examination of the carotid arteries was made. The subjects completed a
questionnaire including data on medical history.

Our study showed statistically significant higher levels intima media thickness (IMT) of the
carotid artery (p = 0.03), the sum of plaque thickness (p = < 0.001) and number of plaques
segment (p = 0.01) in the group of patients with diabetes type 2. The study also demonstrated
significantly higher values in the increment of IMT carotid artery (p = 0.02), A number of



segments with plaques (p = 0.03) and A sum of plaque thickness (p = 0.02) in patients with
diabetes type 2.

We have established an association between genotype EE K469E (1rs5498) polymorphism of
ICAM-1 and the higher value of the sum plaque thickness (p = 0.04), the presence of unstable
plaques (p = 0.01) and the maximum annual increment of carotid artery IMT (p = 0.04) in
patients with diabetes type 2.

The results of our study have not shown a statistically significant correlation between
ultrasonographic markers of atherosclerosis and genotypes of G241A polymorphism
(rs1799969) gene for ICAM-1 in patients with diabetes type 2.

A statistically significant difference was found in the genotype GG C373G (rs668)
polymorphism gene for PECAM-1 in the presence of plaques at the carotid artery (p = 0.03).
The genotypes of polymorphism of rs668 gene for PECAM-1 have not had the same influence
on other ultrasound markers of atherosclerosis than they have had on the progression of
atherosclerotic changes.

Subjects with genotype GA and AA had the statistically significant more stable plaques with
respect to the plaque genotype GG G1082A (rs1800896) polymorphism gene for IL-10 (p =
0.03). The genotypes of polymorphism of rs1800896 gene for IL 10 have not had the same
influence on other ultrasound markers of the carotid artery than they have had on the
progression of atherosclerotic changes.

Our study has not found a link between the ultrasound markers of atherosclerosis and
genotypes C1159A (rs3212227) polymorphism gene for IL-12 in patients with diabetes type
2. A correlation between genotypes C607A polymorphism (rs1946518) and G137C
(rs187238) gene for IL-18 and ultrasonographic markers of atherosclerosis in the carotid
artery was also not found.

According to the result of our molecular genetic study we conclude that the K469E (rs5498)
polymorphism gene for ICAM-1 is associated with the ultrasonic markers of atherosclerosis
and the progression of atherosclerosis and could represent a genetic marker of atherosclerosis
in diabetic patients in the Slovenian population. Genotype GG rs668 polymorphism gene for
PECAM-1 is associated with the presence of plaque in the carotid artery. Genotypes GA and
AA are associated with more stable plaques with respect to the plaques genotype GG G1082A
(rs1800896) polymorphism gene for IL-10.

Key words: diabetes mellitus, atherosclerosis progression, ultrasound markers of
atherosclerosis, polymorphism, ICAM-1, PECAM-1, interleukin-10, interleukin-12,
interleukin-18

UDK: 616.13-004.6-002.17:577.27+616.379-008.64:575.22.088.7(043.3
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1 UVOD

Ateroskleroza je multifaktorska bolezen, ki se zaCne v otroStvu in nas spremlja do konca
Zivljenja. Klini¢ne manifestacije ateroskleroze so sréni infarkt, moZganska kap, periferno
Zilno obolenje in nenadna sréna smrt.

Rezultat nacina Zivljenja v tako imenovanem industrializiranem ali razvitem svetu je porast
sréno-Zilnih obolenj (SZO) in sladkorne bolezni (SB). SB je pomemben dejavnik tveganja za
razvoj SZO (1). SZO predstavljajo zelo irok pojem, ki zajema veliko $tevilo obolenj. Niso
vsa SZO neposredna posledica ateroskleroze, ampak so Stevilna povezana s procesi
ateroskleroze. Dejavnike tveganja za razvoj ateroskleroze lahko razdelimo na okoljske in
genske. Delez okoljskih dejavnikov tveganja v skupni obremenitvi za razvoj ateroskleroze je
priblizno 50-odstoten, deleZ genskih dejavnikov tveganja pa od 20- do 60- odstoten (2,3). V
realnosti noben okoljski dejavnik tveganja ni neodvisen od vpliva genskih dejavnikov
tveganja. Stephens in Humphries sta na primer ugotavljala vpliv kajenja na razvoj
ateroskleroze glede na genske dejavnike (4). Dober primer je tudi LDL-holesterol, ki je
odvisen od nacina prehranjevanja, vendar pa na njegovo raven vplivajo tudi genski dejavniki
(5). Klasi¢ni dejavniki tveganja so kajenje, sladkorna bolezen, zviSan krvni pritisk, debelost,
zviSana vrednost LDL-holesterola, zmanjSana telesna dejavnost, moski spol in inzulinska
rezistenca. Tako imenovani novi dejavniki tveganja pa so homocistein, fibrinogen, CRP,
vnetni oznacevalci in drugi (slika 1).

L RIZICNI FAKTORJI

dislipidemija vnetna reakcija
diabetes melitus telesna nedejavnost
kajenje debelost
hipertenzija homaocisteinemija
staranje
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VNETNA REAKCLIA TROMBOZA PROFILERACUA VAZOKONSTRIKCLIA

¢ 8 8 b
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1: Vloga dejavnikov tveganja in genske predispozicije v endotelijski disfunkciji in procesih, ki vodijo v razvoj
ateroskleroze in sréno-Zilnih dogodkov (6).

Stevilni procesi, povezani s SB, kot so endotelijska disfunkcija, hiperkoagulabilnost, vnetna
reakcija in spremembe trombocitov, vplivajo na hitrejSi razvoj ateroskleroznih sprememb in
poslediéni hitrej§i razvoj SZO. V Studiji United Kingdom Prospective Diabete Study
(UKPDS) je bila ugotovljena linearna povezava med ravnjo HbAlc in SZO (7). V Sloveniji je
tako kot v drugih evropskih drzavah 40 odstotkov primerov smrti posledica SZO (8). Pri
bolnikih s SB in SZO se pojavlja priblizno 15 let prej kot v preostali populaciji, prav tako je
sréni infarkt §tirikrat pogostejsi in povezan z ve&jo umrljivostjo (9). Vse manifestacije SZO,
kot so koronarna bolezen, moZganski inzult in periferna Zilna bolezen, so pogostejSe pri
bolnikih s SB kot pri preostali populaciji (10). Framinghamska Studija, v katero je bilo
vkljucenih ve¢ kot 5000 bolnikov, ki so bili spremljani 18 let, je pokazala, da je bilo pri
sladkornih bolnikih ve¢ sréno-zilnih dogodkov (11).

Ateroskleroza in z njo povezana SZO so multifaktorsko gensko pogojeni, pri razvoju pa je
pomembna vloga vnetja (12). Prav tako je s pojavom SB povezana vi§ja raven vnetnih
oznacevalcev, kot so fibrinogen, C-reaktivni protein (CRP), interlevkin 6 (IL 6),
plazminogenski aktivator inhibitorja 1 (PAI'1) in levkociti (13,14,15). Vnetni odgovor na
razlicne dejavnike tveganja ni enak, intenziteta vnetnega odgovora pa je gensko pogojena.
Vloga genskih oznacevalcev, vpletenih v vnetni odgovor, bi lahko bila pomembna pri
hitrejSem razvoju ateroskleroznih sprememb pri bolnikih s SB. Iz tega dejstva izhaja, da je
vloga vnetja pri razvoju obeh bolezni pomembna. Glede na omenjeno lahko sklepamo, da so
pri nastanku obeh bolezni znacilni skupni patofizioloski procesi ter tudi isti dedni in okoljski
dejavniki tveganja.

Klinik pri zdravljenju komplikacij SZO spremlja pri bolniku le klasi¢ne dejavnike tveganja in
poskusa vplivati nanje, dedni dejavniki tveganja pa niso znani. Stevilne $tudije so ugotavljale
povezavo med razlicnimi SNP in aterosklerozo. Rezultati Studij so si pogosto nasprotujoci,
kajti Stevilne spremembe v genomu medsebojno korelirajo in vplivajo na razli¢na obolenja. S
Stevilom zajetih preiskovancev bi se napaka pri interpretaciji lahko zmanjsala, zato se v ta
namen priporoc¢ajo sistematske metaanalize (16).

Kljub napredku v razumevanju razvoja ateroskleroze in aterotromboznih dogodkov v Zilni
steni ne moremo z gotovostjo napovedati sréno-Zilnih zapletov pri posameznem bolniku.
Razumevanje in prepoznavanje vpliva genskih dejavnikov, ki vplivajo na razvoj SZO in SB,
bi omogo¢ili natanéno oceno tveganja za zaplete SZO.

1.1 ATEROSKLEROZA IN VNETJE

Ateroskleroza je kroni¢no vnetno dogajanje z znaCilnim formiranjem lehe, ki je sestavljena iz
penastih celic, celic imunskega sistema, vaskularnih endotelijskih celic, gladkih miSi¢nih
celic, trombocitov, zunajceliénega matriksa ter z maS¢obami bogatega jedra z nekroticnim
materialom in s fibroznim okolnim tkivom (12).

Vnetje je homeostatski mehanizem, vklju¢en v proces zascite celice pred poSkodbo. Namen

vnetnega odgovora je odpraviti vzrok in posledice poSkodbe ter omogociti, da normalno
zdravo tkivo nadomesti poSkodovano.
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Med Zilno steno in krvjo so endotelijske celice, ki ne predstavljajo samo membrane med krvjo
in Zilno steno, ampak omogocajo prenos signalov med celicami. Endotelijske celice izlo¢ajo
Stevilne bioaktivne snovi, uravnavajo vnetni odgovor, hemostazo, prepustnost Zilne stene,
tonus Zilne stene in angiogenezo (17). V funkciji endotelijskih celic je pomembna vloga
dusikovega oksida, ki preprecuje Stevilne mehanizme, povezane z aterogenezo. Klasi¢ni
dejavniki tveganja povzro€ajo nagnjenje k endotelijski disfunkciji (18). Ta je povezana z
zmanjSanjem izlocanja vazodilatacijskih snovi, predvsem dusikovega oksida, in s povecanjem
izlo€anja snovi, ki povzrocajo vazokonstrikcijo (19). Pri endotelijski disfunkciji se poveca
izloCanje adhezijskih molekul, reaktivnih kisikovih delcev, kemokinov in citokinov.

Kljuéno patolosko dogajanje pri aterosklerozi je poskodba endotelija arterijske stene oziroma
vnetni odgovor, ki ga poSkodba sprozi. Mozni povzro€itelji posSkodbe endotelija so sladkorna
bolezen, hiperholesterolemija, arterijska hipertenzija, prosti radikali, povezani s kajenjem,
genski dejavniki, okuzbe oziroma prepletanje omenjenih in drugih dejavnikov tveganja (12).

Poskodba spodbudi endotelijske celice k izloCanju vazoaktivnih in adhezijskih molekul,
citokinov in rastnih dejavnikov. Monociti in limfociti se pritrjujejo na endotelijsko steno in
vstopajo v intimo. Skozi poSkodovan endotelij vstopajo delci LDL in se kopicijo v intimi, kjer
so podvrZeni procesu oksidacije. Oksidirani lipidi spodbudijo izraZzanje adhezijskih molekul in
aktivacijo makrofagov, ki fagocitirajo spremenjene delce LDL in se preoblikujejo v penaste
celice. Oksidirani LDL je toksi¢en za endotelijske celice, pospeSuje proliferacijo gladkih
miSi¢nih celic ter spodbuja izraZzanje tkivnega faktorja in PAI 1 (20). Makrofagi in limfociti T
izloCajo vnetne citokine, predvsem interlevkin (IL) 1 in dejavnik tumorske nekroze o
(TNF o) ter vrsto rastnih dejavnikov, kot je na primer bazi¢ni fibroblastni rastni dejavnik
(angl. basic fibroblast growth factor — bFGF), ki pospeSujejo migracijo in razmnoZevanje
gladkih miSi¢nih celic. Posledici sta zadebelitev in preoblikovanje arterijske stene tako, da
ostane svetlina Zile vsaj na zaCetku nespremenjena (21).

Aktivirane vnetne celice izloCajo hidroliti¢ne encime, vnetne citokine, kemokine in rastne
dejavnike, ki povzro€ijo nadaljnjo poSkodbo z nastankom ZariS¢ne nekroze. Gladke miSi¢ne
celice tvorijo in izloCajo molekule zunajceliCnega matriksa — kolagen, elastin in
proteoglikane, ki sestavljajo fibrozno tkivo. Sredico iz maSCobne in nekrotiCne vsebine
prekrije in zaSciti vezivni pokrov. Nastane napredovala oziroma zapletena lezija, ki obicajno
zozuje svetlino Zile in zmanjSuje pretok krvi skoznjo (12).

Do zapleta v smislu miokardnega infarkta (MI) ali cerebrovaskularnega inzulta (CVI) prihaja
zaradi razpoke aterosklerozne lehe in nastanka trombusa oziroma embolusa. Pri destabilizaciji
aterosklerozne lehe ima pomembno vlogo vnetje (22). Na mestu razpoke aterosklerozne lehe
je prisotno vnetje z aktiviranimi monociti, makrofagi in limfociti T (23). Omenjene celice
vplivajo na stabilnost aterosklerozne lehe. Makrofagi izlo¢ajo proteoliticne encime, ki
razgrajujejo kolagen (24). T-limfociti izlo¢ajo interferon vy, ki zavira nastajanje novih gladkih
miSicnih celic in kolagena (25). Makrofagi izlocajo tkivni dejavnik, ki sproZa koagulacijo in
nastanek tromba (24). Zaradi omenjenih procesov prihaja do tanjSanja pokrova aterosklerozne
lehe in njene destabilizacije. Znacilnosti nestabilne aterosklerozne lehe sta velika maScobna
sredica in tanek vezivni pokrov.
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1.2 SLADKORNA BOLEZEN

Sladkorna bolezen (SB) je kroni¢na presnovna bolezen, za katero je znacilna povecana
vrednost glukoze v krvi (hiperglikemija). SB je posledica pomanjkljivega izloCanja inzulina,
njegovega neucinkovitega delovanja ali obojega, posledica omenjenega je motena presnova
ogljikovih hidratov, mascob in beljakovin (26). SB delimo na dva osnovna tipa, to sta tip 1 in
tip 2. Za SB tipa 1 je znalilno hudo ali popolno pomanjkanje inzulina zaradi imunsko
povzrocenega propadanja celic beta v trebuSni slinavki. Pri sladkorni bolezni tipa 2 je
hiperglikemija posledica prepletanja dedne nagnjenosti, nezdrave prehrane, telesne
nedejavnosti in povetane telesne teZe s centralno razporeditvijo masdevja (27). Stevilo
obolelih s SB po svetu je leta 2013 doseglo 371 milijonov, po predvidevanjih pa se bo do leta
2030 povecalo na 550 milijonov (28). Podatki so utemeljeni s porastom Stevila debelih ljudi in
sodobnim nacinom Zivljenja. Med sladkornimi bolniki je 80 odstotkov debelih (29). Poleg
vedenjskih dejavnikov tveganja je za nastanek SB pomembna tudi vloga dednosti. V druZinah
s SB je tveganje, da bo potomec zbolel za SB, 40 odstotkov vecje kot pri populaciji brez SB
(30).

Sréno-Zilne bolezni so glavni vzrok smrti pri bolnikih s SB; 75 odstotkov sladkornih bolnikov
umre zaradi ishemi¢ne sréne bolezni (1). SB tipa 2 pospesi bolezenski potek ishemicne sréne
bolezni, kar se kaZe v prizadetosti veCjega Stevila koronarnih arterij, v obseznejSih
ateroskleroznih spremembah in v priblizno 15 let zgodnejSem pojavu sréno-Zilnih zapletov
(31). Ateroskleroza se lahko pojavi tudi pred pojavom SB tipa 2, na podlagi Cesar lahko
sklepamo, da so za obe bolezni znacilni isti okoljski in dedni dejavniki tveganja (32). Ko
primerjamo dejavnika tveganja skupni holesterol in zviSan krvni pritisk med bolniki s SB tipa
2 in zdravo populacijo, ugotovimo, da so bolniki s SB tipa 2 od tri- do Stirikrat bolj
izpostavljeni vedjemu tveganju za nastanek SZO kot zdrava populacija (33). Prav tako tudi
delovanje na dejavnike tveganja za nastanek SZO ne vpliva tako pozitivno pri bolnikih s SB
tipa 2 kot pri zdravi populaciji (34).

Mehanizmi vpliva SB na hitrejsi razvoj ateroskleroze niso povsem razjasnjeni. Ugotovljeno
je, da infuzija glukoze zdravim preiskovancem povzroa dvig ravni oznacevalca
oksidativnega stresa nitrotirozina in endotelijsko disfunkcijo (35). Hiperglikemija pospesi
oksidativni odziv v Zilni steni (36). Hiperglikemija zavre tvorbo duSikovega oksida iz
endotelijske sintaze duSikovega oksida (eNOS) in poveca njegovo razgradnjo na podlagi
nastajanja reaktivne kisikove vrste (37). Poleg tega povzroCi porast ravni vnetnih citokinov
(IL 6, IL 18 in TNF o) v serumu, ki jih povezujejo z destabilizacijo ateroskleroznih leh in s
prihodnjimi sréno-zilnimi dogodki (38). Vnetni odziv povezuje obe bolezni, SB in
aterosklerozo, Stevilni dejavniki tveganja za SZO in SB tipa 2 pa povzroGajo aktivacijo
vnetnega odgovora (22). Hiperglikemija v nadaljevanju vnetnega odziva spodbuja proces
ateroskleroze z vazokonstrikcijo in nastankom krvnih strdkov (10).

1.3 ADHEZIJSKE MOLEKULE

Prva Studija, ki je potrdila vlogo celic imunskega sistema v razvoju ateroskleroze, je dokazala
kopicenje T-celic in makrofagov v humani aterosklerozni lehi (39). Ker so T- in B-celice
prisotne tako v normalni kot v aterosklerozni steni krvne Zile, se je predpostavljalo, da
limfociti za migracijo potrebujejo adhezijske molekule. Omenjene celicne adhezijske
molekule nastajajo na endotelijskih celicah, hematopoetskih celicah in celicah imunskega
sistema (40). V to skupino spadajo medceli¢ne adhezijske molekule (angl. intercellular
adhesion molecules — ICAM 1, ICAM 2), zZilne celi¢ne adhezijske molekule (angl. vascular

17



cell adhesion molecule-1 — VCAM-1), trombocitne endotelijske adhezijske molekule (angl.
platelet endothelial cell adhesion molecule-1 — PECAM-1). Potovanje limfocitov in
levkocitov na mesto vnetnega dogodka je natancno reguliran proces. Korakov na poti
levkocitov v zilno steno je vec¢ (slika 1): (1) od selektina odvisno gibanje levkocitov, (2)
zacetek adhezije na podlagi kemokinov in njihovih receptorjev, (3) od integrina odvisna
adhezija in krepitev adhezije z integrinom ter (4) prehod skozi endotelij (41).

1 2 3 4
PRIHOD LEVKOCITOV E VALIANJE | CVRSTO VEZANJE ' TRANSMIGRACIJA

selektin L
selektin P

S /

selektin E ICAM
INTEGRINI, ICAM, VCAM PECAM

Slika 2: Prikaz prihoda levkocitov na mesto vnetnega odziva in prehod skozi endotelij ter delovanje mediatorjev
vnetja na posamezne faze prehoda levkocitov skozi endotelij (po Fotis in sod., 2012)(42)

Raven adhezijskih molekul je zviSana v serumu pri ljudeh z razvito aterosklerozo (43,44,45).
Prav tako je zviSana raven adhezijskih molekul pri pacientih s SB (46). Na podlagi tega
sklepamo, da pri razvoju obeh bolezni potekajo isti patofizioloski procesi.

1.3.11ICAM 1

ICAM 1 je transmembranski glikoproteinski receptor, sestavljen iz 505 aminokislin. Njegova
molekularna teza je med 80 in 114 kDa, odvisno od stopnje glikozilacije (47). ICAM 1 je iz
superdruZine imunoglobulinov. Deluje kot ligand B 2-integrina na levkocitih. Sestavljen je iz
petih ekstracelularnih domen, transmembranske domene in kratke citoplazemske domene
(48). Integrini sodelujejo v stikih celica-celica, celica-ekstracelularni matriks in celica-
patogen. Integrina, ki sodelujeta v regulaciji prenosa levkocitov na mesto vnetnega odgovora,
sta B 2 in o 4. Podskupina 3 2 je LFA 1, ki sodeluje v izgradnji ICAM 1 in ICAM 2. ICAM 1
sodeluje v prenosu levkocitov na mesto vnetja. Glavna funkcija ICAM 1 je zagotoviti trdno
adhezijo levkocitov na endotelij, kar je klju¢no za transendotelijsko migracijo levkocitov.
Zaradi tega je ICAM 1 vkljucen v razli¢ne vnetne procese. ICAM 1 tvorijo endotelijske celice
in levkociti, izlo¢anje pa spodbujajo stimulatorji vnetja, kot so TNF o, IL 1 in interferon y
(IFN 7) (49,50).

Cirkulirajoca ICAM 1 je sestavljena iz samo petih ekstracelularnih Ig-domen; oznacujemo jo
kot sl ICAM 1. SI ICAM 1 manjkata transmembranski del in citoplazemski rep. SI ICAM 1 je
ugotovljena v serumu (51), urinu (52), bronhoalveolarni tekocini (53) in cerebrospinalni
tekocini (54). Normalna koncentracija v serumu ¢loveka je od 100 do 450 ng/ml (40). ZviSana
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raven sl [CAM 1 je dokazana pri SZO, tumorjih, avtoimunskih in drugih boleznih z vnetnim
odzivom (44,55,56). Zvisana raven sl ICAM 1 je ugotovljena pri bolnikih s SB tipa 2 (57).
Vloga ICAM 1 v razvoju ateroskleroze je bila dokazana na miSih z apoE —/- in deficitom
ICAM 1, pri katerih je prislo do zmanjSanja ateroskleroznih sprememb (58).

Vse Studije niso potrdile povezave med SZO in zviSano ravnjo sl ICAM 1. Med primerjavo
vpliva poviSane ravni sl [ICAM 1 in prihodnjega sekundarnega kardiovaskularnega dogodka
pri bolnikih s koronarnim obolenjem ni bila ugotovljena povezava (59).

Ateroskleroza je ZariS¢no vnetno obolenje arterijske stene in zajema dolocene dele arterij, kot
so mesta bifurkacij in mesta deformacij (upogibanje in torzija). Za ta podrocja je znacilen
nepravilen oscilatorni tok krvi, kar povzro¢a povecano izrazenost provnetnih adhezijskih
molekul ICAM 1 in VACAM 1 (60). LDL in oxLDL povecata izrazenost ICAM 1 in
pospesujeta adhezijo monocitov na poskodovani (aktivirani) endotelij (61).

Gen za ICAM 1 lezi na kromosomu 19p13. Sestavljen je iz 15.775 baznih parov, ima sedem
eksonov in Sest intronov, ki so v relativno veliki netranslacijski regiji (62). Translacijska
startna regija je locirana na eksonu 1 (prav tam). Ima dva pogosta polimorfizma, ki vplivata
na izrazenost ICAM 1. Locirana sta na Cetrtem in Sestem eksonu. Pri prvi modifikaciji na
eksonu 4 je aminokislina glicin zamenjana z argininom na kodonu 241, na tretji Ig-domeni
(G241A, rs 1799969) (63). Ta domena je pomembna pri izgradnji levkocitnega integrina
MAC 1 (64). Na Sestem eksonu na kodonu 469 je glutaminska kislina zamenjana z lizinom
(K469E, rs 5498). K469E je na Ig-domeni 5. Omenjena sprememba vpliva na reakcijo
ICAM 1 in njegovega receptorja (65).

Prisotnost polimorfizma K469E je povezana z ravnjo sl ICAM 1 v serumu (66). PovecCana
prisotnost alela E polimorfizma K469E gena za ICAM 1 je bila ugotovljena pri bolnikih s
SZO v primerjavi z zdravo populacijo (67). Ugotovljena je bila povezanost med
polimorfizmom ICAM 1 in ishemi¢nim moZganskim inzultom v primerjavi z genotipom KK
K469E polimorfizma gena za ICAM 1 v preostali populaciji, Se posebej pri Zenskem spolu
(68). Prisotnost alela E469 pri transplantaciji srca $¢iti pred vaskulopatijo, povzroceno s
transplantacijo. Nosilci alela K pa infarkt doZivijo pogosteje (69). Vse raziskave niso potrdile
povezave med polimorfizmi gena za ICAM 1 in pojavom SZO. Povezava genotipov EE in
KK polimorfizma K469E gena za ICAM 1 in srénega infarkta pri bolnikih s SB tipa 2 v
slovenski populaciji ni bila ugotovljena (70).

1.3.2 PECAM 1

PECAM 1, znan tudi kot CD 31, so 130 kDa veliki imunoglobulini. To so transmembranski
glikoproteini iz  Sestih  ekstracelularnih  domen, podobnih imunoglobulinom, s

transmembranskim delom in citoplazemskim repom. PECAM 1 se kodira na podlagi gena
75 kb, ki je na dolgi roki kromosoma 17 (47).

Izrazenost PECAM 1 je na endotelijskih celicah, na povrSini hematopoetskih celic in na
povrSini nevtrofilcev, monocitov, limfocitov, tkivnih bazofilcev in trombocitov (71). V
povezavi z drugimi adhezijskimi molekulami so za PECAM 1 znalilne pomembne signalne
lastnosti. Zelo hitro se odziva na spremembe laminarnega toka, ki je stimulus za
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fosforilizacijo znotrajcelicne domene PECAM 1 in posledi¢no aktivacijo PECAM 1 v
izpostavljeni regiji Zilne stene (72). PECAM 1 je mehanosenzitivna molekula in sodeluje pri
odgovoru na povecanje striznih sil v Zilni steni (73). PECAM 1 je multifunkcionalna
molekula, vkljuena v angiogenezo (74), regulacijo integrina (75), aktivacijo T- in B-celic
(76), transmembransko migracijo monocitov in ekstravazacijo levkocitov med vnetnim
dogajanjem (77). Pomembna je njena vloga pri formiranju lehe in nastanku trombusa (78).

Pomembnost vloge PECAM 1 v vnetnem odgovoru je bila ugotovljena pri miSih brez
PECAM 1, kjer je priSlo do zmanjSanja aktivacije vnetnih genov (ICAM 1) v odgovoru na
nelaminarni tok krvi (73).

Opisanih je enajst polimorfizmov gena za PECAM 1, od teh pa trije vplivajo na zamenjavo
aminokislin v molekuli PECAM 1. Najbolj raziskana je mutacija na eksonu 3, poziciji +373,
ki zajema zamenjavo citozina z gvaninom, kar povzroCa zamenjavo aminokisline levcin z
valinom na poziciji 125 (rs 668) (79). Aktivacija PECAM 1 se odvija med hemofilnim
vezanjem na ekstracelularno imunoglobulinu podobno domeno. Opisani polimorfizem je
povezan z zmoZnostjo navedenega vezanja, kar je povezano z dovzetnostjo za razvoj
ateroskleroze (80).

Studije so pokazale povezavo med polimorfizmi PECAM 1 in kardiovaskularnimi obolenji pri
razli¢nih etni¢nih skupinah, npr. Nemcih (81), Japoncih (82), Indijcih (83) in Slovencih (84).
Omenjene raziskave so dokazale povezanost polimorfizma C373G (Leul25Val) s
kardiovaskularnimi obolenji. Povezanost omenjenega polimorfizma z ishemi¢nim
mozganskim inzultom so za kitajsko populacijo ugotovili Wei in sodelavci (85).

1.4 VNETNI CITOKINI

Citokini so polipeptidne molekule nizje molekularne teZze z vlogo komunikacije med celicami
imunskega odgovora. Njihovo delovanje je na mestu ali v bliZini izraZzanja. Do izraZanja
prihaja po aktivaciji celice in posledi¢nem izrazanju genov. Citokini obi¢ajno delujejo na vec
razli¢nih tipov celic, tako da lahko sprozajo razlicne bioloske procese, prav tako lahko vec
razlinih citokinov sodeluje v istih bioloskih procesih (86). Citokini so velika in razli¢na
skupina molekul; razlikujemo interlevkine, identificiranih je 37, dejavnik tumorske nekroze
(TNF), interferone (INF), stimulirajuci dejavnik za kolonije (CSF), transformirajo¢i rastni
dejavnik (TGF) in kemokine (87). Vkljuceni so v Stevilne fizioloSke procese, posebna pa je
njihova vloga v regulaciji vnetnega in imunoloSkega odgovora. Za vse celice, vklju¢ene v
razvoj ateroskleroze, je znalilna moZnost produkcije ali odgovora na citokine. V
aterosklerozni lehi je obilje citokinov. Ti v prvi fazi ateroskleroze spreminjajo endotelijsko
funkcijo (slika 3). Endotelijske celice izgubljajo zasCitno funkcijo in nastajajo pogoji za
prehod levkocitov skozi endotelij (88). Citokini tudi sprozajo izrazanje kemokinov in
adhezijskih molekul, ki omogocajo migracijo limfocitov in monocitov ter lepljenje na Zilno
steno (89). V intimi in mediji so levkociti aktivirani z lokalno izraZenimi citokini, ki
pospesujejo transformacijo makrofagov v penaste celice (90). V napredovalem stadiju
ateroskleroze provnetni citokini destabilizirajo aterosklerozno leho, ki spodbuja apoptozo
celic in degradacijo matriksa. Posledica odmiranja makrofagov je rast jedra aterosklerozne
lehe. Odmiranje gladkih miSi¢nih celic vodi v tanjSanje fibroznega pokrova, kar omogoca
razpoko lehe (91,92). Na koncu citokini delujejo tako, da inhibirajo protitromboti¢ne lastnosti
endotelijskih celic (93).
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Slika 3: Delovanje citokinov na razvoj ateroskleroze (po Ait-Oufella in sod., 2011)(87).

V nadaljevanju so natancneje opisani interlevkini 10, 12 in 18, katerih polimorfizmi so
povezani z razvojem ateroskleroze.

1.4.1 Interlevkin 10

IL 10 je eden od klju¢nih citokinov, ki sodelujejo v Zaris¢nem in sistemskem odgovoru na
vnetje, in je med aterogenezo v zaSCitni vlogi (94). Sestavljen je iz 178 aminokislin, je
neglikoziliran o-vijacni polipeptid, izlo¢ajo pa ga predvsem monociti, makrofagi in limfociti
T (95). Njegova vloga je v zmanjSanju produkcije monocitnih proinflamatornih citokinov
(96). IL 10 je eden izmed kljucnih regulatorjev vnetnega odgovora in med aterogenezo deluje
za$Citno (94). Prisoten je v ateroskleroznih lehah, kjer je predvsem v makrofagih (97). IL 10
deluje tudi na stabilizacijo aterosklerozne lehe z zaviranjem izrazenosti tkivnega dejavnika in
ciklooksigenaze 2 ter z zaviranjem aktivacije NF kB. Ugotovitve Studij in vitro so pokazale,
da zavira nastajanje metaloproteinaz in spodbuja nastanek tkivnega inhibitorja
metaloproteinaz 1 (TIMMP 1) (98).

Med S$tevilnimi mehanizmi zaviranja nastanka vnetnih citokinov, po katerih naj bi IL 10
vplival na vnetni odziv v steni krvne Zile, je najbolj raziskano delovanje na inhibicijo NF kB v
monocitih in limfocitih T. Do zavore NF kB prihaja na podlagi dveh mehanizmov, in sicer
supresije aktivnosti kinaze zaviralca kappa B (IKK) in inhibicije vezave NF kB na DNA (99).

V raziskavi na migih brez IL 10 (IL 1077, ki so bile na aterogeni dieti, je bilo ugotovljeno
vecje kopicCenje lipidov v ateroskleroznih lehah. Lehe so bile bolj nestabilne, z vecjo
infiltracijo celic, s pove€ano izrazenostjo INF 7y in z zmanjSano koli¢ino kolagena v primerjavi
z miSmi divjega tipa (100).
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Pri bolnikih z nestabilno angino pektoris je bila v primerjavi z bolniki s stabilno angino
pektoris ugotovljena znizana raven IL 10 v serumu (101). Pri sladkornih bolnikih z restenozo
po perkutani koronarni angioplastiki so bile v primerjavi s sladkornimi bolniki brez restenoze
ugotovljene zniZane vrednosti IL 10 (102).

Ugotovljena je bila tudi povezanost med SB in ravnjo IL 10. Pri preiskovancih z nizko
sposobnostjo tvorbe IL 10 je bila v primerjavi s preiskovanci z vi§jo sposobnostjo tvorbe
IL 10 verjetnost nastanka SB 2,7-krat vecja (103).

Gen za IL 10 je na kromosomu 1q31-32, velik je 4,2 kb, vsebuje pet eksonov in Stiri introne
(104).

Tvorbo IL 10 gensko uravnavajo polimorfizmi na podro¢ju promotorja (105). Na podrocju
promotorja gena za IL 10 je zamenjava nukleotida gvanina z adeninom na mestu —1082
pomembna pri regulaciji tvorbe IL 10. Pri posameznikih, homozigotnih za alel G
polimorfizma G1082A, so bile znacilne vi§ja raven IL 10 v serumu, vecja izrazenost mRNA
za IL 10 in vecja tvorba IL 10 po spodbujanju monocitov in vitro (106). Ugotovljena je bila
tudi povezava med polimorfizmi gena za IL 10 in razli¢nimi obolenji, kot so revmatoidni
artritis (107), sistemski lupus eritematodes (108), astma (109) in rakasta obolenja (110).
Ugotovljena je bila povezava med polimorfizmom G1082A gena za IL 10 s povecano tvorbo
IL 10 in z ucinkovitejSo regulacijo vnetja ter dolzino Zivljenja v italijanski populaciji (111).
Vse raziskave pa niso pokazale pozitivnih u¢inkov polimorfizma G1082A pri genu za IL 10.
Povezava ni bila ugotovljena med srénim infarktom ter polimorfizmi G1082A, 819CT in —592
C/A gena za IL 10 (112).

1.4.2 Interlevkin 12

IL 12 je citokin, ki pospeSuje vnetni odziv, inducira produkcijo interferona gama in pospesuje
diferenciacijo celic Th 1 (113). Sestavljen je iz dveh podenot, lahke verige s 35 kDa (p35) in
tezke verige s 40 kDa (p40), ki sta kovalentno povezani z disulfidno vezjo. Podenoti kodirata
locena gena, podenoto p35 IL12A gen na tretjem kromosomu (3p12-q13.2) in podenoto p40
IL12B gen na petem kromosomu (5q31.1-q33.2) (114).

Ker je vloga IL 12 pri spodbujanju Th 1 celicnega odziva osrednja, se domneva, da je tudi
eden izmed klju¢nih posrednikov aterogenega vnetnega procesa (115). IL 12 spodbuja
izloCanje provnetnega dejavnika IFN v s sinergisticnim delovanjem z IL 18, kar dodatno
vpliva na napredovanje ateroskleroznih sprememb (116).

Vloga IL 12 pri razvoju ateroskleroze je bila ugotovljena pri misih. Injiciranje IL 12 je
pospesilo razvoj ateroskleroznih sprememb (117). Prav tako na miSjem modelu je s
funkcionalno blokado IL 12 uspelo zmanjSati povrSino ateroskleroznih leh in stabilizirati
aterosklerozne spremembe (118).

Pri bolnikih s sréno-Zilnimi obolenji je povecana raven IL 12 v serumu (119). Prav tako je bila
ugotovljena povezava med povecano ravnjo IL 12 in nestabilno angino pektoris (120).

Polimorfizmi gena za IL 12A in IL 12B lahko povzro€ajo dovzetnost za imunsko pogojene
bolezni, kot so astma (121), multipla skleroza (122), psoriaza (123) in Takajasujev artritis
(124).
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Vi§je vrednosti IL 12 so bile ugotovljene pri bolnikih s SB tipa 1 v primerjavi z zdravo
populacijo, vi§je vrednosti pa so bile povezane tudi z vecjim indeksom telesne mase (125).

Raziskave gena za IL 12 niso pokazale polimorfizmov v kodirajo¢em zaporedju, kar kaZze na
visoko ohranjenost gena pri ljudeh. Odkriti so bili Stevilni polimorfizmi na nekodirajocih
podrocjih gena za IL 12 p40, med katerimi je raziskan polimorfizem C1159A v regiji 3 UTR.
Dokazano je, da so nosilci —1159 genotipa AA izpostavljeni manjSemu tveganju za
mozgansko kap (126).

1.4.3 Interlevkin 18

IL 18 je znan kor interferon gama (IFN y) spodbujajo¢i dejavnik. Pripada superdruZzini
interlevkina 1 in je pomemben regulator imunskega odziva (127). Citokin, ki spodbuja vnetni
odziv, sodeluje pri kroni¢nih vnetjih ter avtoimunskih in rakastih obolenjih. IL 18 spodbuja
tvorbo Stevilnih drugih posrednikov, vpletenih v aterogenezo, kot so vnetni citokini IL 1, IL 6
in TNF o, kemokini IL 8, kemotakti¢en protein za monocite 1 (MCP 1) in zaviralni protein za
monocite lae (MIP 1a), ICAM 1, spodbujevalni dejavnik rasti kolonij granulocitov in
makrofagov (GM-CSF), inducibilna sintaza duSikovega oksida (iNOS) in inducibilna
ciklooksigenaza 2 (Cox 2) (128,129). Tvorijo ga v najve¢ji meri monociti in makrofagi, lahko
pa Se keranociti, hondrociti, sinovialni fibroblasti in osteoblasti (130, 131).

IL 18 spodbuja tudi aktivacijo IL 12, ki sodeluje v diferenciaciji T-limfocitov (132). IL 18 in
IL 12 sinergisticno delujeta v spodbujanju nastanka IFN vy, celic ubijalk in podskupin
makrofagov (116,133).

Mallat s sodelavci je v ateroskleroznih lehah ugotovil visoko raven IL 18 , ki je bila znacilno
povezana s prisotnostjo klini¢nih in patoloSkih znakov nestabilnosti aterosklerozne lehe (91).
Vzrok za te ugotovitve bi lahko bila vloga IL 18 pri spodbujanju izrazanja encimov
kolagenaz, ki so klju¢ne pri razgradnji kolagena, kar povzro€a nestabilnost aterosklerozne
lehe (134). Dokazano je, da je pri bolnikih s SB viSja raven IL 18 (135), prav tako je
dokazano, da imajo sladkorni bolniki z vi§jo ravnjo IL 18 debelejSo intimo in medijo ter vec
ateroskleroznih leh v karotidnih arterijah kot sladkorni bolniki z normalno ravnjo IL 18 (136).

Gen za IL 18 je na 11. kromosomu q22.2-q22.3, sestavljen pa je iz Sestih eksonov in petih
intronov (137). Stevilni polimorfizmi gena za IL 18 so bili odkriti na podro&ju promotorja.
Ugotovljena je povezava polimorfizmov IL 18 in SZO (138) z revmatoidnim artritisom (139),
Alzheimerjevo boleznijo (140) in SB tipa I (141).

Zamenjava gvanina s citozinom na mestu —137 spremeni vezavno mesto za jedrni faktor
HA4TF 1 (angl. histone 4 transcription factor-1), zamenjava citozina z adeninom na mestu —607
pa spremeni vezavno mesto za protein odzivnega elementa za ciklicni adenozinmonofosfat.
Opisane spremembe lahko spremenijo gensko aktivnost IL 18 (142). Ugotovljena je povezava
med nosilci —=607A in zniZano serumsko vrednostjo IL 18 v primerjavi z nosilci —607C (143).
Prav tako je ugotovljeno, da monociti nosilcev alela 137C producirajo nizZjo raven IL 18 kot
monociti nosilcev alela —137G (144). Vpliv polimorfizmov IL 18 na ishemi¢no moZgansko
kap so ugotovili Zhang in sodelavci v kitajski populaciji. Ugotovili so, da je pri bolnikih s
haplotipom —607C/-137G povecano tveganje za ishemi¢no mozgansko kap (145).
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1.5 DEBELINA INTIME IN MEDIJE KAROTIDNE ARTERIJE

Porast debeline intime in medije karotidne arterije (DIM) je zgodnji subklini¢ni znak
ateroskleroze in daje dobro napovedno vrednost za sréne dogodke (146). Priznan je kot
nadomestni oznaCevalec generalizirane ateroskleroze (147). Glede na velike Studije, kot so
Atherosclerosis Risk in Communites (ARIC), The Cardiovascular Health Study (CHS) in The
Rotterdam Study, je potrjena povezava med DIM in tveganjem sréno-Zilnega dogodka
(147,148,149).

Ze zgodnje spremembe na Zilni steni je mogode ugotoviti z ultrazvoéno preiskavo. Ta
preiskava z visoko resolucijo je najboljSa metoda za odkrivanje zgodnjih stadijev
ateroskleroze predvsem zaradi preprostosti, Siroke dostopnosti, dobre resolucije med tkivi v
primerjavi z drugimi radioloSkimi tehnikami in zaradi neinvazivnosti. Ultrazvocna slika na
longitudinalnem rezu prikaze strukturo med dvema linijama na zgornjem in spodnjem delu
preiskovane Zile. Ena linija predstavlja mejo med svetlino Zile in intimo, druga pa mejo med
intimo in adventicijo (150).

Meritve DIM se razen v klini¢ni praksi uporabljajo tudi v Stevilnih raziskavah. Obstajajo
omejitve v primerjavi rezultatov raziskav zaradi razlicnih nacinov izvajanja meritev DIM
(miSljena sta predvsem mesto in tehnika meritve). Zaradi tega je treba pred izvajanjem
raziskave pripraviti natanc¢en protokol izvajanja meritev. Zadebelitev DIM je lahko posledica
kompenzatornih mehanizmov s hipertrofijo medije kot posledico hiperplazije gladkih
miSi¢nih celic in fibrocelularne hipertrofije. Teh sprememb ni mogoce razlikovati od
sprememb, ki so posledica ateroskleroze. V zdravi populaciji je DIM med 0,25 in 1,5 mm
(151), s tem da > 1 mm pomeni zviSano vrednost (152).

Metaanaliza Studij o vplivu zniZevanja LDL-holesterola na debelino DIM je pokazala, da se z
zniZevanjem LDL-holesterola za deset odstotkov debelina DIM zmanjSa za 0,75 odstotka na
leto (153). Pri pacientih z dokazanim SZO je ugotovljena vedja debelina DIM v primerjavi z
zdravo populacijo (154).

Leha je fokalna struktura, ki se bo¢i v svetlino krvne Zile za najmanj 0,5 mm ali za 50
odstotkov od okolnega DIM. Meritve DIM se izvajajo na mestu brez lehe, na bolj oddaljenem
robu. Priporoca se izvajanje na treh mestih, in sicer v skupni karotidni arteriji, v predelu
bifurkacije in v notranji karotidni arteriji. V skupni karotidni arteriji se meritev izvaja 5 mm
pred bifurkacijo. Meritve v notranji karotidni arteriji se izvajajo na ravnem delu, in ne v
predelu, kjer arterija dela ovinek. Meritev v predelu bifurkacije je zaradi ukrivljenosti Zilne
stene otezena. Natan¢na priporocila glede izvajanja meritev so v mannheinskem konsenzu
(Mannheim carotid intima-media thickness and plaque consensus) (150).
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2 NAMEN IN HIPOTEZA RAZISKAVE

Namen asociacijske raziskave je bil preveriti naslednje trditve:

1. Polimorfizem K469E (rs 5498) gena za ICAM 1 je povezan z DIM, debelino leh in s
seStevkom leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2.

2. Polimorfizem G241A (rs 1799969) gena za ICAM 1 je povezan z DIM, debelino leh in s
seStevkom leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2.

3. Polimorfizem C373G (Leul25Val, rs 668) gena za PECAM 1 je povezan z DIM, debelino
leh in s seStevkom leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2.

4. Polimorfizem G1082A (rs1800896) gena za interlevkin 10 (IL 10) je povezan z DIM,
debelino leh in s seStevkom leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2.

5. Polimorfizem C1159A (rs3212227) gena za interlevkin 12 (IL 12) je povezan z DIM,
debelino leh in s seStevkom leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2.

6. Polimorfizem C607A (rs1946518) gena za interlevkin 18 (IL 18) je povezan z DIM,
debelino leh in s seStevkom leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2.

7. Polimorfizem G137C (rs187238) gena za interlevkin 18 (IL 18) je povezan z DIM,
debelino leh in s seStevkom leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2.

8. Polimorfizem K469E (rs5498) gena za ICAM 1 je povezan z napredovanjem
ateroskleroznega procesa pri bolnikih s SB tipa 2, ki ga bomo kvantificirali z DIM, debelino
leh in s seStevkom leh.

9. Polimorfizem G241A (rs1799969) gena za ICAM 1 je povezan z napredovanjem
ateroskleroznega procesa pri bolnikih s SB tipa 2, ki ga bomo kvantificirali z DIM, debelino
leh in s seStevkom leh.

10. Polimorfizem C373G (Leul25Val, rs668 ) gena za PECAM 1 je povezan z
napredovanjem ateroskleroznega procesa pri bolnikih s SB tipa 2, ki ga bomo kvantificirali z
DIM, debelino leh in s seStevkom leh.

11. Polimorfizem G1082A (rs1800896) gena za interlevkin 10 (IL 10) je povezan z
napredovanjem ateroskleroznega procesa pri bolnikih s SB tipa 2, ki ga bomo kvantificirali z
DIM, debelino leh in s seStevkom leh.

12. Polimorfizem CI1159A (rs3212227) gena za interlevkin 12 (IL 12) je povezan z
napredovanjem ateroskleroznega procesa pri bolnikih s SB tipa 2, ki ga bomo kvantificirali z
DIM, debelino leh in s seStevkom leh.

13. Polimorfizem C607A (rs1946518) gena za IL 18 je povezan z napredovanjem

ateroskleroznega procesa pri bolnikih s SB tipa 2, ki ga bomo kvantificirali z DIM, debelino
leh in s seStevkom leh.
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14. Polimorfizem GI137C (rs187238) gena za IL 18 je povezan z napredovanjem
ateroskleroznega procesa pri bolnikih s SB tipa 2, ki ga bomo kvantificirali z DIM, debelino
leh in s seStevkom leh.

Hipotezi sta naslednji:

e Polimorfizmi testiranih genov adhezijskih molekul in vnetnih genov so povezani z
DIM, debelino leh in s seStevkom leh (angl. plaque score) v vratnih arterijah ter z bolj
nestabilnimi lehami pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2.

® Genska raznolikost testiranih genov adhezijskih molekul in vnetnih genov vpliva na
napredovanje ateroskleroznega procesa v triletnem obdobju opazovanja pri bolnikih s
sladkorno boleznijo tipa 2, ki ga bomo kvantificirali z DIM, debelino leh in s
seStevkom leh.
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3 PREISKOVANCI IN METODE RAZISKAVE

Vsi bolniki, ki so sodelovali v raziskavi, so bili seznanjeni s potekom in z namenom
raziskave. Strinjanje z odvzemom krvi za genske in biokemijske preiskave ter s sodelovanjem
v raziskavi so potrdili s podpisom. Raziskavo je odobrila Komisija za medicinsko etiko
Republike Slovenije na redni seji 17. 8. 2010 (Stevilka odlocbe 98/08/10).

3.1 PREISKOVANCI

V prospektivno asociacijsko prese¢no Studijo je bilo vkljucenih 795 preiskovancev. 595 je
bilo bolnikov s SB tipa 2 in 200 preiskovancev v kontrolni skupini brez SB tipa 2. Bolniki s
SB tipa 2 so bili vodeni v diabeti¢nih ambulantah v Splo$ni bolniSnici Murska Sobota, SploSni
bolniSnici Slovenj Gradec, v Zdravstvenem domu Gornja Radgona, v Zdravstvenem domu
Ljutomer in v Zdravstvenem domu Lendava. Preiskovanci so bili slovenskega rodu in niso bili v
sorodu.

Ob vkljucitvi v raziskavo so vsi preiskovanci podali anamnesti¢ne podatke o predhodnih
boleznih, kajenju in trajanju SB tipa 2. Odvzeti so bili vzorci krvi za molekularnogenetske in
biokemijske preiskave. Odvzeta je bila venska kri iz kubitalne vene v 10-mililitrske epruvete
Na-EDTA. Dolocani so bili glikemija na teS¢e, HbAlc (%), skupni holesterol, HDL, LDL,
trigliceridi in visokoselektivni CRP. Preiskovanci so bili ob odvzemu krvi tes¢i. Od klini¢nih
podatkov so bili zbrani podatki o spolu in starosti, obsegu pasu in telesni teZi, izraCunan je bil
indeks telesne mase ter izmerjena sistoli¢ni in diastoli¢ni krvni pritisk. Vsi omenjeni podatki
so bili vpisani v enotni vpraSalnik. Isto¢asno so bile ultrazvocno pregledane vratne arterije.

Vabilu na kontrolni ultrazvoc¢ni pregled vratnih arterij se je odzvalo 426 preiskovancev iz skupine
bolnikov s SB tipa 2 in 132 preiskovancev iz kontrolne skupine. Med prvim in kontrolnim
ultrazvo¢nim pregledom vratnih arterij je minilo v povprecju 3,8 £ 0,5 leta. Bolniki s srénim
infarktom in z ishemi¢no mozgansko kapjo so bili iz raziskave izkljuceni.

3.2 ULTRAZVOCNA PREISKAVA VRATNIH ARTERIJ

Ultrazvocne preiskave so bile izvedene z aparatom Toshiba Aplio SSA-700 (Toshiba Medical
System Corp., Tokio, Japonska); uporabljena je bila linearna multifrekventna sonda 7,5-10
MHz. Vse preiskave, ki so bile izvedene v lezeCem poloZaju preiskovanca, sta opravila
izkuSena izvajalca. Karotidna arterija je bila pregledana od supraklavikularne jame do roba
spodnje Celjusti. V pregled so bili vkljuceni skupna karotidna arterija, karotidna bifurkacija,
zacetni del notranje karotidne arterije in zunanja karotidna arterija na obeh straneh. Meritve so
bile izvedene na treh mestih, in sicer v skupni karotidni arteriji, notranji karotidni arteriji in
zunanji karotidni arteriji. Ugotavljani so bili DIM, seStevek leh (Stevilo segmentov z lehami),
seStevek debeline leh in prisotnost nestabilnih leh.

DIM je definiran kot podro¢je med notranjim robom intime in robom med medijo in
adventicijo. DIM je bil merjen na mestu brez leh, na 10 mm dolgem segmentu, na bolj
oddaljenem robu ultrazvocne slike. Meritve DIM so bile izvajane po priporocilih
mannheimskega konsenza (150).

Leha je bila definirana kot struktura, ki se Siri v lumen Zile za ve¢ kot 0,5 mm ali za ve¢ kot
50 odstotkov okolnega DIM ali debeline DIM > 1,5 mm (mannheimski konsenz) (155).
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RazSirjenost ateroskleroze vratnih arterij je bila ocenjena s seStevkom leh. Ultrazvo¢no je bila
ugotavljana prisotnost leh v skupni vratni, notranji vratni in zunanji vratni arteriji. Prisotnost
leh v eni od arterij je bila ovrednotena z eno tocko. Preiskava je bila izvajana na levi in desni
debeline leh je bil izracunan kot seStevek najvecje debeline leh na merjenih mestih. Glede na
stabilnost so bile lehe razdeljene v pet tipov (155):

e Tip I (homogeno hipoehogena leha). Znacilnosti tega tipa so razjede na povrSini,
krvavitve v lehi ali visoka vsebnost mascob. Lehe so hipoehogene do anehogene
vsebine. Tovrstne lehe so nestabilne.

e Tip II (pretezno hipoehogene lehe). Lehe tega tipa vsebujejo ve¢ kot 50 odstotkov
neehogenih predelov.

e Tip III (pretezno hiperehogene lehe). Lehe tega tipa vsebujejo manj kot 50 odstotkov
nestabilnih hipoehogenih elementov.

e Tip IV (homogeno hiperehogene lehe). Lehe lahko vsebujejo drobne kalcinacije, ki so
sestavljene predvsem iz fibroznega tkiva.

e Tip V (pretezno kalcinirane lehe). Lehe povzrocajo akusti€no senco, ki onemogoca
oceno arterijske stene ali svetline. Lehe tega tipa so nizkega tveganja za razvoj
ishemi¢nega dogodka.

3.3 BIOKEMIJSKE PREISKAVE

Ob vkljucitvi v raziskavo in ob kontrolnem pregledu smo preiskovancem odvzeli po 15 ml
krvi iz kubitalne vene. V krvi smo dolocali celotni holesterol, LDL- in HDIL-holesterol,
trigliceride, visokoreaktivni CRP, raven glukoze na teS¢e in HbAlc (v odstotkih).
Biokemijske preiskave so bile izvedene po standardnem biokemijskem postopku, v
atestiranem bolni$ni¢nem laboratoriju.

3.4 MOLEKULARNOGENETSKA ANALIZA

Genomski DNA smo izolirali iz 100 uL polne krvi z uporabo seta FlexiGene DNA,
upostevajo¢ protokol proizvajalca (Qiagene GmbH, Hilden, Nemcija). Polimorfizme K469E
(rs 5498) gena za ICAM 1, G241A (rs 1799969), gena za ICAM 1, C373G (rs 668), gena za
PECAM 1, G1082A (rs1800896), gena za IL 10, C1159A (rs3212227), gena za IL 12p40,
C607A (rs1946518), gena za IL 18 in G137C (rs187238) ter gena za IL 18 smo dolocili na
podlagi PCR v realnem casu z uporabo seta StepOne (48-well) real-Time PCR System,
upostevajo¢ navodila proizvajalca (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, ZDA).
Uporabljali smo komercialno dostopni set za genotipizacijo TagMan SNP Genotyping assay,
upostevajo¢ navodila proizvajalca (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, ZDA).

3.5 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Z uporabo Kolmogorov-Smirnovega testa smo na zacetku preverili, ali porazdelitve vrednosti
spremenljivk  sledijo normalni porazdelitvi. Normalno porazdeljene kontinuirane
spremenljivke smo prikazali v obliki povpre€je + standardni odklon. Spremenljivke, ki niso
sledile normalni porazdelitvi, smo prikazali kot vrednosti mediane (medkvartilnega intervala).
Studentov test t ali analizo variance (ANOVA) smo uporabili za primerjavo numeri¢nih
vrednosti kontinuiranih spremenljivk, ¢e so bile spremenljivke normalno porazdeljene. Mann-
Whitneyjev test U ali Kruskal-Wallisov test H smo uporabili, ¢e so bile spremenljivke
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asimetricno porazdeljene. Test ¥2 smo uporabili za primerjavo frekvenc kategori¢nih
spremenljivk, statisticno vrednotenje razlik v frekvencah razli¢nih alelov in genotipov med
raziskavo in pri ugotavljanju Hardy-Weinbergovega ravnovesja.

Na podlagi Pearsonove korelacijske analize smo ugotavljali povezanost med neodvisnimi
spremenljivkami. V primeru visoke stopnje povezanosti med spremenljivkama smo za
vkljucitev v multivariantne statisti¢ne modele izbrali samo eno spremenljivko iz vsakega para.
Spremembo vrednosti ultrazvocnih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij smo izracunali
tako, da smo od vrednosti, izmerjene ob kontrolnem ultrazvocnem pregledu vratnih arterij,
odsteli vrednost, izmerjeno ob prvem ultrazvocnem pregledu.

Pri preizkusanju domnev smo kot statisticno pomembno upostevali vrednost p, manjSo od
p <0,05. Bonferronijevo korekcijo smo uporabili za odpravo tveganja glede na Stevilo
izvedenih primerjav. Vse statisticne analize smo izvedli z racunalniSkim programom za
statisticno analizo SPSS za Windows, v razli¢ici 20 (Statistical Package for the Social
Sciences Inc., Chicago, Illinois, ZDA).
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4 REZULTATI

Doktorska disertacija je sestavljena iz sedmih asociacijskih raziskav vpliva polimorfizmov
adhezijskih molekul (rs 5498 gena za ICAM 1, rs 1799969 gena za ICAM 1, Leul25Val gena
za PECAM 1) in interlevkinov (G1082A gena za IL 10, C1159 A gena za IL 12, C607A gena
za IL 18, G137C gena za IL 18) na debelino DIM, debelino leh, seStevek leh in prisotnost
nestabilnih leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 in vpliva na napredovanje
ateroskleroznega procesa, ki je izraZzeno z napredovanjem v DIM, debelini leh, seStevku leh in
prisotnosti nestabilnih leh v obdobju med prvim in kontrolnim pregledom (3,8 + 0,5 leta).

4.1 KLINICNE IN BIOKEMIJSKE ZNACILNOSTI PREISKOVANCEYV

V tabeli 1 so prikazane klini¢ne in biokemijske znacilnosti preiskovancev ob vkljucitvi v
raziskavo.

Tabela 1: Klini¢ne in biokemijske znacilnosti preiskovancev ob vklju¢itvi v raziskavo

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n = 595 zdravih
n =200
Starost (leta) 61,38 +£ 9,65 60,07 £ 9,18 0,07
Moski spol (%) 338 (56,8) 92 (46) 0,008
Trajanje SB (leta) 11,25 +7,88 - -
Kadilci (%) 53 (8,91) 34 (17) 0,002
Obseg pasu (cm) 108,65 + 12,88 93,31 + 13,18 < 0,001
ITM (kg/m”) 30,96 + 4,74 27,90 + 4,42 0,16
Sistoli€ni krvni tlak (mm Hg) 146,98 + 19,98 143,3 + 16,6 0,86
Diastoli¢ni krvni tlak (mm Hg) 85,75+ 11,62 84,7+£11,6 0,19
Glikemija na te$¢e (mmol/L) 8,04 £2,57 5,27 £ 0,87 < 0,001
HbAlc (%) 7,89 £ 3,56 4,79 £ 0,29 < 0,001
Celotni holesterol (mmol/L) 4,70 £ 1,19 5,36 + 1,08 < 0,001
Holesterol HDL (mmol/L) 1,19 £ 0,35 1,43 £0,37 < 0,001
Holesterol LDL (mmol/L) 2,63 £0,94 3,24 £ 0,98 < 0,001
Trigliceridi (mmol/L) 1,9 (1,2-2,7) 1,3 (0,9-1,9) < 0,001
Visokoob¢utljivi CRP (mg/L) 2,2 (1-4,3) 1,3 (0,8-2,7) < 0,001

Iz tabele 1 je razvidno, da med bolniki s SB tipa 2 in kontrolno skupino ob vkljucitvi v
raziskavo ni bilo statisticho pomembnih razlik v starosti, spolu, indeksu telesne mase ter
sistolicnem in diastolicnem krvnem pritisku. Statisticno pomembna razlika je bila ugotovljena
pri obsegu pasu, saj je bil ta pri bolnikih s SB tipa 2 statisticno pomembno vecji (p < 0,001)
kot pri preiskovancih v kontrolni skupini. Kadilcev je bilo statisticno pomembno (p = 0,002)
veC v kontrolni skupini kot v skupini bolnikov s SB tipa 2 (tabela 1). Biokemijske preiskave
krvi so pokazale statisticno pomembno vi§je ravni glikemije na teSce, HbAlc, trigliceridov in
CRP v skupini bolnikov s SB tipa 2 v primerjavi s kontrolno skupino.

Skupni holesterol, LDL in HDL so bili statisticno pomembno visji v kontrolni skupini kot v
skupini bolnikov s SB tipa 2 (tabela 1). Ta rezultat je mogoce razloZiti s predpostavko, da v
primerjavi s kontrolno skupino zdravje bolnikov s SB tipa 2 nadzorujeta osebni zdravnik in
diabetolog.
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Klini¢ne in biokemijske znacilnosti smo preverjali ob kontrolnem pregledu v povprecju 3,8 +
0,5 leta od prvega pregleda. V tabeli 2 so prikazani rezultati omenjenih kontrolnih pregledov.

Tabela 2: Klini¢ne in biokemijske znacilnosti preiskovancev ob kontrolnem pregledu

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n =426 zdravih
n=137
Starost (leta) 64,28 +7,79 65,83 +7,58 0,56
Moski spol (%) 231 (54,2) 59 (43,1) 0,02
Kadilci (%) 35(8,2) 64,4 0,18
Obseg pasu (cm) 109,73 £11,73 95,24 + 12,38 < 0,001
ITM (kg/m”) 32,20 £5,07 30,18 = 4,69 0,16
Sistoli¢ni krvni tlak (mm Hg) 1494 +24.4 147,72 £ 23,26 0,84
Diastoli¢ni krvni tlak (mm Hg) 85,9 +11,2 84,83 £11,16 0,94
Glikemija na tes¢e (mmol/L) 8,06 + 2,24 5,88 +2.78 < 0,001
HbAlc (%) 7,85+1,12 5,37 £ 1,20 < 0,001
Celotni holesterol (mmol/L) 4,36 £ 1,08 479 £ 1,12 0,02
Holesterol HDL (mmol/L) 1,26 +£ 0,39 1,39 +0,41 0,10
Holesterol LDL (mmol/L) 2,29 +0,94 2,72 +1,02 0,18
Trigliceridi (mmol/L) 1,84 (1,20-2,10) 1,40 (1,05-1,95) < 0,001
Visokoobcutljivi CRP (mg/L) 2,35 (1-4,5) 1,4 (1-2,1) < 0,001

Na kontrolni pregled je prislo 426 preiskovancev iz skupine bolnikov s SB tipa 2 in 137
preiskovancev iz kontrolne skupine. Iz tabele 2 je razvidno, da ni statisticno pomembnih
razlik med skupinama v starosti, spolu, indeksu telesne mase ter sistolicnem in diastoliénem
pritisku. Statisticho pomembna razlika je bila le pri obsegu pasu, pri bolnikih s SB tipa 2 pa je
bil v primerjavi s preiskovanci v kontrolni skupini statisticno pomembno vecji obseg pasu
(p <0,001); rezultat je bil podoben rezultatu ob vkljucitvi v raziskavo. Razlika v delezu
kadilcev ni bila statisticno pomembna, kar je predstavljalo razliko glede na rezultate ob
vkljucitvi v raziskavo, ko je bilo statisticno pomembno veC kadilcev v kontrolni skupini.
Rezultat si razlagamo z moZnostjo, da so posamezniki zaradi vkljucitve v raziskavo nehali
kaditi.

Biokemijske preiskave niso pokazale statisticno pomembnih razlik med skupinama
preiskovancev v ravneh celotnega holesterola ter holesterola HDL in LDL v primerjavi z
rezultati ob vkljucitvi v raziskavo, ko je bila ta razlika statisticho pomembna. Rezultat je
mogoce razloZiti s predpostavko, da so preiskovanci iz kontrolne skupine zaceli natancneje
upostevati priporoCila osebnega zdravnika in izvajati terapijo za zniZevanje holesterola.
Statisticno pomembna razlika je bila v ravneh glikemije na teS¢e, HbAlc, trigliceridov in
CRP, glede katerih so bile pri bolnikih s SB tipa 2 v primerjavi s kontrolno skupino statisticno
pomembno vi§je ravni.
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4.2 PRIMERJAVA ULTRAZVOCNIH OZNACEVALCEV ATEROSKLEROZE V
VRATNIH ARTERIJAH MED PREISKOVANCI OB VKLJUCITVI V RAZISKAVO
IN KONTROLNEM PREGLEDU

Ob vkljucitvi v raziskavo smo pri vseh preiskovancih opravili ultrazvocni pregled vratnih
arterij. Izmerili smo DIM, zapisali Stevilo segmentov z lehami in seSteli debelino Ieh.
Rezultati ultrazvocnih preiskav so navedeni v tabeli 3.

Tabela 3: Primerjava ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij med bolniki s SB tipa 2 in
zdravimi preiskovanci v kontrolni skupini ob vkljucitvi v raziskavo

Bolniki s SB Kontrolna P
n =595 skupina zdravih
n =200
Debelina intime in medije (um) 1013 +208 979 £ 141 0,03
Stevilo segmentov z lehami 2,52 +1,63 1,92 + 1,64 < 0,001
Sestevek debeline leh (mm) 7,89 £3,51 5,65 +£3,52 0,01

Statisticno pomembna razlika med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino je bila
ugotovljena glede vrednosti DIM (p = 0,03), seStevka debeline leh (p = <0,001) in Stevila
segmentov z lehami (p = 0,01). Ob kontrolnem pregledu, ki je bil opravljen v povprecju 3,8 +
0,5 leta od prvega pregleda, je bil ponovljen ultrazvoc¢ni pregled vratnih arterij in ponovno so
bili preverjeni DIM, Stevilo leh in seStevek debeline leh. Iz razlike med DIM ob vkljucitvi v
raziskavo in kontrolnem pregledu je bil izraCunan letni prirastek DIM. Iz razlike v Stevilu
segmentov z lehami ob vkljucitvi v Studijo in ob kontrolnem pregledu je bila izraCunana A
Stevila segmentov z lehami, ki predstavlja odstotek izhodiS¢ne vrednosti. Iz razlike seStevka
debeline leh ob vkljucitvi v Studijo in ob kontrolnem pregledu je bila izraCunana A seStevka
debeline leh, kar prav tako predstavlja odstotek izhodiS¢ne vrednosti. Rezultati so navedeni v
tabeli 4.

Tabela 4: Spremembe ultrazvocnih kazalnikov ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 v
obdobju med prvim in kontrolnim ultrazvo¢nim pregledom vratnih arterij

Bolniki s SB Kontrolna  skupina | p
n =426 zdravih
n =137
Letni prirastek DIM (um/leto) 20,33 (11,74-29,86) 12,83 (8,82-20,66) 0,02
A Stevila segmentov z lehami 2 (1-3) 1,5 (0,7-2,2) 0,03
A sestevka debeline leh (mm) 5,40 (2,40-7,05) 3,64 (2,88-5,48) 0,02

A — sprememba vrednosti spremenljivke v obdobju opazovanja, izraZena kot odstotek izhodi$¢ne vrednosti

Statisticno pomembna razlika med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino je bila
ugotovljena v letnem prirastku DIM (p = 0,02), A Stevila segmentov z lehami (p = 0,03) in
A sestevka debeline leh (p = 0,02) (tabela 4).

4.3 GENSKA ANALIZA PREISKOVANCEYV
4.3.1 Polimorfizem gena za ICAM 1 K469E (rs 5498)

Razporeditev genotipov polimorfizma K469E (rs5498) je prikazana v tabeli 5.
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Tabela 5: Razporeditev genotipov polimorfizma K469 (rs5498) gena za ICAM 1 pri bolnikih s SB tipa 2 in

zdravih preiskovancih v kontrolni skupini

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n =595 zdravih
n =200

Genotip KK 172 (28,9) 59 (29,5) 0,87
Genotip KE 306 (51,4) 105 (52,5)
Genotip EE 117 (19,7) 36 (18)
Alel K 650 (54,6) 223 (55,8) 0,69
Alel E 540 (45,4) 177 (44,2)

Statisticno pomembna razlika v razporeditvi genotipov polimorfizma rs5498 za ICAM 1 med
skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino ni bila ugotovljena.

Razporeditev genotipov v populaciji bolnikov s SB tipa 2 in v kontrolni skupini je bila v
Hardy-Weinbergovem ravnovesju (SB tipa 2: y2 = 0,83; p = 0,36; kontrolna skupina: 2 =
0,82; p=0,36).

Ultrazvocni oznacevalci ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 so bili primerjani
glede na genotipe polimorfizma rs5498 gena za ICAM 1. Rezultati so navedeni v tabeli 6.

Tabela 6: Primerjava ultrazvocnih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij med bolniki s SB tipa 2
glede na genotipe polimorfizma K469E (rs5498) gena za ICAM 1 ob vkljuéitvi v raziskavo

Genotip KK | Genotip KE | Genotip EE | P

Debelina intime in medije (um) | 996 + 206 1015 +£212 1024 £ 212 0,65
Stevilo segmentov z lehami 2,26 +1,54 2,54 +1,62 2,74 +1,75 0,15
Sestevek debeline leh (mm) 7,07 + 3,64 7,94 + 4,32 8,95 +4,73 0,04
Prisotnost leh + 144 (83,7) 257 (84) 98 (83,8) 0,99

- 28 (16,3) 49 (16) 19 (16,2)
Prisotnost + 83 (57,6) 161 (62,6) 44 (44,9) 0,01
nestabilnih leh - 61 (42,4) 96 (37,4) 54 (55,1)

Povezava med posameznimi genotipi polimorfizma rs5498 in DIM ni bila ugotovljena, prav
tako tudi ne povezava med posameznimi genotipi rs5498 ter Stevilom segmentov z lehami in
prisotnostjo leh. Povezava je bila ugotovljena med seStevkom debeline leh (p=0,04)
in prisotnostjo nestabilnih leh (p = 0,01) glede na genotip rs5498 gena za ICAM 1 (tabela 6).
Genotip EE rs5498 je povezan z vi§jo vrednostjo seStevka debeline leh in s prisotnostjo
nestabilnih leh.

Spremembe ultrazvocnih kazalnikov ateroskleroze pri bolnikih s SB tipa 2 v obdobju med

vkljucitvijo v raziskavo in kontrolnim pregledom glede na genotipe polimorfizma rs 5498
gena za ICAM 1 so navedene v tabeli 7.
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Tabela 7: Spremembe ultrazvo¢nih kazalnikov ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 v
obdobju med prvim in kontrolnim ultrazvoénim pregledom vratnih arterij glede na genotipe
polimorfizma K469 (rs5498) gena za ICAM 1

Genotip KK Genotip KE Genotip EE p
Letni prirastek DIM (um/leto) 12,76 (5,26— 20,34 (12,50-28,04) 26,09 (20,69-32,42) 0,04
23,96)
A Stevila segmentov z lehami 1(0,5-3) 2 (1-2,5) 3 (2-3) 0,65
A seStevka debeline leh (mm) 4,3 (1,4-7,8) 5,4 (1,55-10,15) 6,3 (2,3-8,1) 0,62

A — sprememba vrednosti spremenljivke v obdobju opazovanja, izraZena kot odstotek izhodi§¢ne vrednosti

Ugotovljena je bila statisticno pomembna razlika pri letnem prirastu DIM, genotip EE rs 5498
pa je povezan z vec¢jim letnim prirastkom DIM. Statisticno pomembne razlike ni bilo v Stevilu
segmentov z lehami in seStevku debeline leh med posameznimi genotipi polimorfizma rs5498
(tabela 7).

Tabela 8 prikazuje povezanost pojavnosti nestabilnih leh pri bolnikih s SB tipa 2 ob vkljucitvi
v raziskavo glede na klasi¢ne dejavnike tveganja za aterosklerozo in genotipe polimorfizma
K469E za ICAM 1. Ugotovljena je bila statisticno pomembna povezava med genotipom EE
polimorfizma K469E in pojavom nestabilnih leh v karotidni arteriji. Pri genotipu KE
polimorfizma K469E gena za ICAM 1 tako kot pri klasi¢nih dejavnikih tveganja za
aterosklerozo ni bila ugotovljena statisticno pomembna povezava s pojavnostjo nestabilnih
leh.

Tabela 8: Povezanost genotipov polimorfizma K469E (rs5498) gena za ICAM 1 s prisotnostjo
leh/nestabilnih leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 ob vkljuditvi v raziskavo

Prisotnost leh Prisotnost nestabilnih leh

ORMY5%CD | p OR (95 % CI) p
Arterijska hipertenzija (0 =ne; 1 =da) | 2,43 0,25 | 1,56 0,38
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 0,12 0,44 | 0,17 0,37
Serumski holesterol LDL (mmol/L) 1,45 0,32 | 1,22 0,71
Serumski holesterol HDL (mmol/L) 0,15 0,03 | 0,48 0,76
Hbalc (%) 0,72 0,10 | 1,14 0,49
Genotip KE 0,97 0,49 | 0,74 0,17
Genotip EE 0,85 0,51 | 1,69 0,03

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje in zdravljenje s statini.
Referencna skupina so homozigoti za alel K.

V tabeli 9 so prikazani rezultati povezanosti med napredovanjem ateroskleroze vratnih arterij
pri bolnikih S SB tipa 2 s klasi¢nimi dejavniki tveganja za aterosklerozo ter z genotipoma KE
in EE polimorfizma K469E gena za ICAM 1. Ugotovljena je bila statisticno pomembna
povezava med letnim prirastkom DIM in genotipom EE polimorfizma K469E gena za
ICAM 1. Sestevek segmentov z lehami in seStevek debeline leh pri omenjenem genotipu nista
pokazala statisticno pomembne povezave. Statisticno pomembna povezava ni bila ugotovljena
med genotipom KE polimorfizma K469E gena za ICAM 1 in kazalniki napredovanja
ateroskleroze karotidne arterije, enako kot pri klasi¢nih dejavnikih tveganja za aterosklerozo.
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Tabela 9: Povezanost genotipov polimorfizma K469 (rs5498)gena za ICAM 1 z napredovanjem
ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2

A DIM/leto A Stevila A seStevka debeline leh
segmentov

B p B p B p
Arterijska hipertenzija 1,45 0,35 | 1,26 0,64 1,46 0,92
Sistoli¢ni krvni tlak 0,12 0,44 | 0,08 0,32 0,45 0,48
Serumski holesterol LDL | 0,32 0,40 | 0,07 0,69 0,53 0,41
Serumski holesterol HDL | —0,04 0,18 | —0,51 | 0,34 —0,39 0,90
Hbalc (%) 0,89 0,70 | 0,13 0,43 0,68 0,28
Genotip KE 1,37 0,49 | 0,74 0,17 1,14 0,37
Genotip EE 3,69 0,03 | 0,25 0,51 1,31 0,62

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost,

spremenljivke v modelu.

Referencna skupina so homozigoti za alel K.

spol, kajenje, zdravljenje s statini ter izhodiS¢no vrednost odvisne

4.3.2 Polimorfizem gena za ICAM 1 G241A (rs 1799969)

Razporeditev genotipov polimorfizma G242A (rs 1799969) gena za ICAM 1 v skupini
bolnikov s SB tipa 2 in v kontrolni skupini je prikazana v tabeli 10.

Tabela 10: Razporeditev genotipov polimorfizma R241G (rs1799969) gena za ICAM 1 pri bolnikih s SB
tipa 2 in zdravih preiskovancih v kontrolni skupini

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n =595 zdravih
n =200

Genotip GG 466 (78,3) 153 (76,5) 0,81
Genotip GA 120 (20,2) 43 (21,5)
Genotip AA 9(1,5) 4(2)
Alel G 1052 (88.4) 349 (87,3) 0,54
Alel A 138 (11,6) 51 (12,7)

V razporeditvi genotipov polimorfizma rs 1799969 gena za ICAM 1 ni bila ugotovljena
statisticno pomembna razlika med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino.
Razporeditev genotipov v populaciji bolnikov s SB tipa 2 in v kontrolni skupini je bila v
Hardy-Weinbergovem ravnovesju (SB tipa 2: y2 = 0,16; p = 0,69; kontrolna skupina: 2 =
0,23; p = 0,63). Zaradi majhnega Stevila homozigotov za alel A v obeh skupinah
preiskovancev smo jih pri statisticni analizi zdruzili s heterozigoti. Ultrazvoc¢ni oznacevalci
ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 so bili primerjani glede na genotipe
polimorfizma rs1799969 gena za ICAM 1. Ultrazvo¢ni oznacevalci ateroskleroze so bili
zapisani na podlagi ultrazvoc¢ne preiskave ob vkljucitvi v Studijo. Rezultati so zapisani v tabeli

11.
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Tabela 11: Primerjava ultrazvocnih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij med bolniki s SB tipa 2
glede na genotipe polimorfizma R241G (rs1799969) gena za ICAM 1 ob vkljuéitvi v raziskavo

. Genotipa p
Genotip GG GA + AA

Debelina intime in medije (um) | 1009 + 209 1026 + 204 0,51
Stevilo segmentov z lehami 2,49 +1,61 2,58 +£1,76 0,67
Sestevek debeline leh (mm) 7,62 +4.41 8,79 +4,81 0,08
Prisotnost leh + 396 (85) 103 (79,8) 0,17

— 70 (15) 26 (20,2)
Prisotnost + 235 (59,3) 53 (51,4) 0,18
nestabilnih leh — 161 (40,7) 50 (48,6)

Razlika med ultrazvocnimi oznacevalci ateroskleroze glede na genotip polimorfizma
r$s1799969 gena za ICAM 1 ni bila ugotovljena (tabela 11).

Ultrazvocne oznacevalce ateroskleroze smo preverjali ob kontrolnem pregledu 3,8 + 0,5 leta
od prvega pregleda. Izracunali smo letni prirastek DIM, A Stevila segmentov z lehami, kar
predstavlja odstotek izhodiS¢ne vrednosti, in A seStevka debeline leh, kar prav tako
predstavlja odstotek izhodiS¢ne vrednosti. Rezultati so prikazani v tabeli 12.

Tabela 12: Spremembe ultrazvo¢nih kazalnikov ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 v
obdobju med prvim in kontrolnim ultrazvoénim pregledom vratnih arterij glede na genotipe
polimorfizma R241G (rs1799969) gena za ICAM 1

Genotip GG Genotipa GA + AA | p
Letni prirastek DIM (um/leto) 20,69 (12,21- | 24,28 (10,71-32,18) 0,66
28,65)
A Stevila segmentov z lehami 2 (0,5-3) 2 (1-3) 0,92
A seStevka debeline leh (mm) 4,30 (2,3-7,88) 5,85 (2,90-8,53) 0,31

A — sprememba vrednosti spremenljivke v obdobju opazovanja, izraZena kot odstotek izhodi§¢ne vrednosti

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike med genotipi rs1799969 gena za
ICAM 1 in spremembami ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze med prvim in kontrolnim
pregledom.

Povezanost med genotipi rs1799969 gena za ICAM 1 s prisotnostjo leh oziroma nestabilnih
leh je prikazana v tabeli 13.

Tabela 13: Povezanost genotipov polimorfizma R241G (rs1799969) gena za ICAM 1 s prisotnostjo
leh/nestabilnih leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 ob vkljuditvi v raziskavo

Prisotnost leh Prisotnost nestabilnih leh

ORMY5%CD | p OR (95 % CI) p
Arterijska hipertenzija (0 =ne; 1 =da) | 1,66 0,21 | 1,24 0,53
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 0,162 0,36 | 0,15 0,25
Serumski holesterol LDL (mmol/L) 1,32 0,40 | 1,46 0,61
Serumski holesterol HDL (mmol/L) 0,18 0,03 | 0,44 0,33
Hbalc (%) 0,95 0,04 | 0,83 0,47
Genotipa GA + AA 1,32 0,49 | 1,18 0,22

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje in zdravljenje s statini.
Referencna skupina so homozigoti za alel G.

Povezava med genotipoma GA + AA in prisotnostjo leh oziroma nestabilnih leh ni bila

ugotovljena. Ugotovljena pa je bila povezava med ravnjo serumskega HDL in HbAlc ter
prisotnostjo leh.
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Povezanost genotipov GA + AA polimorfizma rs1799969 gena za ICAM 1 z napredovanjem
ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze je prikazana v tabeli 14.

Tabela 14: Povezanost genotipov polimorfizma R241G (rs1799969) gena za ICAM 1 z napredovanjem
ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2

A DIM/leto A Stevila A sestevka debeline leh
segmentov

B p B p B p
Arterijska hipertenzija 1,54 0,55 | 0,32 0,95 1,06 0,18
Sistoli¢ni krvni tlak 0,14 0,42 | 0,07 0,49 0,43 0,18
Serumski holesterol LDL | 0,56 0,87 | 0,08 0,65 0,19 0,87
Serumski holesterol HDL | —0,55 0,44 | -0,54 | 0,31 -0,64 0,25
Hbalc (%) 0,23 0,38 | 0,02 0,85 0,46 0,16
Genotipa GA + AA 1,33 0,56 | 0,38 0,36 1,07 0,49

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje, zdravljenje s statini ter izhodi§¢no vrednost odvisne
spremenljivke v modelu.
Referencna skupina so homozigoti za alel G.

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne povezave med ultrazvo¢nimi oznacevalci
ateroskleroze in genotipoma GA + AA polimorfizma rs1799969 gena za ICAM 1 (tabela 14).

4.3.3 Polimorfizem gena za PECAM 1 +373C/G (rs 668)

Razporeditev genotipov polimorfizma +373C/G (rs 668) gena za PECAM 1 je prikazana v
tabeli 15.

Tabela 15: Razporeditev genotipov polimorfizma 373C/G (rs668) gena za PECAM 1 pri bolnikih s SB tipa
2 in zdravih preiskovancih v kontrolni skupini

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n =595 zdravih
n =200

Genotip CC 174 (29,2) 53 (26,5) 0,71
Genotip CG 303 (50,9) 108 (54)
Genotip GG 118 (19,9) 39 (19,5)
Alel C 651 (54,7) 214 (53,5) 0,67
Alel G 539 (45,3) 186 (46,5)

V razporeditvi genotipov polimorfizma rs 668gena za PECAM 1 ni bila ugotovljena
statisticno pomembna razlika med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino.
Razporeditev genotipov v populaciji bolnikov s SB tipa 2 je bila v Hardy-Weinbergovem
ravnovesju (SB tipa 2: ¥2 = 0,45; p = 0,50; kontrolna skupina: y2 = 1,46; p = 0,23).

Primerjali smo tudi ultrazvo¢ne oznacevalce ateroskleroze vratnih arterij, ugotovljene ob

vkljucitvi v raziskavo, med bolniki s SB tipa 2 glede na genotipe polimorfizma rs668 gena za
PECAM 1. Rezultati so prikazani v tabeli 16.
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Tabela 16: Primerjava ultrazvocnih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij med bolniki s SB tipa 2
glede na genotipe polimorfizma 373C/G (rs668) gena za PECAM 1 ob vkljucitvi v raziskavo

Genotip CC | Genotip CG | Genotip GG p

Debelina intime in medije (um) 1041 = 198 990 + 187 988 + 211 0,19
Stevilo segmentov z lehami 2,56 + 1,65 2,39 +1,72 2,51 +1,54 0,36
Sestevek debeline leh (mm) 8,14 + 4,77 7,99 +£5,23 7,66 +4,02 0,16
Prisotnost leh + 149 (85,6) 256 (84,5) 94 (79,7) 0,36

- 25 (14,4) 47 (15,5) 24 (20,3)
Prisotnost nestabilnih + 86 (57,7) 144 (56,3) 58 (61,7) 0,66
leh - 63 (42,3) 112 (43,7) 36 (38,3)

Kot je razvidno iz tabele 16, ob vkljucitvi v raziskavo ni bila ugotovljena statisticno
pomembna razlika med genotipi polimorfizma rs668 gena za PECAM 1 in ultrazvo¢nimi
oznacevalci ateroskleroze vratnih arterij.

Kontrola ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah je bila opravljena ob
kontrolnem pregledu 3,8 + 0,5 leta od prvega pregleda. Izracunali smo letni prirastek DIM, A
Stevila segmentov z lehami, kar predstavlja odstotek izhodiS¢ne vrednosti, in A seStevka
debeline leh, kar prav tako predstavlja odstotek izhodiS¢ne vrednosti. Rezultati so prikazani v
tabeli 17.

Tabela 17: Spremembe ultrazvocnih kazalnikov ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 v
obdobju med prvim in kontrolnim ultrazvoénim pregledom vratnih arterij glede na genotipe
polimorfizma 373C/G (rs668) gena za PECAM 1

Genotip CC Genotip CG Genotip GG p
Letni prirastek DIM (um/leto) | 20,34 (11,64-28,04) | 20,69 (7,14-32,28) | 14,28 (10,71-35,97) | 0,71
A Stevila segmentov z lehami | 2 (0,5-2,5) 2 (1-3) 2 (2-3) 0,74
A sestevka debeline leh (mm) | 7,30 (3,85-8,70) 5,45 (2,30-9,20) 4,40 (1,40-8,42) 0,38

A — sprememba vrednosti spremenljivke v obdobju opazovanja, izraZena kot odstotek izhodi$¢ne vrednosti

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike med genotipi polimorfizma rs668 gena
za PECAM 1 in napredovanjem ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze v opazovalnem
obdobju.

Povezanost med genotipoma CG in GG polimorfizma rs668 gena za PECAM 1 in prisotnostjo
leh oziroma nestabilnih leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 je prikazana v tabeli 18.

Tabela 18: Povezanost genotipov polimorfizma rs668 gena za PECAM 1 s prisotnostjo leh/nestabilnih leh
v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 ob vklju¢itvi v raziskavo

Prisotnost leh Prisotnost nestabilnih leh

ORMW5%CD | p OR (95 % CI) P
Arterijska hipertenzija (0 =ne; 1 =da) | 1,88 0,35 | 1,38 0,52
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 0,24 0,68 | 0,26 0,32
Serumski holesterol LDL (mmol/L) 1,41 041 | 1,34 0,25
Serumski holesterol HDL (mmol/L) 0,11 0,02 | 0,31 0,34
Hbalc (%) 0,89 0,03 | 1,23 0,43
Genotip CG 1,03 0,49 1 0,72 0,17
Genotip GG 1,18 0,03 | 0,68 0,51

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje in zdravljenje s statini.
Referencna skupina so homozigoti za alel C.
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Rezultati so pokazali statisticho pomembno razliko v prisotnosti leh v genotipu GG
polimorfizma rs668 gena za PECAM 1; referenc¢na vrednost je bil genotip CC. Razlika ni bila
ugotovljena v prisotnosti nestabilnih leh. Prisotnost leh je bila vi§ja tudi pri bolnikih z vi§jim
serumskim HDL in vis§jim HbAlc.

Povezanost genotipov CG in GG polimorfizma rs668 gena za PECAM 1 z napredovanjem
oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 je prikazana v tabeli 19.

Tabela 19: Povezanost genotipov polimorfizma 373C/G (rs668) gena za PECAM 1 z napredovanjem
ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2

A DIM/leto A Stevila A seStevka debeline leh
segmentov

B p B p B p
Arterijska hipertenzija 1,38 0,73 |1 0,18 0,73 1,09 0,53
Sistoli¢ni krvni tlak 0,07 0,71 | 0,01 0,88 0,08 0,81
Serumski holesterol LDL | 0,43 0,90 | 0,34 0,64 0,62 0,82
Serumski holesterol HDL | —0,14 0,64 | -0,67 | 0,18 -1,33 0,48
Hbalc (%) 0,96 0,40 | 0,68 0,34 0,98 0,24
Genotip CG 0,94 0,75 | 0,29 0,43 0,45 0,51
Genotip GG 0,43 0,47 | 0,56 0,26 0,30 0,32

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje, zdravljenje s statini ter izhodi$¢no vrednost odvisne
spremenljivke v modelu.
Referencna skupina so homozigoti za alel C.

Rezultati so pokazali, da genotipa CG in GG polimorfizma rs668 gena za PECAM 1 nista
povezana z napredovanjem ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah pri
bolnikih s SB tipa 2.

4.3.4 Polimorfizem G1082A (rs1800896) gena za interlevkin 10

Razporeditev genotipov polimorfizma G1082A (rs1800896) gena za IL 10 je prikazana v
tabeli 20.

Tabela 20: Razporeditev genotipov polimorfizma G1082A (rs1800896) gena za IL 10 pri bolnikih s SB tipa
2 in zdravih preiskovancih v kontrolni skupini

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n =595 zdravih
n =200

Genotip GG 183 (30,7) 57 (28,5) 0,84
Genotip GA 314 (52,8) 109 (54,5)
Genotip AA 98 (16,5) 34 (17)
Alel G 680 (57,2) 223 (55,8) 0,62
Alel A 510 (42,8) 177 (44,2)

V razporeditvi genotipov polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 ni bila ugotovljena
statisticno pomembna razlika med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino.
Razporeditev genotipov pri bolnikih s SB tipa 2 in zdravih preiskovancih v kontrolni skupini
je bila v Hardy-Weinbergovem ravnovesju (SB tipa 2: 2 = 3,57; p = 0,06; kontrolna skupina:
2 =2,19;p=0,14).
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Ultrazvocne oznacevalce ateroskleroze vratnih arterij, ugotovljene ob vkljucitvi v raziskavo,
med bolniki s SB tipa 2 smo primerjali glede na genotipe polimorfizma rs1800896 gena za IL
10. Rezultati so prikazani v tabeli 21.

Tabela 21: Primerjava ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij med bolniki s SB tipa 2
glede na genotipe polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 ob vklju¢itvi v raziskavo

Genotip GG | Genotip GA | Genotip AA p

Debelina intime in medije (um) 1032 214 1012 £ 202 1001 =220 0,67
Stevilo segmentov z lehami 2,64 +1,68 2,55+1,41 2,29 + 1,65 0,42
Sestevek debeline leh (mm) 8,12 +4,49 7,77 £4.92 7,19 +£3,82 0,18
Prisotnost leh + 148 (80,9) 265 (84.,4) 85 (86,7) 0,39

- 35(19,1) 49 (15,6) 13 (13,3)
Prisotnost nestabilnih + 72 (48,6) 165 (62,3) 49 (57,6) 0,03
leh - 76 (51,4) 100 (37,7) 36 (42,4)

Statisticno pomembna razlika med genotipi polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 in DIM ni
bila ugotovljena v Stevilu segmentov z lehami, v seStevku debeline leh in prisotnosti leh.
Ugotovljena pa je bila statistitho pomembna razlika v prisotnosti nestabilnih leh. Pri
genotipih GA in AA so bile lehe statisticno pomembno stabilnejSe kot pa pri genotipu GG
(p =0,03).

Ultrazvocne oznacCevalce ateroskleroze vratnih arterij smo kontrolirali 3,8 + 0,5 leta od prve
preiskave. Izracunali smo letni prirastek DIM, A Stevila segmentov z lehami, kar predstavlja
odstotek izhodiS¢ne vrednosti, in A seStevka debeline leh, kar prav tako predstavlja odstotek
izhodis¢ne vrednosti. Rezultati so prikazani v tabeli 22.

Tabela 22: Spremembe ultrazvo¢nih kazalnikov ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 v
obdobju med prvim in kontrolnim ultrazvoénim pregledom vratnih arterij glede na genotipe
polimorfizma rs1800896 gena za IL 10

Genotip GG Genotip GA Genotip AA p
Letni prirastek DIM (um/leto) | 20,33 (10,54-28,65) | 17,14 (12,25-23,35) | 12,34 (6,55-16,28) | 0,06
A Stevila segmentov z lehami | 2 (0,75-3) 2,5 (0,5-3) 2 (1-2,25) 0,62
A sestevka debeline leh (mm) | 5,42 (3,65-8,43) 6,45 (5,05-8,58) 4,35 (2,80-7,22) 0,44

A — sprememba vrednosti spremenljivke v obdobju opazovanja, izraZena kot odstotek izhodi$¢ne vrednosti

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike med genotipi polimorfizma
rs1800896 gena za IL 10 in napredovanjem DIM, v seStevku segmentov z lehami in seStevku
debeline leh v obdobju med vkljucitvijo v raziskavo in kontrolnim pregledom (3,8 + 0,5 let).

Prisotnost leh oziroma nestabilnih leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 glede na
genotipa GA in AA polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 je prikazana v tabeli 23.

40



Tabela 23: Povezanost genotipov polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 s prisotnostjo leh/nestabilnih leh
v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 ob vkljucditvi v raziskavo

Prisotnost leh Prisotnost nestabilnih leh

OR (95% CI) p OR (95% CI) p
Arterijska hipertenzija (0 =ne; 1 =da) | 1,64 (0,95-2,31) | 0,06 | 1,12 (0,64-1,76) 0,98
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 1,09 (0,97-1,34) | 0,33 1,18 (0,97-1,32) 0,32

Serumski holesterol LDL (mmol/L) 1,21 (0,76-1,91) | 0,41 1,09 (0,76-1,58) 0,64

Serumski holesterol HDL (mmol/L) 0,16 (0,04-0,63) | 0,009 | 0,29 (0,08-1,13) 0,07

Trigliceridi (mmol/L) 1,35 (0,56-1,67) | 0,03 | 1,16 (0,65-1,47) | 0,34
Hbalc (%) 1,19 (0,62-1,76 | 0,24 | 1,16 (0,85-1,43) | 0,42
Genotip GA 1,17 (0,44-2.76) | 0,84 | 1,65 (0,74-3,70) | 0,02
Genotip AA 1,67 (0,88-3,11) | 0,07 | 1,23(0,65-3,29) | 0,52

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje in zdravljenje s statini.
Referencna skupina so homozigoti za alel G.

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike v prisotnosti leh v genotipih GA in AA
polimorfizma rs1800896 gena za IL 10. Razlika je bila ugotovljena glede prisotnosti
nestabilnih leh pri genotipu GA, pri genotipu AA pa razlike ni bilo. Referen¢na vrednost je bil
genotip GG. Prisotnost leh je bila vec¢ja pri bolnikih z visjim serumskim HDL in visjimi
vrednostmi trigliceridov.

Povezanost genotipov GA in AA polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 z napredovanjem
oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 je prikazana v tabeli 24.

Tabela 24: Povezanost genotipov polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 z napredovanjem ateroskleroze
vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2

A DIM/leto A Stevila A seStevka debeline leh
segmentov

B p B p B p
Arterijska hipertenzija (0 =ne; | 0,082 | 0,62 0,069 | 0,61 1,060 0,49
1 =da)
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 0,013 | 0,50 0,025 | 0,86 0,036 0,73
Serumski holesterol LDL 0,069 | 0,64 0,062 | 0,61 0,622 0,62
Serumski holesterol HDL - 0,15 - 0,02 -0,338 0,54
Trigliceridi (mmol/L) 0,256 | 0,094 | 0,107 | 0,40 0,514 0,56
Hbalc (%) 1,156 | 0,26 1,35 0,24 0,749 0,71
Genotip GA - 0,65 0,204 | 0,14 1,562 0,93
Genotip AA — 0,29 0,033 | 0,41 0,181 0,51

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje, zdravljenje s statini ter izhodi§¢no vrednost odvisne
spremenljivke v modelu.
Referencna skupina so homozigoti za alel G.

Rezultati so pokazali, da genotipa GA in AA polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 nista
povezana z napredovanjem ultrazvoCnih oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah pri
bolnikih s SB tipa 2 med pregledom ob vkljucitvi v Studijo in kontrolnim pregledom (3,8 +
0,5 leta). Ugotovljeno je bilo povecCanje Stevila segmentov z lehami pri bolnikih z vi§jimi
vrednostmi HDL-holesterola.

4.3.5 Polimorfizem C1159A (rs3212227) gena za interlevkin 12 p40

Razporeditev genotipov polimorfizma C1159A (rs3212227) gena za IL 12 p40 je prikazana v
tabeli 25.
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Tabela 25: Razporeditev genotipov polimorfizma C1159A (rs3212227) gena za IL 12 p40 pri bolnikih s SB
tipa 2 in zdravih preiskovancih v kontrolni skupini

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n =595 zdravih
n =200

Genotip CC 373 (62,7) 93 (46,5) 0,0002
Genotip CA 197 (33,1) 92 (46)
Genotip AA 25 (4,2) 15 (7,5)
Alel C 943 (79,2) 278 (69,5) <0,0001
Alel A 247 (20,8) 122 (30,5)

V razporeditvi genotipov polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 je ugotovljena
statisticno pomembna razlika med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino.
Razporeditev genotipov med bolniki s SB tipa 2 in v kontrolni skupini je bila v Hardy-
Weinbergovem ravnovesju (SB tipa 2: 2 = 0,02; p = 0,87; kontrolna skupina: y2 = 1,44; p =
0,23).

Ultrazvo¢ne oznacevalce ateroskleroze vratnih arterij, ugotovljene ob vkljucitvi v raziskavo,
pri bolnikih s SB tipa 2 smo primerjali glede na genotipe polimorfizma rs3212227 gena za IL
12 p40. Rezultati so prikazani v tabeli 26.

Tabela 26: Primerjava ultrazvocnih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij med bolniki s SB tipa 2
glede na genotipe polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 ob vkljucitvi v raziskavo

Genotip CC | Genotip CA | Genotip AA p
Debelina intime in medije (um) 991 + 206 1103 £202 1116 £97 0,58
Stevilo segmentov z lehami 2,48 £1,83 295+1,53 3,17+ 1,34 0,56
Sestevek debeline leh (mm) 7,32 +4,55 8,29 +4,12 8,67 + 3,30 0,94
Prisotnost leh + 304 (81,5) 172 (87,3) 22 (88) 0,17
- 69 (18,5) 25 (12,7) 3(12)

Prisotnost nestabilnih + 165 (54,3) 104 (60,5) 17 (77,3) 0,07
leh — 139 (45,7) 68 (39,5) 5(22,7)

Statisticno pomembna razlika med genotipi polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 in
DIM ni bila ugotovljena v Stevilu segmentov z lehami, seStevku debeline leh, prisotnosti leh
in prisotnosti nestabilnih leh ob vkljucitvi v raziskavo.

Ultrazvocne oznacevalce ateroskleroze vratnih arterij smo kontrolirali 3,8 + 0,5 leta od prve
preiskave. Izracunali smo letni prirastek DIM, A Stevila segmentov z lehami, kar predstavlja
odstotek izhodiS¢ne vrednosti, in A seStevka debeline leh, kar prav tako predstavlja odstotek
izhodis¢ne vrednosti. Pridobljene rezultate meritev smo primerjali glede na genotip
polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40. Rezultati so prikazani v tabeli 27.
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Tabela 27: Spremembe ultrazvo¢nih kazalnikov ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 v
obdobju med prvim in kontrolnim ultrazvoénim pregledom vratnih arterij glede na genotipe
polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40

Genotip CC Genotip CA Genotip AA p
Letni prirastek DIM (um/leto) | 18,28 (10,71-26,65) | 20,51 (10,34-28,22) | 24,14 (10,52-29,86) | 0,76
A Stevila segmentov z lehami | 1,5 (1-2,75) 2 (1-3) 2 (0,75-3) 0,27
A sestevka debeline leh (mm) | 4,32 (2,63-7,08) 5,83 (3,10-7,26) 6,45 (3,58-8,48) 0,59

A — sprememba vrednosti spremenljivke v obdobju opazovanja, izraZena kot odstotek izhodi$¢ne vrednosti

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike med genotipi polimorfizma rs3212227
gena za IL 12 p40 v napredovanju DIM, seStevku segmentov z lehami in seStevku debeline
leh v obdobju med vkljucitvijo v raziskavo in kontrolnim pregledom (3,8 + 0,5 leta).

Prisotnost leh oziroma nestabilnih leh v vratnih arterijah ob vkljucitvi v raziskavo pri bolnikih
s SB tipa 2 glede na genotipa CA in AA polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 je
prikazana v tabeli 28.

Tabela 28: Povezanost genotipov polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 s prisotnostjo leh/nestabilnih
leh v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 ob vkljucitvi v raziskavo

Prisotnost leh Prisotnost nestabilnih leh

OR (95 % CI) p OR (95% CI) P
Arterijska hipertenzija (0 =ne; 1 =da) | 1,46 (0,96-2,27) | 0,46 | 1,74 (0,64-2,91) 0,43
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 1,03 (0,97-1,17) | 0,34 | 1,04 (0,98-1,43) 0,31

Serumski holesterol LDL (mmol/L) 1,18 (0,62-1,67) | 0,22 | 1,22 (0,73-1,89) 0,04

Serumski holesterol HDL (mmol/L) 0,45 (0,05-0,78) | 0,52 | 0,26 (0,06-1,17) 0,07

Trigliceridi (mmol/L) 1,37 (0,53-1,96) | 0,03 | 1,08 (0,73-1,39) | 0,96
Hbalc (%) 1,48 (0,72-2,06) | 0,29 | 1,28 (0,88-1,85) | 0,19
Genotip CA 1,79 (0,85-2,49) | 0,12 | 1,48 (0,69-2,27) | 0,93
Genotip AA 1,86 (0,72-2,27) | 0,29 | 1,92 (0,76-3,24) | 0,29

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje in zdravljenje s statini.
Referencna skupina so homozigoti za alel C.

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike v prisotnosti leh v genotipih CA in AA
polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40. Referencna vrednost je bil genotip CC. Prisotnost
leh je bila viS§ja pri bolnikih z viSjimi serumskimi trigliceridi (p = 0,03). Ugotovljena je bila
povezava med ravnjo LDL-holesterola in stabilnostjo lehe (p = 0,04).

Povezanost genotipov CA in AA polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 z
napredovanjem oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah med dvema pregledoma (3,8 +
0,5 leta) pri bolnikih s SB tipa 2 je prikazana v tabeli 29.
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Tabela 29: Povezanost genotipov polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 z napredovanjem
ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2

A DIM/leto A Stevila A seStevka debeline leh
segmentov

B p B p B p
Arterijska hipertenzija 0,112 0,53 | 0,095 | 0,56 0,133 0,13
Sistoli¢ni krvni tlak 0,148 0,39 | 0,067 | 0,68 0,059 0,09
Serumski holesterol LDL | 0,184 0,58 | 0,127 | 0,85 0,397 0,18
Serumski holesterol HDL | 0,127 | 0,44 | — 0,09 —0,139 0,09
Trigliceridi (mmol/L) 0,224 | 0,16 | 0,105 | 0,49 0,203 0,08
Hbalc (%) 0,198 0,17 | 0,166 | 0,22 0,279 0,16
Genotip CA 0,079 | 0,58 | 0,048 | 0,56 0,579 0,17
Genotip AA 0,133 0,89 | 0,063 | 0,38 0,624 0,29

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje, zdravljenje s statini ter izhodi§¢no vrednost odvisne
spremenljivke v modelu.
Referencna skupina so homozigoti za alel C.

Rezultati pri bolnikih s SB tipa 2 so pokazali, da genotipa CA in AA polimorfizma rs3212227
gena za IL 12 p40 nista povezana z napredovanjem ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze v
vratnih arterijah med dvema pregledoma (3,8 £+ 0,5 leta).

4.3.6 Polimorfizem C607A (rs1946518) gena za interlevkin 18

Razporeditev genotipov polimorfizma C607A (rs1946518) gena za IL 18 je prikazana v tabeli
30.

Tabela 30: Razporeditev genotipov polimorfizma C607A (rs1946518) gena za IL 18 pri bolnikih s SB tipa
2 in v kontrolni skupini

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n =595 zdravih
n =200

Genotip CC 231 (38,8) 68 (34) 0,44
Genotip CA 272 (45,7) 101 (50,5)
Genotip AA 92 (15,5) 31 (15,5)
Alel C 734 (61,7) 237 (59,3) 0,39
Alel A 456 (38,3) 163 (40,7)

V razporeditvi genotipov polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 ni bila ugotovljena
statisticno pomembna razlika med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino.
Razporeditev genotipov med bolniki s SB tipa 2 in kontrolno skupino je bila v Hardy-
Weinbergovem ravnovesju (SB tipa 2: ¥2 = 0,65; p = 0,42; kontrolna skupina: y2 = 0,42; p =
0,52).

Ob vkljucitvi v raziskavo smo ugotavljali ultrazvo¢ne oznacevalce ateroskleroze vratnih

arterij. Primerjali smo jih glede na genotipe polimorfizma rs1946518 gena za IL 18. Rezultati
so prikazani v tabeli 31.
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Tabela 31: Primerjava ultrazvocnih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij med bolniki s SB tipa 2

glede na genotipe polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 ob vkljucitvi v raziskavo

Genotip CC | Genotip CA | Genotip AA | P

Debelina intime in medije (pm) 1027 + 187 1014 £ 211 985 + 245 0,42
Stevilo segmentov z lehami 2,66 £ 1,67 2,52 £ 1,64 2,26 £1,49 0,29
Sestevek debeline leh (mm) 8,50+ 4,38 7,69 + 4,66 7,21 +4,15 0,17
Prisotnost leh + 197 (85,3) 225 (82,7) 76 (82,1) 0,71

- 34 (14,7) 47 (17,3) 16 (17,9)
Prisotnost nestabilnih + 115 (58,4) 129 (57,3) 42 (55,3) 0,89
leh — 82 (41,6) 96 (42,7) 34 (44,7)

Statistiéno pomembna razlika med genotipi polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 in DIM v
Stevilu segmentov z lehami, seStevku debeline leh, prisotnosti leh in prisotnosti nestabilnih leh
ob vkljucitvi v raziskavo ni bila ugotovljena.

Ultrazvocne oznacCevalce ateroskleroze vratnih arterij smo kontrolirali 3,8 + 0,5 leta od prve
preiskave. Izracunali smo letni prirastek DIM, A Stevila segmentov z lehami, kar predstavlja
odstotek izhodiS¢ne vrednosti, in A seStevka debeline leh, kar prav tako predstavlja odstotek
izhodiS¢ne vrednosti. Pridobljene rezultate meritev smo primerjali glede na genotip
polimorfizma rs1946518 gena za IL 18. Rezultati so prikazani v tabeli 32.

Tabela 32: Spremembe ultrazvocnih kazalnikov ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 v
obdobju med prvim in kontrolnim ultrazvoénim pregledom vratnih arterij glede na genotipe
polimorfizma rs1946518 gena za IL 18

Genotip CC Genotip CA Genotip AA p
Letni prirastek DIM (um/leto) | 27,17 (17,63-29,67) | 21,36 (13,25-28,36) | 14,28 (10,71-22,43) | 0,47
A Stevila segmentov z lehami | 2 (2-3) 1(1-2,25) 1,5(1-3) 0,08
A sestevka debeline leh (mm) | 5,60 (3,50-8) 5,25 (2,37-7,91) 3,85 (2,18-6,42) 0,14

A — sprememba vrednosti spremenljivke v obdobju opazovanja, izraZena kot odstotek izhodi$¢ne vrednosti

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike med genotipi polimorfizma rs1946518
gena za IL 18 in napredovanjem DIM, seStevkom segmentov z lehami in seStevkom debeline
leh v obdobju med vkljucitvijo v raziskavo in kontrolnim pregledom (3,8 + 0,5 leta).

Prisotnost leh oziroma nestabilnih leh v vratnih arterijah ob vkljucitvi v raziskavo pri bolnikih
s SB tipa 2 glede na genotipa CA in AA polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 je prikazana v
tabeli 33.
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Tabela 33: Povezanost genotipov polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 s prisotnostjo leh/nestabilnih leh
v vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 ob vkljucditvi v raziskavo

Prisotnost leh

Prisotnost nestabilnih leh

ORMO5%CI |p OR (95 % CI) p
Arterijska hipertenzija (0 =ne; 1 =da) | 1,48 (1,14-1,77) | 0,08 | 1,17 (0,83-1,55) 0,78
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 1,06 (0,98-1,13) | 0,41 | 1,03 (0,97-1,16) 0,24
Serumski holesterol LDL (mmol/L) 1,12 (0,71-1,76) | 0,64 1,09 (0,73-1,61) 0,68
Serumski holesterol HDL (mmol/L) 0,13 (0,03-0,51) | 0,003 | 0,19 (0,05-0,79) 0,02
Trigliceridi (mmol/L) 1,32 (0,58-1,94) | 0,04 | 1,23 (0,59-1,78) 0,18
Hbalc (%) 1,19 (0,62-2,83) | 0,24 | 1,16 (0,88-1,50) 0,30
Genotip CA 1,05 (0,56-1,78) | 0,44 | 1,08 (0,66-1,67) 0,36
Genotip AA 1,02 (0,46-1,69) | 0,31 | 0,94 (0,43-1,30) 0,12

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje in zdravljenje s statini.
Referencna skupina so homozigoti za alel C.

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike v prisotnosti leh in nestabilnih leh pri
genotipih CA in AA polimorfizma rs1946518 gena za IL 18. Referencna vrednost je bil
genotip CC. Prisotnost leh je bila povezana z ravnjo HDL-holesterola (p = 0,003) in
trigliceridov (p = 0,04). Ugotovljena je bila povezava med ravnjo HDL-holesterola in
prisotnostjo nestabilnih leh (p = 0,02).

Povezanost genotipov CA in AA polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 z napredovanjem
oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah med dvema pregledoma (3,8 £+ 0,5 leta) pri
bolnikih s SB tipa 2 je prikazana v tabeli 34.

Tabela 34: Povezanost genotipov polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 z napredovanjem ateroskleroze
vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2

A DIM/leto A Stevila segmentov | A seStevka debeline leh

B p B p B p
Arterijska hipertenzija (0 =ne; 1 =da) | 0,094 | 0,56 | 0,091 0,53 0,265 0,51
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 0,151 0,37 | 0,045 0,76 0,067 0,34
Serumski holesterol LDL (mmol/L) 0,150 |0,92 |0,132 0,81 0,134 0,77
Serumski holesterol HDL (mmol/L) -0,226 | 0,14 | —0,229 0,09 —0,162 0,35
Trigliceridi (mmol/L) 0,242 | 0,124 | 0,153 0,26 0,176 0,34
Hbalc (%) 0,163 | 0,23 | 0,166 0,17 0,339 0,69
Genotip CA —0,177 | 0,24 | —0,300 0,13 —0,139 0,82
Genotip AA —0,113 | 0,45 | —0,032 0,81 —0,322 0,18

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje, zdravljenje s statini ter izhodi§¢no vrednost odvisne
spremenljivke v modelu.
Referencna skupina so homozigoti za alel C.

Rezultati pri bolnikih s SB tipa 2 so pokazali, da genotipa CA in AA polimorfizma rs1946518
gena za IL 18 nista povezana z napredovanjem ultrazvocnih oznacevalcev ateroskleroze v
vratnih arterijah med dvema pregledoma (3,8 £ 0,5 leta).

4.3.7 Polimorfizem G137C (rs187238) gena za interlevkin 18

Razporeditev genotipov polimorfizma G137C (rs187238) gena za IL 18 je prikazana v tabeli
35.
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Tabela 35: Razporeditev genotipov polimorfizma G137C (rs187238) gena za IL 18 pri bolnikih s SB tipa 2
in v kontrolni skupini

Bolniki s SB Kontrolna skupina | p
n =595 zdravih
n =200

Genotip GG 336 (56,5) 103 (51,5) 0,35
Genotip GC 217 (36,5) 78 (39)
Genotip CC 42 (7) 19 (9,5)
Alel G 889 (74,7) 284 (71) 0,15
Alel C 301 (25,3) 116 (29)

Med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino ni bila ugotovljena statisticno
pomembna razlika v razporeditvi genotipov polimorfizma rs187238 gena za IL 18.
Razporeditev genotipov v skupini bolnikov s SB tipa 2 in v kontrolni skupini je bila v Hardy-
Weinbergovem ravnovesju (SB tipa 2: 2 = 0,73; p = 0,39; kontrolna skupina: 2 = 0,56; p =
0,45).

Ob vkljucitvi v raziskavo smo ugotavljali ultrazvo¢ne oznacevalce ateroskleroze vratnih
arterij. Primerjali smo jih glede na genotipe polimorfizma rs187238 gena za IL 18. Rezultati
so prikazani v tabeli 36.

Tabela 36: Primerjava ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij med bolniki s SB tipa 2
glede na genotipe polimorfizma rs187238 gena za IL 18 ob vkljuditvi v raziskavo

Genotip GG | Genotip GC | Genotip CC p
Debelina intime in medije (um) 1029 £ 203 993 + 208 976 + 182 0,19
Stevilo segmentov z lehami 2,64 +1,67 2,35 +1,58 2,30+ 1,56 0,20
Sestevek debeline leh (mm) 8,23 £4,50 7,73 £4,73 7,37 +£4,46 0,27
Prisotnost leh + 286 (85,1) 178 (82) 34 (81) 0,56
- 50 (14,9) 39 (18) 8 (19)

Prisotnost nestabilnih + 172 (60,1) 96 (53,9) 18 (52,9) 0,36
leh — 114 (39,9) 82 (46,1) 16 (47.1)

Statisticno pomembna razlika med genotipi polimorfizma rs187238 gena za IL 18 in DIM,
Stevilom segmentov z lehami, seStevkom debeline leh, prisotnostjo leh in prisotnostjo
nestabilnih leh ob vkljucitvi v raziskavo ni bila ugotovljena.

Ultrazvocne oznacevalcev ateroskleroze vratnih arterij smo kontrolirali 3,8 £ 0,5 leta od prve
preiskave. Izracunali smo letni prirastek DIM, A Stevila segmentov z lehami, kar predstavlja
odstotek izhodiS¢ne vrednosti, in A seStevka debeline leh, kar prav tako predstavlja odstotek
izhodis¢ne vrednosti. Pridobljene rezultate meritev smo primerjali glede na genotip
polimorfizma rs187238 gena za IL 18. Rezultati so prikazani v tabeli 37.
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Tabela 37: Spremembe ultrazvo¢nih kazalnikov ateroskleroze vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2 v
obdobju med prvim in kontrolnim ultrazvoénim pregledom vratnih arterij glede na genotipe
polimorfizma rs187238 gena za IL 18

Genotip GG Genotip GC Genotip CC p
Letni prirastek DIM (um/leto) | 24,65 (14,56-30,25) | 21,94 (15,34-29,14) | 18,17 (10,75-26,52) | 0,84
A Stevila segmentov z lehami | 2 (1-3) 1,5 (1-2,75) 1(1-3) 0,35
A sestevka debeline leh (mm) | 6,12 (2,98-9,38) 5,28 (2,21-8,67) 4,54 (2,36-7,72) 0,11

A — sprememba vrednosti spremenljivke v obdobju opazovanja, izraZena kot odstotek izhodi$¢ne vrednosti

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike med genotipi polimorfizma rs187238
gena za IL 18 in napredovanjem DIM, seStevkom segmentov z lehami in seStevkom debeline
leh v obdobju med vkljucitvijo v raziskavo in kontrolnim pregledom (3,8 + 0,5 leta).

Prisotnost leh oziroma nestabilnih leh v vratnih arterijah ob vkljucitvi v raziskavo pri bolnikih
s SB tipa 2 glede na genotipa GC in CC polimorfizma rs187238 gena za IL 18 je prikazana v
tabeli 38.

Tabela 38: Povezanost genotipov polimorfizma rs187238 gena za IL 18 s prisotnostjo leh/nestabilnih leh v
vratnih arterijah pri bolnikih s SB tipa 2 ob vkljuéitvi v raziskavo

Prisotnost leh Prisotnost nestabilnih leh

OR (95 % CI) p OR (95 % CI) p
Arterijska hipertenzija (0 = ne; 1 | 1,68 (1,06-2,28) 0,04 1,05 (0,63-2,77) 0,93
=da)
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 1,13 (0,97-1,27) 0,25 1,12 (0,97-1,28) 0,23
Serumski holesterol LDL 1,29 (0,78-2,14) 0,33 1,07 (0,73-1,56) 0,74
Serumski holesterol HDL 0,17 (0,05-0,65) 0,009 | 0,27 (0,07-1,05) 0,06
Trigliceridi (mmol/L) 1,24 (0,62-1,65) 0,10 1,15 (0,65-1,67) 0,36
Hbalc (%) 1,25 (0,59-1,95) 0,15 1,14 (0,89-1,52) 0,42
Genotip GC 0,96 (0,47-1,36) 0,79 0,98 (0,46-2,07) 0,95
Genotip CC 0,51 (0,12-1,22) 0,38 0,73 (0,06-2,45) 0,28

Vsi modeli so prilagojeni glede na starost, spol, kajenje in zdravljenje s statini.
Referencna skupina so homozigoti za alel G.

Rezultati niso pokazali statisticno pomembne razlike v prisotnosti leh in nestabilnih leh pri
genotipih GC in CC polimorfizma rs187238 gena za IL 18. Referenc¢na vrednost je bil genotip
GG. Prisotnost leh je bila povezana z zviSanim krvnim pritiskom in ravnjo HDL-holesterola
(p =0,009).

Povezanost genotipov GC in CC polimorfizma rs187238 gena za IL 18 z napredovanjem

oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah med dvema pregledoma (3,8 + 0,5 leta) pri
bolnikih s SB tipa 2 je prikazana v tabeli 39.
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Tabela 39: Povezanost genotipov polimorfizma rs187238 gena za IL 18 z napredovanjem ateroskleroze
vratnih arterij pri bolnikih s SB tipa 2

A DIM/leto A Stevila A seStevka debeline leh
segmentov

B p B p B p
Arterijska hipertenzija (0 = ne; 1 | 0,104 0,5 | 0,056 0,71 0,404 0,50
=da) 9
Sistoli¢ni krvni tlak (mmHg) 0,149 0,3 | 0,017 0,91 0,076 0,19
Serumski holesterol LDL 0,073 0,6 | 0,021 0,87 0,046 0,86
Serumski holesterol HDL —0,215 0,1 | -0,189 0,17 —0,339 0,20
Trigliceridi (mmol/L) 0,273 0,0 | 0,157 0,26 0,231 0,19
Hbalc (%) 0,171 0,2 | 0,142 0,25 0,292 0,48
Genotip GC —0,181 0,9 | 0,272 0,25 -0,727 0,39
Genotip CC -0,142 0,3 | -0,314 0,91 -0,674 0,25

Vsi modeli so prilagojeni glede na
spremenljivke v modelu.

starost, spol, kajenje, zdravljenje s statini in izhodi§¢no vrednost odvisne

Referencna skupina so homozigoti za alel G.

Rezultati pri bolnikih s SB tipa 2 so pokazali, da genotipa GC in CC polimorfizma rs187238
gena za IL 18 nista povezana z napredovanjem ultrazvocnih oznacevalcev ateroskleroze v

vratnih arterijah med dvema pregledoma (3,8 + 0,5 leta)
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S RAZPRAVA
5.1 KLINICNE IN BIOKEMIJSKE ZNACILNOSTI SLADKORNIH BOLNIKOV

Preiskovanci v skupini bolnikov s SB tipa 2 so bili v povpre¢ju stari 61,38 + 9,65 leta,
povprecna starost preiskovancev v kontrolni skupini pa je bila 60,07 = 9,18, kar ni
predstavljalo statisticno pomembne razlike (p = 0,07). Staranje je pomemben dejavnik
tveganja za SZO. Poveta se debelina arterijske stene, stena je bolj toga in pojavi se
endotelijska disfunkcija. Klini¢no se pojavi zviSan krvni pritisk ter nastanejo pogoji za hitrejsi
razvoj ateroskleroze in zapletov, kot sta sr¢ni infarkt in mozganska kap (156).

Razlika med skupino bolnikov s SB tipa 2 in kontrolno skupino je bila v spolu. Moskih je bilo
statisticno pomembno ve¢ v skupini bolnikov s SB tipa 2 (p = 0,008). Moski spol pomeni
dejavnik tveganja za razvoj ateroskleroze. Turner in sodelavci so ugotovili, da sta starost nad
60 let in moski spol pomembna dejavnika tveganja za sréni infarkt (7).

Trajanje SB tipa 2 je bilo med preiskovanci v povprecju 11,25 + 7,88 leta. Trajanje SB je
neodvisni dejavnik tveganja za SZO (157).

Preiskovanci ob vkljucitvi v Studijo niso imeli urejenih svojih dejavnikov tveganja. Kadilcev
je bilo 17 odstotkov v kontrolni skupini in 8,9 odstotka med bolniki s SB tipa 2 (p = 0,002).
Na kontrolnem pregledu razlika med skupinama ni bila statisticno pomembna (p = 0,18).
Stevilne epidemioloske 3tudije so potrdile povezavo med kajenjem in srénim infarktom pri
moskem in Zenskem spolu (158). Kajenje je tudi neodvisni dejavnik tveganja za sréno-zilno
umrljivost pri bolnikih s SB tipa 2 (159).

Obseg pasu je bil statisticno pomembno Vvisji v skupini bolnikov s SB tipa 2 kot v kontrolni
skupini, pri ITM pa ni bilo statisticno pomembne razlike. Debelost poveca tveganje nastanka
SZ0, povezana je z nastankom inzulinske intolerance in s SB tipa 2 (160).

Vrednosti krvnega pritiska so bile zviSane, pri bolnikih s SB tipa 2 je ta znaSal 146,9 mmHg,
v kontrolni skupini pa 143,3 mmHg. Razlika med skupinama ni bila statisticno pomembna
(p =0,89). Med bolniki s SB tipa 2 je dvakrat ve¢ hipertonikov kot v zdravi populaciji (161).
Z zviSanjem krvnega pritiska za 10 mmHg se tveganje za SZO poveéa za 15 odstotkov (7).
Glede na ugotovitve raziskave, ki smo jo izvedli, domnevamo, da so bolniki s SB tipa 2 glede
krvnega pritiska bolj pod nadzorom kot kontrolna skupina.

Vrednosti HbAlc so bile statisticno pomembno visje (p < 0,001) v skupini bolnikov s SB tipa
2. Slaba urejenost HbAlc je dejavnik tveganja za sréno-Zilne dogodke, porast vrednosti
HbAIc pa poveca tveganje za sréno-Zilno umrljivost za 11 odstotkov (7).

Ob vkljucitvi v raziskavo so bile vrednosti celotnega holesterola, HDL in LDL statisti¢no
pomembno vi§je v kontrolni skupini (p < 0,001), vrednosti trigliceridov pa viSje v skupini
bolnikov s SB tipa 2 (p <0,001). NiZje vrednosti celotnega holesterola in HDL je mogoce
pripisati boljSemu nadzoru bolezni in vodenju bolnikov s SB tipa 2. Ob kontrolnem pregledu
(3,8 £ 0,5 leta) je bila prisotna statisticno pomembna razlika le v celotnem holesterolu (p =
0,02), vi§ja pa je bila v kontrolni skupini. Trigliceridi so bili vi$ji pri bolnikih s SB tipa 2
(p < 0,001). Zelena raven LDL-holesterola je pri SB tipa 2 z znanim SZO nekoliko niZja kot v
preostali populaciji. Priporo€ene so vrednosti pod 2 mmol/l (26). Delci LDL pri bolnikih s SB
tipa 2 so manjsi in gostejsi, zato lazje vstopajo v Zilno steno in so bolj aterogeni (162).
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Vrednosti visokoreaktivnega CRP so bile statisticno pomembno vi§je pri bolnikih s SB tipa 2
kot v kontrolni skupini (p <0,001). Zvisane vrednosti CRP pri bolnikih s SB tipa 2
napovedujejo vecje tveganje za sr¢no-Zilne dogodke in umrljivost (163). Lee in sodelavci so
ugotovili zviSane vrednosti CRP pri bolnikih s prisotno veczilno sré¢no boleznijo v primerjavi
z bolniki s SB tipa 2 brez sr¢no-Zilne bolezni (164).

V raziskavi smo ugotovili statisticno pomembno zviSane vse vrednosti ultrazvocnih
oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah v skupini bolnikov s SB tipa 2. Prav tako je bil
porast vrednosti ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze ob kontrolnem pregledu po 3,8 + 0,5
leta statisticno pomemben pri bolnikih s SB tipa 2.

Visje vrednosti DIM so dejavnik tveganja za sréni infarkt in ishemi¢no moZgansko kap (149).
V Studiji ARIC, v katero je bilo vkljuCenih 15.792 preiskovancev, starith od 45 do 64 let, je
bila ugotovljena povezava med spremembami DIM glede na urejenost SB tipa 2, kajenje,
HDL-holesterol in krvni pritisk. Spremljanje preiskovancev je trajalo enajst let (147). Visje
vrednosti DIM pri sladkornih bolnikih v indijski populaciji so ugotovili Mohan in sodelavci
(165). V raziskavi smo prisli do istih rezultatov, kajti DIM, seStevek debeline leh in seStevek
segmentov z lehami so statisticno pomembno visji pri preiskovancih s SB tipa 2 kot v
kontrolni skupini. Prav tako je bilo ugotovljeno hitrejSe napredovanje ultrazvo¢nih
oznacevalcev ateroskleroze ob kontrolnem pregledu pri preiskovancih s SB tipa 2 v
primerjavi s kontrolno skupino. Rezultati raziskave, ki smo jo izvedli, se ujemajo z rezultati
Ze omenjenih Studij.

5.2 GENSKI POLIMORFIZMI IN ATEROSKLEROZA KAROTID

5.2.1 Povezava polimorfizma K469E (rs 5498) gena za ICAM 1 in oznacevalcev
ateroskleroze karotid

V Studiji smo ugotavljali povezavo med polimorfizmom K469E gena za ICAM 1 in
ultrazvoCnimi oznacevalci ateroskleroze karotidne arterije. Ugotovili smo povezanost med
genotipom EE in letnim prirastkom DIM karotidne arterije kot kazalnikom napredovanja
ateroskleroze. Prav tako smo ugotovili povezanost med genotipom EE in prisotnostjo
nestabilnih leh v karotidni arteriji. Povezava ni bila ugotovljena med A Stevila segmentov z
lehami in A seStevka debeline leh karotidne arterije.

Studija, ki smo jo izvedli, je prva, s katero je bila ugotovljena povezava med napredovanjem
ateroskleroze v karotidni arteriji in polimorfizmom K469E gena za ICAM 1.

Razporeditev genotipov polimorfizma K469E gena za ICAM 1 je v Hardy-Weinbergovem
ravnovesju. Do istih rezultatov so prisli Yokoyama in sodelavci v japonski populaciji, ki so
primerjali sladkorne bolnike in kontrolno skupino (166).

ICAM 1 proizvajajo endotelijske celice med vnetnim odzivom. ICAM 1 sodeluje v reakciji
lepljenja monocitov, makrofagov, T-limfocitov in trombocitov med seboj in na Zilno steno,
kar pomeni klju¢no vlogo v razvoju ateroskleroze (167). ICAM 1 sodeluje v interakciji na
podlagi integrinskega receptorja na levkocitih, kar omogoca vezavo z endotelijskimi celicami
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in s transendotelijsko migracijo levkocitov v predel intime in omogoca akumulacijo
levkocitov v Zilni steni (62).

Stevilne raziskave podpirajo hipotezo, da raven sl ICAM 1 vpliva na razvoj ateroskleroze. V
epidemioloskih raziskavah v navidezno zdravi populaciji je bilo ugotovljeno, da zviSana raven
sl ICAM 1 poveca tveganje za razvoj sr¢no-Zilnih obolenj, PAOB, ateroskleroze karotidne
arterije in ICV (44,56,168,169).

Raven sl ICAM 1 je povezana s koronarno aterosklerozo, izrazeno kot seStevek kalcija. Tang
in sodelavci v zakljuCku raziskave navajajo, da je sl ICAM 1 bioloski oznaCevalec za
koronarno aterosklerozo (170).

Polimorfizem K469E gena za ICAM 1 je povezan s povecano izrazenostjo ICAM 1, ki vodi v
povecano adhezijo levkocitov na endotelij Zilne stene. Raziskave bioloskih oznacevalcev
podpirajo trditev, da polimorfizem ICAM 1 K469E vodi do zamenjave aminokislin in
spremembe zgradbe liganda ali stabilnosti multimeri¢ne ICAM 1 na celi¢ni povrSini. Alel E
gena za ICAM 1 spremeni funkcijo in strukturo ICAM 1 regije D5, kar povzro¢a spremembo
dimerizacije in adhezijske funkcije. Kombinacija opisanih sprememb olajsSa adherenco
levkocitov in prehod skozi Zilni endotelij, kar vodi v aterosklerozo (171). Klasi¢ni dejavnik
tveganja za aterosklerozo v kombinaciji s polimorfizmom ICAM 1 poveca tveganje za razvoj
sréno-Zilnih obolen;j (172).

Gaetani in sodelavci v italijanski populaciji ter Shaker in sodelavci v egipCanski populaciji so
ugotovili, da je genotip EE polimorfizma K469E za ICAM 1 znacilno pogostejsi pri bolnikih s
PAOB kot v kontrolni skupini (173,174). Metaanaliza, ki je zajemala osemnajst Studij in
vkljucevala 3546 preiskovancev in 3852 kontrol ugotavlja povezanost polimorfizma K469E
in sré¢no-Zilnega obolenja (175)

Pola in sodelavci so ugotovili, da je genotip EE dvakrat pogostejSi pri pacientih, ki so
preboleli ICV, kot pa v kontrolni skupini (176). Metaanaliza dvanajstih Studij, v katero je bilo
vklju¢eno 1593 preiskovancev in 1555 kontrol ni pokazala povezave med polimorfizmom
K469E in moZganskom kapi (177). McGlinchey in sodelavci v irski populaciji in Chou in
sodelavci v tajvanski populaciji niso ugotovili povezave med polimorfizmom K469E gena za
ICAM 1 in ishemi¢nim sr¢nim obolenjem (178, 179). Milutinovi¢ in Petrovi¢ sta ugotovila,
da genotipa EE in KK polimorfizma K469E za ICAM 1 pri bolnikih s SB tipa 2 nista
povezana s srénim infarktom (70).

Iz navedenih Studij ni mogocCe podati jasnega zakljucka o vlogi polimorfizma K469E v
razvoju ateroskleroze. Razlike v rezultatih Studij so lahko posledica dejstva, da so bile v
Studije vkljuCene razli¢ne populacije, vzorci so bili razmeroma majhni, preiskovanci pa pod
vplivom razli¢nega okolja.

Rezultati Studije, ki smo jo izvedli, podpirajo trditev, da je genotip EE povezan z razvojem
ateroskleroze v karotidni arteriji. Ugotovili smo statisticno pomembno visji seStevek leh pri
preiskovancih z genotipom EE (tabela 6) kot pri drugih genotipih polimorfizma K469E gena
za ICAM 1. Prav tako je kontrolni pregled, ki je bil opravljen 3,8 + 0,5 leta po prvem
ultrazvo¢nem pregledu, pokazal statisticno pomemben letni prirastek DIM pri preiskovancih z
genotipom EE (tabela 7).
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De Graba in sodelavci so v simptomatskih lehah v primerjavi z asimptomatskimi ugotovili
povecano izrazenost ICAM 1 (180). Na podlagi tega dejstva bi lahko sklepali o vlogi
adhezijskih molekul pri prehodu stabilne lehe v nestabilno. V primerjavi z omenjeno
raziskavo pa so Nuotio in sodelavci ugotovili, da izraZenost ICAM 1, VACAM 1 ter
selektinov E in P ni pove€ana v simptomatski karotidni lehi. V raziskavi, ki smo jo izvedli,
smo ugotovili povezanost med genotipom EE polimorfizma K469E za ICAMI1 in nestabilno
leho karotidne arterije (181).

Rezultati raziskave so lahko omejeni zaradi razmeroma majhnega Stevila preiskovancev, zato
je tudi moc¢ Studije manjsa. Preiskovanci so iz iste geografske regije in iste etnicne skupine. V
raziskavi nismo izkljucili vpliva drugih genskih polimorfizmov, ki bi potencialno vplivali na
izrazenost in vlogo ICAM 1. V §tudiji nismo merili ravni sl ICAM 1.

5.2.2 Povezanost polimorfizma G241A (rs 1799969) gena za ICAM 1 in oznacevalcev
ateroskleroze karotid

V raziskavi smo ugotavljali povezavo med polimorfizmom G241A (rs 1799969) gena za
ICAM 1 in ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze karotidne arterije. Povezave med genotipi
polimorfizma rs 1799969 in oznacevalci ateroskleroze ob vkljucitvi v Studijo nismo ugotovili.
Prav tako povezave nismo ugotovili med polimorfizmom rs 1799969 ob kontrolnem pregledu
(3,8 = 0,5 leta) v napredovanju ultrazvo¢nih oznaevalcev ateroskleroze vratnih arterij.
Povezanost med genotipi polimorfizma rs 1799969 in prisotnostjo nestabilnih leh v karotidni
arteriji ni bila ugotovljena.

Povezavo med sl ICAM 1 in polimorfizmom rs 1799969 gena za ICAM 1 so ugotovili Abel in
sodelavci (182). Pri omenjenem polimorfizmu prihaja do zamenjave glicina z argininom na
kodirajo¢em eksonu 4, na mestu, pomembnem za formiranje vezavnega mesta za MAC 1.
Predpostavlja se, da ta mutacija spreminja interakcijo med receptorjem in ligandom.

Ugotovljena je povezava med ravnjo sl ICAM 1 in polimorfizmom rs 1799969 gena za
ICAM1 (64). Prav tako je ugotovljena povezava med sl ICAM 1 in tveganjem za sréni infarkt,
ishemi¢no moZgansko kap in periferno Zilno obolenje (56,168,169).

Bielinski in sodelavci so ugotovili povezavo med polimorfizmi posameznega nukleotida
(SNP) gena za ICAM 1 in ravnjo sl ICAM 1, niso pa ugotovili povezave med ravnjo sl
ICAM 1 in ravnjo kalcija koronarnih arterij kot oznaCevalca ateroskleroze (66). Abel in
sodelavci povezave med ravnjo kalcija v koronarnih arterijah in polimorfizmom rs 1799969
gena za ICAM 1 niso ugotovili (182).

Malo homozigotov za alel A so ugotovili Ren in sodelavci v kitajski populaciji, kar
predstavlja tezavo za analizo omenjenega polimorfizma (183). V studiji, ki smo jo izvedli,
smo za analizo zaradi majhnega Stevila homozigotov za alel A pridruZili Se heterozigote.

Povezava med polimorfizmom rs 1799969 gena za ICAM 1 in aterosklerozo koronarnih
arterij v Studiji GRACE-IMMUNE ni bila ugotovljena. V Studiji je sodelovalo 1545
preiskovancev, preucevali so vpliv 51 SNP polimorfizmov genov, ki sodelujejo v vnetnem
odgovoru na aterosklerozo koronarnih arterij (184).

Ugotovljena je bila povezava med polimorfizmom rs 1799969 gena za ICAM 1 in vnetnimi
obolenji, kot so ulcerozni kolitis (185), Chronova bolezen (186), revmatoidni artritis (187).

53



Nejentsev in sodelavci so ugotovili, da je genotip A povezan z manjSim tveganjem za razvoj
SB tipa 1 v primerjavi z genotipom G polimorfizma rs 1799969 gena za ICAM 1 (3695
druZin, relativno tveganje 0,91, p = 0,03; 446 druZin, relativno tveganje 0,60, p = 0,006)
(188). To je edina raziskava, v kateri je bila ugotovljena povezava med genotipi polimorfizma
s 1799969 gena za ICAM 1 in SB tipa 1.

Stevilne raziskave so ugotavljale povezanost sl ICAM 1 in ateroskleroznega procesa.
Razmeroma malo raziskav je preiskovalo vpliv polimorfizma rs 1799969 gena za ICAM 1 na
aterosklerozni proces in SZO. V raziskavi, ki smo jo izvedli, nismo ugotovili povezave
omenjenega polimorfizma z ultrazvoCnimi oznacevalci ateroskleroze, napredovanjem
ateroskleroze in s prisotnostjo nestabilnih leh v karotidni arteriji. Rezultati se ujemajo z
rezultati Abela in sodelavcev ter Bielinskega in sodelavcev, ki niso ugotovili povezave med rs
1799969 in ravnjo kalcija v koronarnih arterijah (182,66).

5.2.3 Povezanost polimorfizma +373C/G (rs668) gena za PECAM 1 in oznacevalcev
ateroskleroze karotid

V raziskavi smo ugotavljali povezanost med genotipi polimorfizma rs668 gena za PECAM 1
pri bolnikih s SB tipa 2 in ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze v karotidni arteriji ter
stabilnostjo lehe v karotidni arteriji, upoStevajo¢ dejavnike tveganja. Prav tako smo spremljali
napredovanje ultrazvoCnih oznacevalcev ateroskleroze v karotidni arteriji ob kontrolnem
pregledu 3,8 + 0,5 leta od prvega pregleda. V raziskavi smo ugotovili povezanost genotipa
GG polimorfizma rs668 gena za PECAM 1 in pojava lehe v karotidni arteriji, upoStevajoc¢
dejavnike tveganja. Povezava ni bila ugotovljena med napredovanjem ultrazvocnih
oznacevalcev ateroskleroze in genotipom GG polimorfizma rs668 gena za PECAM 1.

ZmanjSanje obmocja z ateroskleroznimi spremembami pri miSih z deficitom PECAM 1 so
ugotovili Stevans in sodelavci. Postavili so hipotezo, da spremembe striZnih sil, ki so vidne v
aterogenih regijah, kot so bifurkacije arterij, povzrocajo spremembe endotelijskih celic, ki
postanejo obcutljive za PECAM 1, prisotnost PECAM 1 pa spodbuja nastanek in vecanje
aterosklerozne lezije. Odsotnost PECAM 1 upocasni razvoj aterosklerozne lezije, ne more pa
prepreciti njenega zacetka (189).

Povezavo med povisano ravnjo sl PECAM 1 ter pojavom srénega infarkta in srénega
popuscanja so ugotovili Serebruany in sodelavci (190). Do istih ugotovitev pri indijski
populaciji so prisli Shalia in sodelavci (191) ter Fang in sodelavci (83).

V kitajski populaciji je bila ugotovljena povezava med polimorfizmom rs668 gena za
PECAM 1 in posledicno zviSanega sl PECAM 1 z ishemi¢no mozgansko kapjo (85).
Povezavo med polimorfizmom rs668 gen za PECAM 1 in sréno-Zilnimi obolenji so ugotovili
Listi in sodelavci v severnoitalijanski populaciji (192).

Reschner in sodelavci so ugotovili, da je pri bolnikih s SB tipa 2 v slovenski populaciji
genotip CC polimorfizma rs 668 statisticno pomembno visji pri bolnikih s srénim infarktom
kot v kontrolni skupini (84).

V vseh Studijah pa ni bila ugotavljana povezanost med polimorfizmom rs668 gena za

PECAM 1 in pojavom SZO. Gardemann in sodelavci v nemski populaciji niso ugotovili
povezave med polimorfizmom rs668 gena za PECAM 1 in SZO. Prav tako so ugotovili, da
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omenjeni polimorfizem ni neodvisni dejavnik tveganja za SZO (193). Povezava med
polimorfizmom rs668 gena za PECAM 1 in obolenjem koronarnih arterij v Cilski populaciji ni
bila ugotovljena (194).

V metaanalizi petnajstih Studij, v katero je bilo vkljucenih 7636 preiskovancev, ni bila
ugotovljena povezava med polimorfizmom rs668 gena za PECAM 1 in SZO (195).

V raziskavi, ki smo jo izvedli, smo ugotovili vecje Stevilo leh v karotidni arteriji pri genotipu
GG polimorfizma rs 668 gena za PECAM 1. To ugotovitev podpira hipoteza Stevensa in
sodelavcev, da zviSana raven sl PECAM 1 na mestih vecjih striznih sil povzroca hitrejse
napredovanje ateroskleroze (189). V raziskavi nismo ugotovili povezave med napredovanjem
ultrazvoCnih oznacevalcev ateroskleroze in genotipom GG polimorfizma rs 668 gena za
PECAM 1 med prvim in kontrolnim pregledom. Pricakovali smo napredovanje ultrazvo¢nih
oznacevalcev ateroskleroze pri genotipu GG rs 668 gena za PECAM 1. Rezultat smo razlagali
z dolZino intervala med preiskavama. Razmik med preiskavama (3,8 + 0,5 leta) je bil nekoliko
prekratek, da bi prislo do pri¢akovanega napredovanja ateroskleroznih sprememb.

Po multivariantni logisticni regresijski analizi smo ugotovili statisticno vecje Stevilo
segmentov z lehami pri genotipu GG rs 668. Razlike pri drugih ultrazvo¢nih oznacevalcih
ateroskleroze glede na genotipe polimorfizma rs668 nismo ugotovili. Na podlagi omenjenega
lahko sklepamo, da obstaja moZnost povezave med polimorfizmom rs 668 gena za PECAM 1
in ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze vratnih arterij. Treba bi bilo izvesti nove Studije s
Se veCjim Stevilom preiskovancev, ki bi to povezavo potrdile.

5.2.4 Povezanost polimorfizma G1082A (rs1800896) gena za interlevkin 10 in
oznacevalcev ateroskleroze karotid

Ugotavljali smo povezanost med genotipi polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 pri bolnikih
s SB tipa 2 in ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze v karotidni arteriji ter stabilnostjo lehe
v karotidni arteriji. Prav tako smo spremljali napredovanje ultrazvoCnih oznacevalcev
ateroskleroze v karotidni arteriji ob kontrolnem pregledu 3,8 + 0,5 leta od prvega pregleda
glede na genotip polimorfizma rs1800896 gena za IL 10.

Povezava med ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze in genotipi rs1800896 gena za IL 10
pri bolnikih s SB tipa 2 ni bila ugotovljena. Ugotovili smo povezanost genotipov GA in AA
polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 s prisotnostjo stabilnejSih leh v karotidni arteriji v
primerjavi z genotipom GG. Ob upostevanju dejavnikov tveganja je bila ugotovljena
povezava med genotipom GA in prisotnostjo nestabilnih leh, povezava pa ni bila ugotovljena
pri genotipu AA, kar je nepricakovani rezultat. Povezava med napredovanjem ateroskleroznih
sprememb ob kontrolnem pregledu 3,8 + 0,5 leta od prvega pregleda in genotipi rs1800896
gena za IL 10 ni bila ugotovljena.

IL 10 med aterogenezo deluje zasCitno in je eden izmed kljucnih regulatorjev vnetnega

odgovora. Sodeluje pri zaviranju izraZanja vnetnih citokinov, kot so IL 6, IL 12, IFN v in
MCP 1 (94). Dokazana je njegova vloga v stabilizaciji lehe na podlagi zaviranja nastajanja
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metaloproteinaz in spodbujanja nastanka tkivnega inhibitorja metaloproteinaz 1 (TIMMP 1)
(98).

V skandinavski multicentri¢ni Studiji FRISC II, v katero je bilo vklju¢eno 3179 bolnikov z
akutnim srénim infarktom, je bila zviSana raven IL 10 v serumu povezana z vecjim tveganjem
umrljivosti zaradi infarkta in ponovnega srénega infarkta (196). Do nasprotnih rezultatov so
prisli raziskovalci v Studiji CAPTURE, kajti zviSana raven serumskega IL 10 je bila povezana
z ugodnejSo prognozo glede umrljivosti in ponovnega srénega infarkta pri bolnikih z zviSano
vrednostjo CRP v serumu. Na podlagi teh ugotovitev so Heeschen in sodelavci sklepali, da je
pomembno ravnovesje med vnetnimi in protivnetnimi citokini za izid pri akutnem
koronarnem sindromu (197). Malarstig in sodelavci pa so ugotovili vi§je vrednosti
serumskega IL 10 pri bolnikih z akutno koronarno boleznijo v primerjavi z zdravimi
preiskovanci (196). Pri bolnikih z akutnim koronarnim sindromom je bilo ve¢ klasi¢nih
dejavnikov tveganja. Razlika med skupinama ob upostevanju klasi¢nih dejavnikov tveganja in
oznacevalcev sistemskega vnetja ni bila statisticno pomembna.

Raven serumskega IL 10 variira in je povezana s sistemskim vnetnim odgovorom. PoviSana je
pri visSjem CRP in visji vrednosti IL 6 (prav tam). Glede na nasprotujoce si rezultate lahko
ugotovimo, da vloga ravni serumskega IL 10 ni povsem razjasnjena, prav tako tudi ne vpliv
na potek sr¢no-zilnih obolenj. Na raven serumskega IL 10 zelo vplivajo genski polimorfizmi
na podrocju promotorja (198). Zamenjava gvanina z adeninom na podro¢ju promotorja gena
za IL 10 na mestu —1082 vpliva na tvorbo IL 10. Rezultati genskih raziskav so protislovni.

V posameznih raziskavah je bila ugotovljena povecana tvorba IL 10 pri genotipu GG
rs1800896 (106,199). V drugih raziskavah je bilo ugotovljeno, da je alel G rs1800896
povezan z zmanjSano tvorbo IL 10 (200,201). V raziskavi in vitro so Turrner in sodelavci
ugotovili, da je prisotnost genotipa GG povezana z manjSo izrazenostjo IL 10 (202). Lio in
sodelavci pa so porocali, da je genotip AA povezan z nizjo ravnjo IL 10 (105). V italijanski
populaciji stoletnikov je bilo ugotovljeno, da je genotip GG rs1800896 gena za IL 10 povezan
z vi§jo ravnjo serumskega IL 10 in s podaljSanjem Zivljenjske dobe (198). Kljub razlicnim
rezultatom pa je mogoCe domnevati, da je pri bolezenskih stanjih s poveCanim vnetnim
odgovorom genotip GG rs1800896 povezan z vecjo tvorbo IL 10 in ugodnejSim izidom
bolezni.

V raziskavi, v katero so bili vklju€eni dializni bolniki, je bila ugotovljena povezava med
genotipom AA rs1800896 in pojavom kardiovaskularnih obolenj v primerjavi z genotipom
GG (203). Povezavo med polimorfizmom rs1800896 in pojavom sréno-Zilnega obolenja v
kitajski populaciji so ugotovili Liang in sodelavci (204) Koch in sodelavci niso ugotovili
razlike med genotipi polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 in pojavom koronarnega
sindroma (112). Metaanaliza 21 raziskav v katero je bilo vklju¢eno 8263 preiskovancev in
5765 kontrol ni pokazala povezave med polimorfizmom rs1800896 in sréno-Zilnim obolenjem
(205).

V raziskavi, ki smo jo izvedli, tako kot Koch in sodelavci nismo ugotovili povezave med
genotipi polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 in ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze in
napredovanjem ateroskleroze. Ugotovljena je bil povezava med genotipoma GA in AA in
stabilnostjo lehe v karotidni arteriji.

Nestabilne lehe vsebujejo vecje koliCine vnetnih celic, mascobno sredico in tanek fibrozni
pokrov brez zunajceli¢nega matriksa (206). IL 10 nastaja v napredovali fazi ateroskleroze ter
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je povezan z niZjo ravnjo sintaze dusSikovega oksida in niZjo ravnjo apoptoze, kar je povezano
s stabilnostjo lehe (97). IL 10 zavira sproS¢anje vnetnih citokinov, tkivnega dejavnika, matriks
metaloproteinaz iz mononuklearnih celic, kar potencialno vodi v stabilizacijo lehe (207).
Glede na omenjene ugotovitve rezultati raziskave, ki smo jo izvedli, kazejo na povezanost
genotipov GA in AA rs1800896 gena za IL 10 s stabilnostjo plakov v karotidni arteriji.

Glede na nasprotujoCe si rezultate raziskav o vplivu ravni serumskega IL 10 na razvoj
ateroskleroze in vpliva polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 na raven serumskega IL 10 bi
bilo treba izvesti nove in obseZnejSe raziskave ter z namenom ugotovitve vloge IL 10 v
procesu ateroskleroze upostevati klasi¢ne dejavnike tveganja in druge vnetne citokine. Glede
na navedene nasprotujoce si rezultate raziskav je mogoce domnevati, da je raven serumskega
IL 10 odvisna od drugih provnetnih mediatorjev in genskih polimorfizmov. Rezultati
spremljanja izolirane ravni IL 10 v serumu so nasprotujo¢i si. Genotipa GA in AA
polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 sta torej moZna neodvisna genska dejavnika za
stabilnost leh v karotidni arteriji.

5.2.5 Povezanost polimorfizma C1159A (rs3212227) gena za interlevkin 12 p40 in
oznacevalcev ateroskleroze karotid

V raziskavi smo ugotavljali povezanost med genotipi polimorfizma rs3212227 gena za IL 12
p40 pri bolnikih s SB tipa 2 in ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze v karotidni arteriji ter
stabilnostjo lehe v karotidni arteriji. Prav tako smo spremljali napredovanje ultrazvoc¢nih
oznacevalcev ateroskleroze v karotidni arteriji ob kontrolnem pregledu 3,8 + 0,5 leta od
prvega pregleda glede na genotipe polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40.

Povezava med ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze in genotipi polimorfizma rs3212227
gena za IL 12 p40 pri bolnikih s SB tipa 2 ni bila ugotovljena. Prav tako nismo ugotovili
povezave med genotipi polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 s prisotnostjo stabilnih
oziroma nestabilnih leh v karotidni arteriji. Napredovanje ateroskleroznih sprememb ob
kontrolnem pregledu 3,8 £ 0,5 leta od prvega pregleda smo primerjali glede na genotip
polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40. Glede na genotip ni bilo statisticno pomembne
razlike v napredovanju ateroskleroznih sprememb v karotidni arteriji.

Vloga IL 12 pri sprozanju in vzdrzevanju Th 1 celi¢nega imunskega odgovora je pomembna.
Inducira produkcijo interferona gama (IFN y) in pospeSuje diferenciacijo celic Th 1 (113).
Glede na vlogo IL 12 v diferenciaciji Th 1 se domneva, da je eden od pomembnih
posrednikov v vnetnem aterogenem procesu (115). S sinergisticnim delovanjem z IL 18
spodbuja izlo¢anje IFN v, ta pa po mehanizmu pozitivne povratne zanke spodbuja izloCanje IL
12 (208). Po drugi strani spodbuja tvorbo IL 10, kar je zasScitni mehanizem pri kroni¢nih
vnetnih stanjih (209). Na mi§jem modelu so Hauer in sodelavci povzrocili blokado delovanja
IL 12, rezultat pa sta bila zmanjSanje aterosklerozne lehe in stabilizacija lehe (118).
Ugotovljena je bila povecana raven IL 12 v serumu bolnikov s koronarno boleznijo in z
nestabilno angino pektoris (120). Wegner in sodelavci so pri sladkornih bolnikih v primerjavi
z bolniki s koronarno boleznijo ugotovili vi§jo raven serumskega IL 12 (125). Mangino in
sodelavci pa niso ugotovili povezave med polimorfizmom -1188 A/C gena za IL 12,
koronarno boleznijo in srénim infarktom (210).
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V raziskavi, ki smo jo izvedli, nismo ugotovili povezave med ultrazvocnimi oznacevalci
ateroskleroze v karotidni arteriji in genotipi rs3212227 gena za IL 12 p40, rezultati, do katerih
smo priSli, pa se ujemajo z rezultati Mangina in sodelavcev (210). V raziskavo so bili
vkljuceni bolniki s SB tipa 2, Wegner in sodelavci pa so ugotovili, da je za bolnike s SB
znacilna viSja raven serumskega IL 12 kot pri bolnikih s koronarno boleznijo (125). Obstaja
moznost, da je na rezultat vplivala izbira preiskovancev, tj. bolnikov s SB tipa 2.

5.2.6 Povezanost polimorfizma C607A (rs1946518) gena za interlevkin 18 in
oznacevalcev ateroskleroze karotid

V raziskavi smo ugotavljali povezavo med polimorfizmom rs1946518 gena za IL 18 pri
bolnikih s SB tipa 2 in ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze karotidne arterije in
stabilnostjo lehe v karotidni arteriji. Spremljali smo napredovanje ultrazvo¢nih oznacevalcev
ateroskleroze v karotidni arteriji ob kontrolnem pregledu 3,8 + 0,5 leta od prvega pregleda
glede na genotipe polimorfizma rs1946518 gena za IL 18. V raziskavi nismo ugotovili
povezave med genotipi polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 in ultrazvo¢nimi oznacevalci
ateroskleroze v karotidni arteriji. Genotipi polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 niso
povezani s stabilnostjo oziroma z nestabilnostjo lehe v karotidni arteriji.

IL 18 spada v skupino citokinov, ki spodbujajo vnetni odgovor. Sodeluje pri spodbujanju
izrazanja IFN v, provnetnih citokinov in adhezijskih molekul, vkljucen je v aktivacijo T-celic
in celic ubijalk (127,211,212). S spodbujanjem izloCanja IFN Yy vpliva na mo¢ vnetnega
odgovora in tanjSanje fibroznega pokrova lehe, kar povzroci razpoko lehe (213). Na stabilnost
lehe IL 18 vpliva na podlagi povecanega izraZanja metaloproteinaz in makrofagov (214).
Povecano izrazanje IL 18 predvsem na podlagi makrofagov je bilo ugotovljeno v nestabilnih
lehah (91). Raziskovalci so tudi ugotovili povefano koncentracijo IL 18 pri bolnikih z
akutnim koronarnim sindromom in vpliv na stopnjo okvare miokarda (215). V evropski
populaciji zdravih moskih srednjih let je zviSana raven po ugotovitvah Blankenberga in
sodelavcev v Studiji PRIME neodvisni dejavnik tveganja za akutni sréni dogodek (216). Vpliv
zvisSane ravni IL 18 v serumu na DIM karotidne arterije so ugotovili Yamagami in sodelavci
(217). Do nasprotnih rezultatov so priSli Chapman in sodelavci v raziskavi CUDAS na 1111
preiskovancih, kajti niso ugotovili vpliva ravni IL 18 v serumu na DIM karotidne arterije
(218). Povezava med ravnjo IL 18 ter srénim in moZganskim infarktom pri preiskovancih
moskega in Zenskega spola, starih od 60 do 79 let, v raziskavi Jefferisa in sodelavcev ni bila
ugotovljena (219). ZviSano raven IL 18 pri bolnikih po preboleli moZzganski kapi z vecjim
nevroloskim deficitom so ugotovili Yuen in sodelavci (220). V zakljucku raziskave navajajo,
da zviSana raven serumskega IL 18 lahko napove slab klini¢ni izid po mozganski kapi (prav
tam).

ZviSana raven serumskega IL 18 je neodvisni dejavnik tveganja za nastanek SB pri moskih in
Zenskah srednjega Zivljenjskega obdobja (135). Do podobnih rezultatov so prisli Thorand in
sodelavci, ki so ugotovili, da zviSana raven IL 18 za do 70 odstotkov zviSa tveganje za
nastanek SB v primerjavi s preiskovanci z niZjo ravnjo IL 18 (221). ZviSane vrednosti IL 18
pri bolnikih s SB v primerjavi z nediabetiki so ugotovili Aso in sodelavci (136). Isti avtorji so
povezali zviSano raven IL 18 s hiperhomocisteinemijo v plazmi, kar je vplivalo na DIM
karotidne arterije (prav tam).
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Vpliv polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 na raven IL 18 v serumu so raziskovali Khripko
in sodelavci (222). Ugotovili so, da je alel -607C povezan z zvisano produkcijo IL 18. Zhang
in sodelavci so v kitajski populaciji ugotovili zviSano raven IL 18 v serumu in povecano
tveganje za moZzgansko kap pri haplotipu —607/C polimorfizma rs1946518 in haplotipu —
137/G polimorfizma rs187238 gena za IL 18 (145). V metaanalizi, ki je zajemala pet raziskav
s 1391 preiskovanci in 1194 kontrol avtorji so ugotovili, da alel A polimorfizma C607A ima
za$¢itno funkcijo pri pojavu ishemicne mozganske kapi (223).

V raziskavi, ki smo jo izvedli, nismo ugotovili povezave med genotipi polimorfizma
rs1946518 gena za IL 18 in ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze v karotidni arteriji, prav
tako tudi ne povezave z napredovanjem ateroskleroznih sprememb v karotidni arteriji ob
kontrolnem pregledu (3,8 + 0,5 leta). Rezultati te raziskave se ujemajo z rezultati Chapmana
in sodelavcev (218) ter Jefferisa in sodelavcev (219), ki niso ugotovili povezave med ravnjo
serumskega IL 18 in DIM karotidne arterije ter srénim oziroma moZganskim infarktom. Po
drugi strani pa so rezultati, do katerih smo prisli, v nasprotju z ugotovitvami Zhanga in
sodelavcev , ki so ugotovili vpliv haplotipa —607C polimorfizma rs1946518 gena za IL 18 na
raven IL 18 v serumu in posledi¢no povecano tveganje za mozganski infarkt (145).

Do razlike v rezultatih raziskav prihaja zaradi razlik v preucevanih fenotipih, vpliva razli¢nih
dejavnikov okolja in razli¢nih genskih dejavnikov. Vse navedene raziskave so bile izvedene
na razmeroma majhnem Stevilu preiskovancev, vec¢ina vanje vkljucenih pa je bila pripadnikov
iste etnicne skupine. V posameznih Studijah nista bila upoStevana starost in spol
preiskovancev. Na rezultate lahko vplivajo drugi polimorfizmi, ki vplivajo na aterogenezo, in
ti so lahko v vezanem neravnovesju s preucevanim polimorfizmom, to neravnovesje pa se v
razli¢nih populacijah lahko tudi razlikuje. V raziskavo smo vkljucili bolnike s SB tipa 2, kar
je lahko vplivalo na rezultat, kajti pri teh bolnikih je poviSana raven serumskega IL 18.

5.2.7 Povezanost polimorfizma G137C (rs187238) gena za interlevkin 18 in oznacevalcev
ateroskleroze karotid

V raziskavi smo ugotavljali povezanost med genotipi polimorfizma rs187238 gena za IL 18
pri bolnikih s SB tipa 2 in ultrazvocnimi oznacevalci ateroskleroze v karotidni arteriji ter
stabilnostjo lehe v karotidni arteriji ob upoStevanju dejavnikov tveganja. Prav tako smo
spremljali napredovanje ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze v karotidni arteriji ob
kontrolnem pregledu 3,8 £ 0,5 leta od prvega pregleda. Povezanost genotipov polimorfizma
rs187238 gena za IL 18 in ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze karotidne arterije ni bila
ugotovljena. Prav tako ni bila ugotovljena povezava med napredovanjem ultrazvocnih
oznacevalcev ateroskleroze in genotipi polimorfizma rs187238 gena za IL 18 pri bolnikih s
SB tipa 2.

Vloga IL 18 v procesu aterogeneze je opisana v prejSnjem razdelku. Polimorfizem rs187238
gena za IL 18 je eden od treh najbolj raziskanih polimorfizmov. Vpliv rs187238 gena za IL 18
na raven serumskega IL 18 so raziskovali Arimitsu in sodelavci ter ugotovili znacilno vecjo
zmoznost tvorbe IL 18 v monocitith genotipa GG v primerjavi z drugimi genotipi
polimorfizma rs187238 gena za IL 18 (144). Do istih rezultatov so prisli Giedraitis in
sodelavci (2001), ki so ugotovili vi§jo raven mRNA za IL 18 pri preiskovancih z genotipom
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GG v primerjavi z drugimi genotipi polimorfizma rs187238 gena za IL 18 (142). Vpliv
polimorfizma rs187238 gena za IL 18 na raven serumskega IL 18 v raziskavi Opstada in
sodelavcev ni bil ugotovljen (224). V raziskavo je bil vkljucen 1001 preiskovanec kavkaske
rase s koronarno boleznijo (prav tam). Do podobnih rezultatov so prisli Liang in sodelavci , ki
niso ugotovili povezave med genotipi polimorfizma rs187238 gena za IL 18 in ravnjo
serumskega IL 18 pri 393 preiskovancih indijske, kitajske in malajske narodnosti (225).

Hernesniemi in sodelavci so v raziskavi Helsinki Sudden Death Study, v katero je bilo
vklju¢enih 700 nenadno umrlih moskih, ugotovili, da je pri nosilcih alela C polimorfizma
rs187238 gena za IL 18 manjSe tveganje za nenadno sr¢no smrt v primerjavi s homozigoti GG
(226). Naknadno so v raziskavi ugotovili povezavo med genotipom GG, arterijsko
hipertenzijo, povrSino ateroskleroznih leh ter pojavnostjo nestabilnih leh (227). GG genotip in
visoko obcutljivi CRP predstavljata riziko za razvoj sréno-Zilnega obolenja prvi generaciji
zdravih sorodnikov bolnikov obolelih od sr¢no-Zilnega obolenja (228). Pei in sodelavci niso
ugotovili povezave med akutnim srénim infarktom in genotipi polimorfizma rs187238 gena za
IL 18 v kitajskih populaciji (229). 1z teh raziskav izhajajo nasprotujoci si rezultati glede
vpliva polimorfizma rs187238 gena za IL 18 na raven serumskega IL 18 ter na proces
aterogeneze in stabilnosti lehe. Nasprotujoci si rezultati so lahko posledica vpliva drugih
polimorfizmov gena za IL 18, ki vplivajo na izraZanje IL 18 (+183 A/G in —607 C/A);
omenjeni polimorfizmi so v vezavnem neravnovesju (225). Razlike so lahko posledica
spremljanja razlicnih fenotipov, pripadnosti preiskovancev razli€nim etni¢nim skupinam,
raziskave pa so bile izvedene na razmeroma majhnih vzorcih, torej je moc¢ Studije majhna, in
ni mogoce izkljuciti vpliva drugih mediatorjev aterogeneze.

V raziskavi, ki smo jo izvedli, nismo ugotovili povezave med polimorfizmom rs187238 gena
za IL 18 in oznacevalci ateroskleroze v karotidni arteriji ter napredovanjem ateroskleroznega
procesa. Rezultate, do katerih smo prisli, je mogoce primerjati z rezultati raziskav, ki so jih
izvedli Pei in sodelavci (229).

5.3 POMANJKLJIVOSTI RAZISKAVE

Pomanjkljivosti raziskave izhajajo iz njene zasnove. V asociacijskih raziskavah ugotavljamo
vpliv posameznega genskega oznacevalca na doloCen fenotip, interakcije med posameznimi
geni, ki vplivajo na fenotip, pa ne moremo izlociti. Prav tako ne moremo izlociti vpliva okolja
na fenotip in genske oznacevalce.

Na rezultate raziskave vpliva Stevilo preiskovancev, v raziskavo pa smo jih vkljucili 795.
Kathiresan in sodelavci za izognitev laZno pozitivnim rezultatom priporocajo vkljucitev od
1000 do 10.000 preiskovancev (230). Zaradi majhnega Stevila preiskovancev pri poskusu
ponovitve raziskave lahko pride do nasprotujocih si rezultatov (230). Obstajata dva tipa
asociacijskih raziskav. Pri prvem tipu asociacijskih raziskav, ki temelji na predhodni hipotezi,
izberejo raziskovalci polimorfizme in gene, ki jih testiramo kot moZne genetske oznacevalce
dolo¢enega fenotipa (npr. koronarne bolezni, ateroskleroze karotid itd.) na osnovi poznavanja
patogenetskega procesa, ki vodi v nastanek doloCenega fenotipa (231). Pri drugem tipu
asociacijskih raziskav, preseCna raziskava genoma - GWAS (angl. Genome wide association
studies) pa testiramo vecje Stevilo polimorfizmov in genov, dobljeni rezultati pa so neodvisni
od predhodne hipoteze, ampak samo od tega, kako statisticno pomembno vrednost zZelimo
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imeti (torej vrednost p) ter od obcutljivosti signala (232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239,
240). Raziskave GWAS imajo dolocene prednosti pred klasicnimi asociacijskimi raziskavami,
ki temeljijo na predhodni hipotezi, kajti v raziskavah GWAS je zajeto vecje Stevilo
polimorfizmov/genov, navadno vecje Stevilo preiskovancev, prav tako pa ni pristranosti
raziskovalcev (angl. bias) (231, 232, 233, 241, 242, 243). Navadno so raziskave GWAS
narejene v okviru konzorcijev, ki so povezani z velikimi finan¢nimi vlozki za raziskave, ki so
navadno narejene v drZavah z velikimi vlaganji v raziskovalno delo (ZDA, Kanada,
Avstralija, Japonska, Kitajska, Velika Britanija, Nemcija, Francija, Nizozemska itd.) (234,
235, 236, 237, 238, 239, 240). Zaradi teh razlogov v raziskave GWAS navadno niso vkljuceni
preiskovanci iz regij v Evropi in drugih drzav z manjSimi vloZki v raziskovalno delo. V
raziskavah GWAS so vecinoma i§¢e povezava - asociacija med polimorfizmi in izrazitimi
fenotipi kot npr. koronarna bolezen, sr¢ni infarkt, sladkorna bolezen, vnetna ¢revesna bolezen,
razli¢ne vrte karcinomov itd (241, 244). Pri raziskovanju ateroskleroze oziroma oznacevalcev
ateroskleroze so se doslej v vecjih raziskavah (GWAS ali meta-analize klasi¢nih asociacijskih
raziskav) vecinoma testirale povezave med polimorfizmi in debelino intime medije, manj pa z
ostalimi subklini¢nimi oznacevalci ateroskleroze karotid kot so seStevek plakov in ostali (241,
243, 245). V zadnjem obdobju je bilo objavljenih kar nekaj raziskav o povezavi med
polimorfizmi in subklini¢nimi oznacevalci ateroskleroze karotid in koronark in njunega
napredovanja (meta-analiz ali vecjih asociacijskih raziskav), ki so testirale polimorfizme (rs-
je), za katere so v raziskavah GWAS ugotovili, da so bili povezani s koronarno boleznijo
(243, 245, 246, 247).

Na rezultate raziskave vpliva tudi izbira preiskovancev. Pri tem je treba upoStevati, da
preiskovanci niso v sorodu, ker rezultati glede prisotnosti posameznih polimorfizmov ne bi
bili primerljivi s stanjem v populaciji, iz katere izhajajo preiskovanci. Vplivu sorodstva smo
se poskusali izogniti tako, da so preiskovanci pred zacetkom preiskav izpolnili vpraSalnik.
Prav tako morajo preiskovanci v obeh skupinah biti priblizno iste starosti in razporeditve po
spolu ter na splosno ¢im bolj medsebojno podobni, razen fenotipa, po katerem so razvrsceni v
skupini.

Na rezultat lahko vpliva napaka pri meritvah. V raziskavi smo izvajali ultrazvo¢ne meritve
DIM v karotidnih arterijah. Ultrazvocna preiskava je subjektivna metoda in pri meritvah so
mozne napake. Espeland in sodelavci so ugotovili razliko med razlicnimi preiskovanci v
viSini 11 odstotkov v meritvah DIM karotidnih arterij (248).
Kon¢no moramo omeniti Se eno pomanjkljivost. Raziskava se ni ukvarjala s vplivi interakcij z
okoljskimi dejavniki ter vpliva epigenetike in metabolomike.

Ob omenjenih moznih pomanjkljivostih nase raziskave kot tudi drugih podobnih raziskav na
izbranih populacijah pa moramo omeniti tudi izreden pomen raziskav na manjSih narodih,
kajti kavkaSka populacija iz naSe regije oziroma na podroc¢ju Balkana zaenkrat ni zajeta v
nobeni evropski raziskavi GWAS s podrocja koronarne bolezni oziroma ateroskleroze karotid
in debeline intime medije. Zaradi zgoraj omenjenih razlogov predstavlja pomemben vir
genetskih podatkov za slovansko populacijo.
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6 ZAKLJUCKI

V raziskavi, ki smo jo izvedli, smo potrdili vlogo adhezijskih molekul in vnetnih genov v
procesu aterogeneze. Pri preiskovancih s SB tipa 2 smo ugotovili zviSane vrednosti CRP, kar
povezuje patogenezo SB in aterosklerozo na podlagi vnetnega odziva. Pri preiskovancih s SB
tipa 2 smo ugotovili statisticno pomembno zviSane vrednosti vseh opazovanih ultrazvocnih
oznacevalcev ateroskleroze v vratnih arterijah. Prav tako je bil porast vrednosti ultrazvoc¢nih
oznacevalcev ateroskleroze ob kontrolnem pregledu po 3,8 + 0,5 leta statisticno pomemben
pri preiskovancih s SB tipa 2, kar potrjuje domnevo vpliva SB na hitrejSi potek
ateroskleroznega procesa.

Ugotovili smo povezanost med genotipom EE polimorfizma rs 5498 gena za ICAM 1 in
letnim prirastkom DIM karotidne arterije kot kazalnikom napredovanja ateroskleroze in
prisotnostjo nestabilnih leh v karotidni arteriji.

Povezave med polimorfizmom rs 1799969 gena za ICAM 1 in ultrazvocnih oznacevalcev
ateroskleroze karotidne arterije nismo ugotovili.

V raziskavi smo ugotovili povezanost med genotipom GG polimorfizma rs668 gena za
PECAM 1 in pojavom lehe v karotidnih arterijah, upoStevajo¢ dejavnike tveganja. Povezave
med napredovanjem ultrazvo¢nih oznacevalcev ateroskleroze in genotipom GG polimorfizma
s 668 gena za PECAM 1 med prvim in kontrolnim pregledom nismo ugotovili.

Povezava med ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze in genotipi rs1800896 gena za IL 10
pri bolnikih s SB tipa 2 ni bila ugotovljena. Ugotovili smo povezanost genotipov GA in AA
polimorfizma rs1800896 gena za IL 10 s prisotnostjo stabilnejSih leh v karotidni arteriji v
primerjavi z genotipom GG.

Vpliv polimorfizma rs3212227 gena za IL 12 p40 pri bolnikih s SB tipa 2 na ultrazvo¢ne
oznacevalce ateroskleroze ni bil ugotovljen. Prav tako nismo ugotovili povezave omenjenega
polimorfizma s prisotnostjo stabilnih oziroma nestabilnih leh v karotidni arteriji in z
napredovanjem ateroskleroznih sprememb.

V raziskavi nismo ugotovili povezave med genotipi polimorfizma rs1946518 in rs187238
gena za IL 18 ter ultrazvo¢nimi oznacevalci ateroskleroze v karotidni arteriji, prav tako nismo
ugotovili povezave z napredovanjem ateroskleroznih sprememb v karotidni arteriji.

Rezultati raziskave, ki smo jo izvedli, potrjujejo vlogo genskih oznafevalcev ateroskleroze v
razvoju ateroskleroznega procesa in prispevajo k nekoliko boljSemu razumevanju
ateroskleroznega procesa. Za opredelitev pomembnosti posameznih polimorfizmov na razvoj
ateroskleroze in morebitno uporabo v klini¢ni praksi v smislu ugotavljanja tveganja za razvoj
sréno-Zilnih obolenj ali uvajanje terapije bi bile smiselne dodatne genske raziskave, v katere
bi bilo vkljuceno vecje Stevilo preiskovancev.
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Abstract

Background: Adhesion molecules are involved in the development of atherosclerosis. An increased level of the
ICAM 1 molecule is associated with numerous inflammatory diseases including atherosclerosis of carotid arteries.
The rs5498 (K469F) polymorphism of the ICAM-1 gene leads to an increase in the level of serum ICAM. We
investigated the association between the rs5498 (K469€) polymorphism of the ICAM-1 gene and the progression of
carotid atherosclerosis in subjects with type 2 diabetes mellitus (T2DM).

Methods: The study included 595 patients with T2DM and 200 subjects in the control group without T2DM. The
control examination was made 3.8 years after the initial examination. Indicators of atherosclerosis (carotid intima-

media thickness (CIMT), total plague sum and sum of the plaques thickness) were detected by ultrasound
examination. Genetic analyses of the polymorphism rs5498 of the ICAM-1 gene were made by RT-PCR.

Results: The distribution of genatypes and frequencies of 155498 polymorphism was not significantly different
between the group with type 2 diabetes ( T2DM) and the control group. Genotype EE K469E polymorphism is
associated with a statistically significant annual plagques growth.

Conclusion: The EE genotype of the rs5498 of the ICAM-1 gene was associated with a more rapid progression of
carotid atherosclerosis in patients with T2DM in comparison with other genotypes.

Keywords: ICAM 1, Polymorphisem rs5498, Carotid atherosclerosis, Type 2 diabetes mellitus

Background

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease [1].
Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic metabolic
disease. In patients with diabetes, cardiovascular compli-
cations are reported about 15 years earlier than in the
population without T2DM [2]. It has not been clarified
how T2DM affects the development of atherosclerosis.
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It was reported that an increase of inflammatory cyto-
kine levels (IL-6, [L-18 and TNF- a) might cause plaque
destabilization [3].

The leukocytes adhesion and their transendothelial
migration play an important role in the initial phase of
atherogenesis [4]. Processes are regulated by the various
types of adhesion molecules, such as the intercellular ad-
hesion molecule 1 (ICAM-1), the vascular cell adhesion
molecule 1 (VACAM 1) and the platelet endothelial cell
adhesion molecule 1 (PECAM 1). Their expression takes
place on the surface of endothelial cells, hematopoetic
cells, and immunological cells [5]. The plasma level of
adhesion molecules is elevated in individuals with ath-
erosclerosis [6-8]. The level of adhesion molecules in
the serum is also elevated in patients with T2DM [9].

© 2016 Popovic et al. Open Access This article is distributed under the tems of the Creative Commaons Attribution 4.0
Irternational License (hitpo/creativecommans org/icenses/by/40/), which permits unrestricted use, distibution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(hupeffereativecommonsorg/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this atide, unless otherwise stated.
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ICAM 1 is a transmembrane glycoprotein receptor con-
sisting of 505 amino acids, with molecular weight between
80 and 114 KDa depending on the degree of glycosylation
[10]. ICAM 1 belongs to the immunoglobulin superfamily.
It acts as a ligand B 2-integrin present on leukocytes. It
consists of five extracellular domains, a transmembrane
domain and a short cytoplasmic domain [11].

Increased concentrations of s] ICAM-1 were repored
in patients with cardiovascular disease, tumors, auto-
immune disease and other diseases with an inflamma-
tory reaction [7, 12, 13]. The gene for ICAM-1 is located
on the short arm chromosome 19. It consists of 15 775
base pairs, and it has seven exons and six introns com-
prising a relatively large non-translation region [14].
Translational start region is located in exon 1 [14].

The literature describes two polymorphisms of the
gene for ICAM 1, which affect the expression, K469E (rs
5498) and G241A (rs1799969) [15].

The rs5498 polymorphism in exon 6 of the gene for
ICAM-1 affects the structure of ICAM 1 and, conse-
quently, the migration of leukocytes in inflammatory mi-
lieu [16]. Motawi et al. found an increased incidence of
E alleles K469E polymorphism of ICAM 1 in patients
with peripheral and cardiovascular disease compared
with the control group [17].

Bjelinski et al. have found an association between the
K469E polymorphism and sl ICAM 1, however, there was
no correlation between calcium in coronary arteries and
circulating levels of sl ICAM 1 [18]. Milutinovi¢ and Pet-
rovi¢ reported that the EE and KK genotype polymorph-
ism K469E for ICAM 1 was not associated with
myocardial infarction in patients with T2DM [19]. An in-
creased level of s] ICAM 1 in the healthy population
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represents a risk for future heart attacks according to Rid-
ker et al. [13]. Those studies do not give a clear answer on
the relationship between the K469E polymorphism of
ICAM 1 and the development of cardiovascular diseases.

The purpose of the study was to investigate an associ-
ation between the rs5498 polymorphism of the ICAM-1
gene and the progression of carotid atherosclerosis in
patients with T2DM.

Methods
Subjects
The study included 595 patients with T2DM and 200 sub-
jects without T2DM. Patients with T2DM were selected
from diabetic outpatient departments of the General Hos-
pital Murska Sobota and General Hospital Slovenj Gradec.
Control ultrasound examinations of the neck artery
were performed on 426 patients with T2DM and on 132
subjects in the control group. The period between the
first and the control ultrasound examination was 3.8 +
0.5 years.
Patients with myocardial infarction (MI) and ischemic
stroke were not enrolled in the study. The study was ap-
proved by the National Medical Ethics Committee.

Ultrasound examination

High resolution B mode ultrasound analysis was per-
formed using the portable ultrasound system Toshiba
Aplio SSA-700 (Toshiba Medical. System Corp., Tokyo,
Japan) connected to a multi-frequency linear array trans-
ducer. All examinations were performed by a single ex-
pert radiologist. Patients were examined in the supine
position with the head tilted backwards. CIMT, defined

Table 1 Initially clinical and biochemical characteristics patients with T2DM and control subjects

Patients with T2DM n= 595 Subjects without T2DM n =200 2]

Age 6138+ 965 6007 +£5.18 007

Male sex (96) 338 (56.8) 92 (46.0) 0008

Duration T2DM 1125+788

Smoking (%) 53 (8.91) 34070 0002
Waist circumference (cm) 10865 +1288 9331+13.18 <0001
BMI (kg/m2) 3096+ 474 2750+442 016
systolic pressure (mm Hg) 14698 +£ 1998 1433+166 086
Diastolic pressure (mm Ha) B575+11.62 B47+116 019
Fasting glucose (mmol/L) 804+257 527 +087 <0001
HbAlc (%) 7894356 479+0.29 <0001
Total cholesterol (mmol/L) 470+1.19 536+1.08 <0001
HOL cholesteral (mmol/L) 1.19+035 143+037 <0001
LDL cholesteral (mmol/L) 263+0,94 324+058 <0001
Triglycerides (mmol/L) 19(12-27) 13 (09-1.9) <0001
High sensitivity CRP (mg/L) 22 (10-43) 13 (08-27) <0001
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Table 2 Changes in echo markers of carotid atherosclerosis in patients with T2DM and control subjects between the first and

control echo examination after 38 £0.5 years

Patients with T2DM n =426 Subjects without T2DM n=137 2]
Annual CIMT increment (pmy/year) 2033 (11.74-2986) 1283 (BR2-20.66) 002
A number of plague segments 20 (1.0-3.0) 1.5 0.7-22) 003

A sum of the plagques thickness (mm) 540 (240-7.05)

3.64 (288-5.48)

A- variable value changes during the observation period, expressed as a percentage of baseline values

as the distance from the leading edge of the lumen-
intima interface to the leading edge of the media-
adventitia interface, was measured at three sites along
the 10 mm long segment of the far wall of the common
carotid artery (CCA) free of plaques in agreement with
the carotid intima-media thickness consensus [20].
CIMT on the left and on the right were calculated as the
mean of three readings, and the mean of the left and
right CCA-CIMT measurements was used in the ana-
lysis. For the purpose of logistic regression analysis we
divided all the patients into two subgroups according to
the median CIMT value.

Biochemical analysis

Blood samples for biochemical analyses: fasting glucose,
glycated haemoglobin (HbAlc), total cholesterol, trigly-
ceride levels, high-density lipoprotein (HDL), low-
density lipoprotein (LDL) cholesterol level were col-
lected after a 12 h fasting period. All blood biochemical
analyses were determined by standard biochemical
methods in the hospital’s accredited lab.

Genotyping

Genomic DNA was extracted from 100 pL of whole
blood using a FlexiGene DNA isolation kit, in accord-
ance with the recommended protocol (Qiagene GmbH,
Hilden, Germany). The rs5498 polymorphism of the
ICAM-1 gene was determined with real-time PCR using
StepOne™ (48-well) Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). We used the comm-
mercially available genotyping kit TagMan SNP Geno-
typing assay (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
following the manufacturer’s instructions. Moreover, we
used the following primers:-5-CCATCGGGGAAT-
CAGTG-3%;- 5-ACAGAGCACATTCACGGTC-3)).

Statistical analysis

Normality of distribution continuous variables was ex-
amined by using the Kolmogorov-Smirnov test. Continu-
ous variables which were normally distributed, showed
in the form of means + standard deviations. Variables
that were not in normal distribution, were presented in
the form of median (interquartile range). To compare
the numerical values of the continuous variables, we
used Student’s ¢ test or analysis of variance (ANOVA), if
the variables were normally distributed. Mann—Whitney
U test or Kruskal-Wallis H test if the variables were
asymmetrically distributed. To compare frequencies cat-
egorical variables, statistical evaluation of differences in
the frequencies of different alleles and genotypes be-
tween the two groups as well as in the case of determin-
ing the Hardy-Weinberg equilibrium, were used x2 test

The correlation between independent variables were
analyzed using the Pearson correlation analyzes. The re-
sults showed a high degree of correlation between the
serum levels of total and LDL cholesterol (r=0.86; p
<0.001) as well as systolic and diastolic blood pressure
(r=0.65, p <0.001). In the cases of a high degree correl-
ation between the two variables only one variable from
each pair were included in the multivariate statistical
models. Change in the value of ultrasound markers of
carotid artery atherosclerosis was calculated by deduct-
ing between value
examination.

For searching association between polymorphisms of
selected candidate genes and their interactions with sta-
tins treatment and indicators of progression carotid ar-
tery atherosclerosis were wused multivariate linear
regression analysis. The criteria for a statistically signifi-
cant difference is p value less then 0.05. To reduce the
possibility of error due to the small number of subjects
were used Bonferronis correction. All statistical analyzes

measured at two ultrasound

Table 3 Distribution of rs5498 genotypes for ICAM-1 in patients with T2DM and control subjects without T2DM

Patients with T2DM n= 595 Subjects without T2DM n=200 o
KK genotype 172 (28.9) 59 (29.5) 087
EK genotype 306 (51.4) 105 (52.5)
EE genotype 17 (19.7) 36 (18.0)
K allele 650 (54.6) 273 (558) 069
E allele 540 (45.4) 177 (442)
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Table 4 Changes in ultrasound markers of carotid artery atherosclerosis in subjects with T2DM and without T2DM between the first
and second ultrasound examination of the carotid arteries according to rs5498 ICAM genotypes

KK genotype KE genotype EE genotype p

Subjects with T2DM

Annual CIMT increment (pmy/year) 1276 (5.26-23.96) 20.34 (1250-28.04) 26,09 (2069-32432) 004
A number of plague segments 1.0 (05-30) 20(1.0-25) 3.0(20-3.0 065
A sum of the plagues thickness (mm) 43(14-78) 54 (1.55-1015) 6.3(2.3-8.1) 062
Subjects without T2DM

Annual CIMT increment (pumy/year) 1022 (672-17.85) 13.47 (1024-19.66) 16.46 (1032-21.82) 012
A number of plague segments 1.0 (05-30) 20(1.0-30 2001.0-3.0 042
A sum of the plagues thickness (mm) 28(13-62) 3.8 (1.40-6.08) 45 (1.8-664 058

A- variable value changes during the observation period, expressed as a percentage of baseline values

were performed using a computer program SPSS for
Windows, version 20 (Statistical Package for the Social
Sciences Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Basic clinical characteristics and biochemical laboratory
results are shown in Table 1. There were no statistically
significant differences in age, body mass index, systolic
and diastolic blood pressure between the group with
T2DM and the control group. Waist circumference was
significantly higher in the T2DM group, as well as the
number of smokers (Table 1). A biochemical examin-
ation in patients with T2DM showed statistically signifi-
cant higher levels of fasting glucose, HbAlc, total
cholesterol, HDL, LDL, triglyceride and CRP-a com-
pared with the control group (Table 1).

A control ultrasound examination of the carotid artery
was made 3.8+ 0.5 years after the initial examination.
The progression of atherosclerotic markers (change in
annual CIMT, change in the number of plaque seg-
ments, and change in the sum of the plaque thickness)
was more intense in subjects with T2DM in comparison
with subjects without T2DM (Table 2).

The distribution of rs5498 genotypes in patients with
T2DM and the control group are presented in Table 3.
There are no statistically significant differences in the
distribution of genotypes in patients with T2DM and the
control group. The distribution of genotypes in the
population of patients with T2DM was in Hardy-

Weinberg equilibrium (SB2: x2 =0.83; p =0.36; healthy
controls: x2 = 0.82; p = 0.36).

Ultrasound markers of carotid artery atherosclerosis
in patients with T2DM were compared between the
first and the second examination in comparison to
the rs5498 genotypes. There was a statistically signifi-
cant difference in the annual increment of CIMT with
regard to rs5498-ICAM genotypes, i.e. subjects with
T2DM with the EE genotype had the biggest enlarg-
ment of CIMT per year in comparison with other ge-
notypes (Table 4). We did not demonstrate, however,
a statistically significant differences in subclinical
markers of carotid atherosclerosis with regard to
rs5498-ICAM genotypes in subjects without T2DM
(Table 4).

Table 5 demonstrates the effect of rs5498 genotypes
on progression of markers of carotid atherosclerosis in
patients with T2DM due to statin treatment. We dem-
onstrated the EE genotype of the rs5498 to be associated
with higher statistically significant annual increment of
CIMT in subjects with T2DM that were not on statin
treatment.

Table 6 shows the relation in incidence of unstable
plaques in patients with T2DM, adjusted to the classical
risk factors for atherosclerosis and genotypes K469E
polymorphism for ICAM 1 upon the inclusion in the
study. When adjusted to other risk facotors, the rs5498
EE genotype had an independent effect on the presence
of unstable plaques on the carotid artery.

Table 5 Association of ICAM-1 polymorphism with carotid atherosclerosis progression in patients with T2DM due to statin

treatment
Statin treatment KK genotype KE genotype EE genotype p
Annual CIMT increment (pum/year) + 1177 (6.24-16.19) 1806 (14.45-2308) 2262 (17.81-2948) 013
1427 (10.22-1932) 21.28 (15.21-2827) 2804 (24.32-3256) 004
A sum of the plagues thickness (mm) } 376 (228-5.40) 469 (368-5.12) 586 (4.16-7.68) 030
492 (376-6.48) 640 ([466-8.02) 693 (4.76-831) 074
A number of plague segments | 10 (05-2.0) 15 (10-3.0) 20 (1.0-3.0) 023
10 (05-2.0) 20 (10-3.0 30 (05-3.0 057
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Table 6 Adjusted analysis of rs5498-ICAM gene polymorphism and the presence of plaques/unstable plaques in the carotid arteries

in patients with T2DM upon the inclusion in the study

Presence of the plagues

Presence of the unstable plaques

OR (85 % CI) 2] OR (95 % Q1) 2]
Hypertension [0 =no; 1=yes) 243 025 1.56 038
Systolic pressure (mmHg) 012 044 017 037
Serum LDL (mmol/L) 145 032 122 071
Serum HOL (mmol/L) 015 003 048 0.76
Hbalc (96) 072 010 1.14 049
KE 087 049 0.74 017
EE 085 051 1.69 0.03

All models were adjusted by age, sex, smoking, and treatment with statins. The reference group are homozygotes for allele K

Table 7 shows the results of multiple linear regression,
adjusted to classic risk factors for atherosclerosis and
rs5498-ICAM genotypes. When adjusted to other risk
factors, the rs5498 EE genotype had an independent ef-
fect on the annual enlargement of CIMT in subjects
with T2DM.

Discussion

An association between the rs5498 polymorphism of the
ICAM-1 gene and the progression of carotid atheroscler-
osis in subjects with T2DM was demonstrated in the
present study. We found an association between the EE
genotype of rs5498-ICAM-1 and the annual increment
of CIMT. Moeover, a regression analysis demonstrated
an association between the EE genotype of rs5498-
ICAM-1 and the presence of unstable plaques in the ca-
rotid arteries. Our study is the first to establish an asso-
ciation between the rs5498-ICAM-1land the progression
of carotid atherosclerosis. ICAM-1, produced by endo-
thelial cells during inflammatory reactions, is involved in
the adhesion reaction of monocytes, macrophages, T
lymphocytes, and platelets to each other and to the ves-
sel wall, which all favour the atherosclerotic process
[21]. Moreover, ICAM-1 is involved in the interaction
through intergrin receptors on leukocytes which enabled

the binding to endothelial cells and transendotelial mi-
gration of leukocytes in the intima and leukocytes accu-
mulations in vascular wall [14].

Several studies support the hypothesis that the
ICAM 1 might influence the development of athero-
sclerosis. Pola and co-workers demonstrated that the
EE genotype of the rs5498 was twice as frequent in
patients with CVI than in the control group, indicat-
ing the the rs5498 was a genetic risk for ischemic
stroke [22]. The association between the rs5498 poly-
morphism and coronary heart disease was not
demonstrated in Caucasians in Ireland and Slovenia
[19, 23]. In epidemiological studies in a seemingly
healthy population, elevated levels of sl ICAM-1 were
reported to be associated with an increased risk for
the development of cardiovascular disease, periferal
vascular disease, carotid artery disease and cerebro-
vascular stroke [7, 13, 24, 25]. Tang and co-workers
reported that the level of serum ICAM-1 was associ-
ated with calcium score as a marker of coronary ath-
erosclerosis. Moreover, they concluded that sICAM-1
might be a biomarker for coronary atherosclerosis
[26]. Gaetan et al. in the Italian population and
Shaker et al. in the Egyptian population reported that
the EE genotype of the rs5498 was significantly more

Table 7 Relation between genotypes K469E polymorphism for ICAM 1 gene and the progress of carotid artery atherosclerosis in

patients with T2DM

ACIMT fyear A Plagues segments A Sum of the plagues thickness

B p B p B p
Hypertension (0 =no; 1 =yes) 145 035 126 064 146 092
Systolic pressure (mmHg) 012 044 008 032 045 048
Serum LDL (mmol/L) 032 040 007 069 053 04
Serum HOL (mmol/L) 004 018 051 034 039 050
Hbalc (%) 089 070 013 043 068 028
KE 137 049 074 017 114 037
EE 369 003 025 051 131 062

All models were adjusted by age, sex, smoking, and treatment with statins
The reference group are homozygotes for allele K
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frequent in patients with peripheral arterial oclusive
disease than in the control group [27, 28].

Finally, in the study we demonstrated the EE genotype
of the rs5498 to be associated with higher statistically
significant annual increment of CIMT in subjects with
T2DM that were not on statin treatment.

The rs5498-ICAM-1 polymorphism was reported to
be associated with an increased expression of ICAM-1
in our study in which subjects with T2DM with diabetic
retinopathy were enrolled [29]. Namely, significantly
higher sICAM-1 serum levels were demonstrated in
Caucasian subjects with T2DM with the EE genotype
compared with those with other (EK+ KK) genotypes
(918 £ 104 vs. 664 +209 microg/L; P=0.001) [29]. We
presume that the inceased expression of ICAM-1 might
lead to an increased leukocytes adhesion to the vessel
wall endothelium and the atherosclerotic process [30].
In their study, De Graba et al. found an increased ex-
pression of ICAM-1 in symptomatic in comparison to
asymptomatic plaques [31]. Contrary to this report,
however, Nuotio and co-workers did not report about an
increased expression of ICAM 1, VACAM 1, E-selectin
and P-selectin in symptomatic carotid plaques [32]. The
rs5498 of the ICAM-1 gene results in a change in the
amino acid sequence of the immunoglobulin-like do-
main 5. This domain is of crucial importance for the ac-
tivity of the ICAM-1 protein [33]. We speculate that the
EE genotype might affect the development of athero-
sclerotic markers via increased sSICAM-1 serum activity.

Conclusion

In our study, the EE genotype of the rs5498 of the
ICAM-1 gene was associated with a more rapid progres-
sion of carotid atherosclerosis in subjects with T2DM in
comparison with other genotypes.
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ABSTRACT

The platelet endothelial cell adhesion molecule 1
(PECAM-1) plays an important role in many inflam-
matory processes. including the development of ath-
erosclerosis. Polymorphism rs668 of the PECAM-1
gene (373C/G) is functional. and it was reported to be
associated with increased serum levels of PECAM-1.
We investigated the association between the rs668
polymorphism of PECAM-1 and subclinical mark-
ers of carotid atherosclerosis in subjects with type 2
diabetes mellitus (T2DM). Five hundred and ninety-
five T2DM subjects and 200 control subjects were
enrolled. The carotid intima-media thickness (CIMT)
and plaque characteristics (presence and structure)
were assessed ultrasonographically. Biochemical
analyses were performed using standard biochemical
methods. Geno-typing of the PECAM-1 gene poly-
morphism (rs668) was performed using KASPar as-
says. The control examinations were performed 3.8 +
0.5 years after the initial examination. Higher CIMT
was found in patients with T2DM in comparison with
subjects without T2DM. Statistically sig-nificantly
faster progression of the atherosclerotic markers was
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shown in subjects with T2DM in comparison with
the control group. When adjusted to other risk fac-
tors, the 15668 GG genotype was associated with an
increased risk of carotid plaques in subjects with
T2DM. We concluded that our study demonstrated
a minor etfect of the rs668 PECAM-1 on markers of
carotid atherosclerosis in subjects with T2DM.

Kevwords: Association study: carotid athero-
sclerosis; Platelet endothelial cell adhesion molecule
1 (PECAM-1): 15668 polymorphism: type 2 diabetes
mellitus (T2DM).

INTRODUCTION

The leukocyte adhesion and their transendothe-
lial migration play an important role in the initial
phase of atherogenesis [1]. Processes are regulated by
various types of adhesion molecules. such as platelet
endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1).
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) and
vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1). The
plasma level of adhesion molecules is elevated in
individuals with atherosclerosis [2-4].

Platelet endothelial cell adhesion molecule 1.
also called CD31. is a 130 kD member of the immu-
noglobulin superfamily. consisting of six extracel-
lular immunoglo-bulin-like domains. one transmem-
brane domain. and one cytoplasmic domain. Their
expression takes place on the surface of circulating
platelets, monocytes, neutrophils and selected T cells
[5.6]. The PECAM-1 is a signaling molecule that
plays diverse roles in vascular biology. including
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modulation of platelet function [7.8]. angiogenesis
[9]. vasculogenesis [10]. integrin regulation [11],
T-cell and B-cell activation [12] and mediation of
leukocyte migration across the endothelium [13].

The PECAM-1 gene is located at the end of the
long arm of the chromosome 17 (17q23). Previous
studies have reported the existence of 11 different single
nucleotide polymorphisms (SNPs) of the PECAM-1
gene. Three of them have been described that encode
amino acid substitutions in the PECAM-1 molecule. A
mutation in the PECAM-1 gene in exon 3 at position
+373 involves a C>G substitution. causing a leucine to
valine substitution at position 125 (1s668) [14].

The interaction or activation of the PECAM-1 take
place via homophilic binding with its first extracellular
Ig-like domains [15,16]. This polymorphism might af-
fect the homophilic binding capability and influence
individual susceptibility to the development of athero-
sclerosis. The association between the 15668 PECAM-1
polymorphism and cardiovascular disease was studied
in Caucasians [17-19]. Japanese [20] and Chinese [21].
but no clear answer on the association between the 15668
polymorphisim of PECAM-1 and the development of
cardiovascular diseases could be provided.

Platelet endothelial cell adhesion molecule 1
is important in the detection of mechanoreception
(mechanical shear force) and mechanotransduction
(conversion into chemical signals) by the endothe-
lium [22,23]. Atherosclerotic lesion development
occurs at sites of the vessel where flow and shear
stress conditions are disturbed [24]. Pulsatile or
oscillatory shear stresses induce pro inflammatory
gene expression [25]. Using the mouse model. the
effect of PECAM-1 deficiency (double knock-out
mice model without the presence of the PECAM-1
gene) on the development of atherosclerosis. They
reported reduced atherosclerotic lesions in double
knock-out mice models [21.25]. The purpose of this
study was to investigate an association between the
1668 (+373C/G) polymorphism of the PECAM-1
gene and subclinical markers of carotid atherosclero-
sis in patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM).

PATIENTS AND METHODS

This study included 595 consecutive subjects
with T2DM. admitted to the diabetes outpatient clin-
ics of the general hospitals at Murska Sobota and
Slovenj Gradec, Slovenia. and from the outpatient
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department at the Medical Center Medicor, Ljubljana.
Slovenia. The inclusion criteria for the control group
was the absence of T2DM. and consisted of employ-
ees of the General Hospital Murska Sobota. Slovenia.
Another inclusion criteria for the subjects with T2DM
and for the subjects in the control group was the age
from 40 to 70. The exclusion criteria for subjects
with T2DM and for the subjects in the control group
was a history of either myocardial infarction (MI) or
1schemic stroke. The study protocol was approved by
the Slovene Medical Ethics Committee (98/08/10).
The patients and control subjects were enrolled and
followed in the period from 2008 to 2014.

Patients were classified as having T2DM accord-
ing to the current report of the American Diabetes As-
sociation [26]. After informed consent was obtained
from the patients, a detailed interview was conducted
concerning smoking habits. the duration and treat-
ment of diabetes. arterial hypertension. and hyper-
lipidemia. Patients were asked whether they were
smokers at the time of recruitment (current smoker).
Subjects with T2DM with systolic blood pressure
>140.0 mm Hg or diastolic blood pressure >85.0 mm
Hg and/or subjects who were taking anti hypertensive
drugs were considered to be hypertensive.

All ultrasound examinations were performed by
two experienced doctors blinded to the participants’
diabetes status. The carotid intima-media thickness
(CIMT). defined as the distance from the leading
edge of the lumen-intima interface to the leading edge
of the media-adventitia interface. was measured as
previously described [27]. Plaques were defined as a
focal intima-media thickening. and divided into five
types according to their echogenic/ echolucent char-
acteristics, as previously described [27]. The inter-
observer reliability for carotid plaque characteriza-
tion was found to be substantial (x =0.64, p <0.001).

After the patients with T2DM and subjects with-
out T2DM (control group) were enrolled. they were
prospectively followed-up for a few years. From the
group with T2DM. 426 responded and participated in
the control ultrasound examination of the neck artery.
whereas, 132 re-sponded from the group of subjects
without T2DM: 3.8 + (0.5 years passed between the
first and the control ultrasound examination.

Biochemical Analyses. Fasting blood samples
for biochemical analysis were collected twice pa-
tients: upon enrollment and upon follow-up after a
few years. Analyses were made at the hospital ac-
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credited laboratory. The following parameters were
determined: total cholesterol. triglycerides, high-
density lipoprotein (HDL). low-density lipoprotein
(LDL). blood sugar and high-sensitive C-reactive
protein (hsCRP).

Genotyping. Genomic DNA was extracted from
100 uL of whole blood using a FlexiGene DNA iso-
lation kit (Qiagen GmbH. Hilden. Germany). in ac-
cordance with the recommended protocol. The rs668
polymorphism of the PECAM-1 gene was determined
with the KASPar assay (LGC Genomics Ltd., Hod-
desdon. Hertfordshire. UK) system.

Statistical Analyses. Continuous variables that
were normally distributed, were reported in the form
of mean + standard deviation (SD). Variables that
were not normally distributed, were presented in the
form of median (inter-quartile range). The normality
of distribution of continuous variables was examined
using the Kolmogorov-Smirnov test. We used the
Student’s 7 test or the analysis of variance (ANOVA)
to compare the numerical values of the continuous
variables, to identify the distribution of variables. If
the variables were asymmetrically distributed. we
used the Mann-Whitney U test or the Kruskal-Wallis
H test. The y? test was used to compare the frequen-
cy’s categorical variables, statistical evaluation of
differences in the frequencies of different alleles and

genotypes between the two groups. as well as in the
case of determining the Hardy-Weinberg equilibrium.

The Pearson analyses was performed to examine
the correlation between the independent variables.
The results showed a high degree of correlation be-
tween the serum levels of total and LDL cholesterol
(r=0.86; p<0.001), as well as systolic and diastolic
blood pressure (= 0.65: p <0.001). In the case of a
high degree correlation between two variables. only
one variable from each pair was included in the mul-
tivariate statistical models.

The change in the value of ultrasound markers
of carotid artery atherosclerosis was calculated by
deducting the values measured at two ultrasound ex-
aminations. The criteria for a statistically significant
difference was a p value of less than 0.05. To reduce
the possibility of error due to the small number of sub-
jects. we used the Bonferroni correction. All statistical
analyses were performed using the Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) computer program for
Windows, version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL. USA).

RESULTS

The clinical characteristics of subjects with T2DM
and control subjects are shown in Table 1. Patients with
T2DM had a greater waist circumference and there

Table 1. Initial clinical and biochemical characteristics of patients with type 2 diabetes mellitus and the control group.

Parameters Patients with T2DM (n = 529) Control Group (n = 200) p Value
Age (mean * SD) 6138 +9.65 60.07+9.18 0.07
Sex: M (%): F (%) M: 338 (56.8): F: 191 (43.2) M: 92 (46.0); F: 108 (54.0) 0.008
Duration of T2DM 11.5+7.88 - -
Smokers: M (%); F (%) M:30(8.9); F: 23 (12.0) M: 19 (20.6); F: 15(13.9) 0.002
Waist circumference (cm) 10865+12.88 9331+13.18 <0.001
BMI (kg/m?®) 3096 £4.74 2790+ 442 0.16
Systolic pressure (mm Hg) 146.98 £ 19.98 14330+ 16.60 0.86
Daiastolic pressure (mm Hg) 85.75+11.62 8470 £ 11.60 0.19
Fasting glucose (mmol/L) 8.04£2.57 527087 <0.001
HbA, (%) 7.89 £3.56 479+029 <0.001
Total cholesterol (nmol/L) 470+1.19 536+1.08 <0.001
HDL cholesterol (mmol/L) 1.19+£0.35 1.43+037 <0.001
LDL cholesterol (mmol/L) 263+094 3241098 <0.001
Triglycerides (mmol/L) 1.90 (1.20-2.70) 1.30 (0.90-1.90) <0.001
High sensitivity CRP (mg/L) 2.20 (1.00-4.30) 1.30 (0.80-2.70) <0.001
CIMT (um) 1013.00 + 208.00 979.00 £ 141.00 0.030

T2DM: type 2 diabetes mellitus; BMI:
CIMT: carotid intima-media thickness.

body mass index;: HDL: high-density lipoprotemn; LDL: low-density lipoprotemn; CRP

- C-reactive protein;

65

90



BJMG

PECAM-1 AND CAROTID ATHEROSCLEROSIS

Table 2. Cha.nEes in ultrasound markers of atherosclerosis at carotid artery in patients with type 2 diabetes mellitus and the

control group between the initial and control ultrasound examinations.
Parameters Patients with T2DM (n = 426) Control Group (n =137) 0.50
Annual CIMT mcrement (Um/year) 20.33 (11.74-29.86) 12.83 (8.82-20.66) 0.00
A number of plaque segments 2.00 (1.00-3.00) 1.50 (0.70-2.20) 0.00
A sum of the plaque thickness (mm) 5.40 (2.40-7.05) 3.64(2.88-5.48) 0.02

CIMT: carotid intima-media thickness; A: variable value changes during the observation period, expressed as a percentage of baseline values.

Table 3. Comparison of ultrasound markers of the carotid artery atherosclerosis in patients with type 2 diabetes mellitus
according to the PECAM gene polymorphism 373 C/G (rs668) genotypes at the beginning of the study.

Parameters CC Genotype CG Genotype GG Genotype p value
CIMT (um) 1041.00 £ 198.00 990.00 £ 187.00 988.00 +£211.00 0.19
Number of segments with plaques 2.56£1.65 239+1.72 2.51+1.54 0.36
Sum of the plaque thickness (mm) 8141477 799+523 7.66 £4.02 0.16
Presence of plaques: [+] 149.00 (85.60) 256.00 (84.50) 94 .00 (79.70) 036
-] 25.00 (14.40) 47.00 (15.50) 24.00(20.30) )
Presence of unstable plaques: [+] 86.00 (57.70) 144.00 (56.30) 58.00 (61.70) 0.66
= 63.00 (42.30) 112.00 (43.70) 36.00 (38.30) :

CDMT: carotid intima-media thickness.

Table 4. Changes in ultrasound markers of carotid artery atherosclerosis in patients with type 2 diabetes mellitus between
the first and the second ultrasound examination of the carotid arteries according to the PECAM gene polymorphism

373 C/G (rs668) genotypes.

Parameters CC Genotype CG Genotype GG Genotype p Value
Annual CIMT increment (Um/year) 20.34 (11.64-28.04) 20.69 (7.14-32.28) 14.28 (10.71-35.97) 0.71
A number of plaque segments 2.00 (0.50-2.50) 2.00(1.00-3.00) 2.00 (2.00-3.00) 0.74
A sum of the plaque thickness (mm) 7.30(3.85-8.70) 5.45(2.30-9.20) 4.40 (1.40-8.42) 0.38

CIMT: carotid intima-media thickness; A: vaniable value changes during the observation period. expressed as a percentage of baseline values.

were more sinokers compared to the control group.
There were no statistically significant differences
between patients with T2DM and controls in other
clinical characteristics [age. body mass index (BMI).
systolic and diastolic pressure]. A biochemical ex-
amination of patients with T2DM showed statistically
significant higher levels of fasting glucose, Hb A,
total cholesterol. HDL. LDL. triglyceride and hsCRP
compared with the control group (Table 1). Moreover.
higher CIMT was found in patients with T2DM in
comparison with subjects without T2DM (Table 1).
The uvltrasound examination of the carotid ar-
tery was performed at the time of enrollment in the
study. and 3.8 + 0.5 years after the initial examination.
Changes in the progression of atherosclerotic markers
(change in annual CIMT increase. change in the num-
ber of plaque segments and change in the sum of the
plaque thickness) between subjects with T2DM and
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the control group are shown in Table 2. Statistically
significantly faster progression of the atherosclerotic
markers was shown in subjects with T2DM in com-
parison with the control group (Table 2).

The distribution of genotypes in the population
of patients with T2DM was in Hardy-Weinberg equi-
librium (T2DM: %? = 0.45; p = 0.50: control group:
%2 = 1.46: p = 0.23). Table 3 outlines differences in
the ultrasound markers of carotid artery atheroscle-
rosis (initial ultrasound examination) in patients with
T2DM with regard to the rs668 genotypes. The dif-
ferences were not statistically significant with regard
to1s668 genotypes (Table 3). We did not demonstrate
statistically significant differences in the markers of
subclinical carotid atherosclerosis between different
genotypes in subjects with T2DM (Table 4).

Table 5 shows the relation between the 13668 and
the incidence of either plaques or unstable plaques
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Table 5. Relationship of the PECAM gene polymorphism 373 C/G (rs668) genotypes to the presence of plaques/ unstable
plaques of the carotid arteries in patients with type 2 diabetes mellitus at the beginning of the study.

Presence of Plaques Presence of Unstable Plaques
Parameters OR (95% CI) p Value OR (95% CI) p Value
Hypertension (0 = no; 1 = yes) 1.88 0.35 1.38 0.52
Systolic pressure (mm Hg) 0.24 0.68 0.26 032
Serum LDL (mmol/L) 1.41 041 1.34 0.25
Serum HDL (mmol/L) 0.11 0.02 031 0.34
Hb AL (%) 0.89 0.03 1.23 0.43
CG allele 1.03 0.49 0.72 0.17
GG allele 1.18 0.03 0.68 0.51

OR. (95% CI): odds ratio (95% confidence mterval); LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotien; all models were adjusted by age,
sex, smoking habits and treatment with statins. The reference group are homozygotes for the C allele (the CC genotype).

n subjects with T2DM. When adjusted to other risk
factors, the 1s668 GG genotype was associated with
an increased risk of carotid plaques in subjects with
T2DM (Table 5).

DISCUSSION

In the present study, we demonstrated an asso-
ciation between the 15668 GG genotype and carotid
artery plaque incidence in patients with T2DM when
adjusted to other risk factors. On the other hand. we
did not find any effect of the 1s688 genotype on the
progression of atherosclerosis in patients with T2DM.

Our study 1s the first demonstrating an associa-
tion between the rs668 PECAM-1 and the presence of
carotid plaques in patients with T2DM. In our study.
we observed a greater number of plaques in subjects
with the GG rs668 genotype. The importance of the
PECAM-1 gene in the pathogenesis of atherosclerosis
was demonstrated [21.25]. The decrease in areas with
atherosclerotic lesion in PECAM-1 double knock-out
mice was reported [21.25].

An association between the rs668 PECAM-1 and
car-diovascular disorders was reported several times,
but not in all studies [29-33]. Similarly. an associa-
tion between the 15668 PECAM-1 gene and either the
increased levels of soluble PECAM-1 or ischemic
stroke was found in the Chinese population [21]. An
association between the 15668 PECAM-] gene and
increased levels of soluble PECAM-1 was confirmed
in the setting of patients with acute MI [28].

Similarly. Fang ef al. [29] demonstrated an asso-
ciation between the 15668 PECAM-I gene and either

increased levels of soluble PECAM-1 or the severity
of coronary artery disease in the Asian Indian popula-
tion in Singapore. Reschner ef al. [17] reported an
association between the PECAM-1 15668 (the CC
genotype) and MI in Caucasians with T2DM. Finally.
the effect of several polymorphisms of the PECAM-1
gene on cardiovascular disease was confirmed by
Listi ef al. [30] in the Northern Italian population.
These findings were not confirmed in the general
population from Germany. as rs688 was not found
to be an independent risk factor for coronary artery
disease (CAD) [31].

In a recently published meta-analysis of 15 stud-
ies, including 7636 subjects, no association between
the 15668 PECAM-1 and cardiovascular diseases was
demonstrated [35]. Moreover. the progression of sub-
clinical markers of carotid atherosclerosis was sta-
tistically significantly faster in subjects with T2DM
in comparison with subjects without T2DM. This
finding is in accordance with expectations of other
researchers as well [32.33].

Our study has some limitations due to its actual
design (cross-sectional design at the enrollment of
subjects with T2DM and control subjects) and rela-
tively small sample size (i.e., less than 1000 subjects
with T2DM). however the study was appropriately
powered to detect the differences in subclinical mark-
ers of carotid atherosclerosis upon enrollment as well
as during follow-up. The lack of the effect of 15688
on the progression of atherosclerosis might be due to
a rather short interval between the first and control
examinations (3.8 0.5 years). Moreover, it is impos-
sible to exclude the impact of interactions with other
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potentially relevant variables on the development of
atherosclerosis. The second limitation of the study
is the lack of an intermediate phenotype. i.e., serum
PECAM levels. We presume that the effect of 15668
is via mcreased serum PECAM levels.

In conclusion, our study demonstrated a minor
effect of the rs668 PECAM-1 on the markers of ca-
rotid atherosclerosis in subjects with T2DM. as the
GG genotype of the rs668 PECAM-1 was associated
with a higher incidence of carotid plaques in subjects
with T2DM. With that kind of associations estab-
lished in genetic studies, we presumed that we might
predict the genetic risk of carotid atherosclerosis in
subjects with T2DM.
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8.2 ZIVLJENJEPIS

Rojen sem 11. 8. 1960 v Prelogu v Republiki Hrvaski. Diplomiral sem 15.2. 1985 na
Medicinski fakulteti Univerze v Zagrebu. Po konCanem Studiju sem se zaposlil kot
specializant iz sploSne kirurgije na KirurSkem oddelku Splosne bolniSnice Murska Sobota,
kjer sem zaposlen tudi danes. Specializacijo iz sploSne kirurgije sem koncal 9. 10. 1991 v
UKC Ljubljana. Podiplomski Studij iz splo$ne kirurgije sem vpisal na Medicinski fakulteti
Univerze v Zagrebu v Solskem letu 1992/1993. Zakljucni izpit sem opravil 28. 9. 1993.

S podrocja Zilne kirurgije sem se izobrazeval v:

» klinicnem oddelku za kirurgijo srca in oZilja Univerzitetnega kliniCnega centra v
Ljubljani (1992);

» oddelku za zZilno kirurgijo Univerzitetnega klini¢nega centra v Mariboru (1993);

= Stadtisches Klinikum St. Georg v Leipzigu (2002);

= Texas Heart Institute v Hustonu (2004) in

= Semmelweis University of Medicine Department of Cardiovascular Surgery v
Budimpesti (2003).

Sem clan strokovnega sveta ZdruZenja za Zilne bolezni Slovenskega zdravniskega drustva in
podpredsednik DruStva Zilnih kirurgov Slovenije. Ministrstvo za zdravje Republike Slovenije
mi je dne 25. 9. 2012 podelilo naziv primarij. Permanentno sem se izobraZeval in udeleZeval
Stevilnih strokovnih srecanj doma in v tujini. Aktivno sem sodeloval na kongresih v Sloveniji
in tujini. Objavljal sem prispevke v domacih in tujih revijah. Med delom na kirurSkem
oddelku SploSne bolniSnice Murska Sobota sem bil mentor Stevilnim specializantom in
pripravnikom.
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8.3 ZAHVALA

Zahvaljujem se mentorju red. prof. dr. Danijelu Petrovicu, dr. med. za strokovno usmerjanje,
spodbudo in potrpeZzljivost pri izvedbi doktorske naloge.

Doktorsko delo presega znanje iz zmoznosti posameznika, zato se zahvaljujem vsem, ki so
sodelovali pri posameznih fazah raziskave. Sodelovalo je veliko posameznikov in ker jih ne
morem vseh nasteti, se iskreno zahvaljujem ustanovam in oddelkom: Diabetoloski ambulanti
SB Murska Sobota, Radioloskemu oddelku SB Murska Sobota, Kirur§Skemu oddelku SB
Murska Sobota in Laboratoriju za molekularno genetiko InStituta za histologijo in
embriologijo UKC Ljubljana.

Posebna zahvala soprogi Jasni ter hc¢erkam Ivi, Janji in Klari, ki so me spodbujale in
potrpeZljivo prenaSale tekom doktorskega Studija.
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8.4 1ZJAVA DOKTORSKEGA KANDIDATA

PRILOGA 4
UNIVERZA V MARIBORU

MEDICINSKA FAKULTETA

IZJAVA DOKTORSKEGA KANDIDATA

Podpisani-a DraZen Popovi¢, vpisna Stevilka 30802109

izjavijam,

da je doktorska disertacija z naslovom GENSKI POLIMORFIZMI ADHEZUSKIH MOLEKUL IN VNETNIH
GENOV TER PROGRESIJA ATEROSKLEROZE KAROTIDNIH ARTERIJ PR SLADKORNI 8OLEZNI TIP 2

e rezultat lastnega raziskovalnega dela,

¢ da predloZena disertacija v celoti ali v delih ni bila prediofena za pridobitev kakrinekoli
izobrazbe po Studijskem programu druge fakultete ali univerze,

» da so rezultati korektno navedeni in

¢ da nisem kr3il-a avtorskih pravic in intelektualne lastnine drugih.

Podpis doktorskega kandidata:

o ,
e L Draien Popowif’
o

«
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