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POPIS KRATICA

ACEI, inhibitor angiotenzin konventirajuéeg enzima (engl. Angiotensin-Converting Enzyme
Inhibitors)

ACE, angiotenzin konvertiraju¢i enzim (engl. Angioenzin-Converting Enzyme)

ACE?2, angiotenzin konvertirajuci enzim 2 (engl. Angioenzin-Converting Enzyme2)

ADAML17, petidaza ADAM17, (engl. A Disinterin And Metalloproteinase 17)

ANG I, angiotenzin |

ANG II, angiotenzin Il

ANG 1-7, angiotenzin 1-7

ARBs, antagonisti angiotenzinskih Il receptora, (engl. Angiotensin Il Receptor blockers)

ATS, Americko torakalno drustvo, (engl. American Thoracic Society)

ATI1R, angiotenzin Il tip 1 receptor

AT2R, angiotenzin Il tip 2 receptor.

CAT, test za procjenu KOPB-a (engl. COPD Assessment Test)

cDNA, komplementarna DNA (engl. complementary DNA)

CHRNAB3/5 gen, gen za padjedinicu nikotinskog acetilkolinskog receptora (engl. 'Cholinergic

Receptor'Nicotinic Alpha 3/5)

Ct, broj ciklusa'(engl. Cycle treshold)

DPI, inhaler koji isporucuje lijek u obliku praha, (engl."Dry Powder Inhaler)

DNA, (engl. Deoxyribonucleic Acid)

DNK; deoksiribonukleinska kiselina

EDTA, etilendiamintetraocetna kisglina, (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

ELISA (engl. enzyme -linked immunosarbent assay)

ERS, Europsko respiratorno drustvo, (engl. 'European Respiratory Society)

FEV4, forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi (engl. Forced Expiratory Volume in first
second)

FVC, forsirani vitalni kapacitet (engl. Forced Vital Capacity)

g (x g), sila ubrzanja gravitacije

GOl, gen od interesa

GOLD, Globalna inicijativa za kroni¢nu opstruktivnu plué¢nu bolest, (engl. Global



Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease)

GTS gen, gen za glutation S-transferazu (engl. Glutathione S-Transferaze)

GWAS, genomska asocijacijska studija (engl. Genome-Wide Association Study)

HHIP gen, gen za hedgehog interakcijski protein (engl. Hedgehog-Interacting®Protein)

ICS, inhalacijski kortikosteroidi (engl. Inhaled Corticosteroids)

IgE, imunoglobulin E

IL-4Ra, (engl. Interleukin-4 Receptor Alpha)

IL, interleukin (engl. interleukin)

IL-1a, interleukin-1 alfa (engl. Inteleukin-1 alpha,)

IL-1, interleukin-1 beta (engl. interleukin-1 beta)

IQR, interkvartilni raspon

kb, kilobaza

KBC, Klinicki bolnicki centar

KOPB, kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest

LABA, dugodjelujuci 2-agonisti (engl. Long-Acting Beta Agonist)

LAMA, dugodjeluju¢i muskarinski antagonisti (engl. Long-Acting Muscarinic Antagonist)

LDCT, niskodozna kompjuterizirana tomografija (engl. Low-Dose Computed Tomography)

M, molarna koncentracija (molaritet)

MAF, ucestalost manje zastupljenog alela (engl. Minor-Allele Frequency)

MAPK, signalni put.(engl. Mitogen-Activated Protein:Kinase)

MasR; receptor Mas

MCP-1, citokin monocitni kemotakti¢ni protein-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-
1)

MDI, inhaler koji isporucuje lijekwu obliku aerosola (engl. Metered Dose Inhaler)

mg, miligram, jedinica za masu

MgCl., magnezijev klorid

mL, mililitar

mM, milimol

MMP-12 gen, gen za matriksnu metaloproteinazu 12 (engl. Matrix Metalloproteinase-12)

MMRC skala, modificirana skala zaduhe (engl. Modified Medical Research Council Dyspnoea



scale)

MRNA, glasnicka RNA (engl. messenger Ribonucleic Acid)

MSCT, multislojna kompjutorizirana tomografija (engl. Multislice Computed Tomography)

pL, mikrolitar

n, veli¢ina uzorka

NaCl, natrijev klorid

NCBI, znanstvena baza podataka Nacionalni centar za biotehnoloske informacije (engl.
National Center for Biotechnology Information)

NF-Kb, signalni put nuklearni faktor kappa B, (engl. Nuclear/Facter Kappa B)

NIV, neinvazivna mehanicka ventilacija

NK stanice, prirodne stanice ubojice ( engl. Natural Killer Cells)

NT-proBNP, marker sréane insuficijencije (engl. N-terminal pro-B-type Natriuretic Peptide)

OR, omjer izgleda, (engl. Odds Ratio)

PCR, lancana rekacija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)

PD, peptidazna domena

PEF, vrsni ekspiracijski protok (engl., Peak Expiratory Flow)

pH, logaritamska mjera koncentracije vodikovih iona, (engl. potential of hydrogen)

PubMed, znanstvena baza podataka

RAAS, reninangiotenzin aldosteronski sustav

RBD, domenasvezanja receptora (engl. Receptor-Binding Domain)

RCLB, (engl/Red Cell Lysis Buffer)

RNK, ribonukleinska kiselina

RQS, reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive Oxygen Species)

rs879922, jednonukleotidni polimorfizam u genu ACE2

rs2285666, jednonukleotifni polimorfizam u genu ACE2

RT-PCR, lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-Time)

RT-gqPCR, metoda kvantitativhog PCR-a u stvarnom vremenu (engl. Real-Time Quantitative

PCR)
SABA, kratkodjelujuci f2-agonisti (engl. Short-Acting Beta Agonist)
SACE?2, solubilni/topljivi ACE2



SAMA, kratkodjelujuc¢i muskarinski antagonisti (engl. Short-Acting Muscarinic Antagonist)
SARS-CoV, virus SARS-CoV (engl. Severe Acute Respiratory Coronavirus)
SARS-CoV-2, virus SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute Respiratory Coronavirus 2)

SDS, pufer za lizu proteina (engl. Sodium Dodecyl Sulfate)

SERPINA 1, gen koji kodira alfa-1-antitripsin (engl. Serpin Family’A Member 1)

SNP, jednonukleoidni polimorfizam (engl. Single Nucleotide Polymorphism)

SP, signalni peptid

STATSs, signalni put (engl. Signal Transducer and Activatorof Transeription,)
TagMan probe, specifi¢na oligonukleotidan sonda, izvedeno0d enzima Taq polimeraze
TE pufer, pufer koji sadrzi Tris + EDTA

Th2 upala, upala posredovana T-pomoc¢nickim limfoeitima tipa 2 (engl. T-helper 2)
TNF-a , faktor nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor-alpha)

Tris-HCI, puferska otopina tris(hidroksimetil)aminometan hidroklorid

TSLP, citokin timusni stromalni limfopoetin (engl. Thymic Stromal Lymphopoietin)

UVI/VIS spektrofotometar, (englaUltraviolet—visible spectroscopy), ultraljubicasto vidljiva
spektrofotometrija omoguéuje kvantifikaciju nukleinskih kiselina temeljem njihove apsorpcije

svjetlosti pri specificnim valnimiduljinama

Zn*, ion cinka

gPCR,rekacijallancanog umnozavanja u stvarnom vremenu (engl. Quantitative Polymerase
ChainReaction)

%2 test, Hi-kvadrat test, statisticka metoda za ispitivanje odnosa izmedu dviju varijabli

°C, stupanj Celzijus, standardna jedinica za temperaturu
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1 UVOD

1.1 Angiotenzin-konvertirajuéi enzim 2

Angiotenzin-konvertiraju¢i enzim 2 (engl. Angiotensin-Converting Enzyme 2, ACE?2) je
protein kodiran genom ACEZ2, smjestenim na kromosomu X (citogeneticka lokacija Xp22.2),
koji obuhvaca 39,98 kilobaza (kb) genomske deoksiribonukleinskeskiseline (DNK)(1). Gen
kodira protein od 805 aminokiselina, sastoji se od 18 kodiraju¢ih regija tzv. egzona 1 17
nekodirajucih regija tzv. introna (2—4). Shematski prikazsCitogentiéke lokacije gena ACE2
prikazan je na Slici la.

- e e

Xp22.33
Xp22.32
Xp22.31
xp22.2
Xp22.13
Xxp22.12
*p22.11
Xp21.3
*p21.2
Xp21.1
*pll.4
Xpll.3
Xpll1.23
Xpl1.22
Xpl1.21
Xpll.1
Xqll.1
Xqll.2
xgl2
*q13.1
*ql3.2
Xq13.3
Xg21.1
Xg22.1
%q22.2
xq22.3
Xg23
Xg24
Xg25
Xg26.1
%026.2
Xq26.3
Xq27.1
Xq27.2
Xq27.3
*q28
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Slika 1a. Citogeneti¢ka lokacija gena ACE2. Preuzeto ijprilagodenoljubaznoséu (5).

Gen ACE2 sastoji se funkcionalno  od cetiri regije.\Regija 5° UTR predstavlja
strukturalno<pocetni dio gena. Smjestena je pPrije.prvog egzona, izravno ne sudjeluje u
transkripciji. Sadrzi vezna mjesta za transkripcijske faktore za aktivaciju ili inhibiciju ekspresije
gena te na ovaj nacin mehanizmom funkeionalne regulacije sudjeluje u proizvodnji buduceg
proteina ACE2. Slijedi kodiraju¢aregija, egzoni 1-18, koja sudjeluje u transkripciji odnosno
sadrzi upute za sintezu proteina ACE2. Egzoni 1-3 sudjeluju u nastanku buduce signalne
sekvence koja ¢ini dio proteina koji omogucava njegov pravilan transport unutar stanice prije
no $to postane funkcionalan. Egzoni 4-10 sudjeluju u nastanku buduce izvanstani¢ne kataliticke
domene, egozni 11-16 transmembranske, a 17-18 unutarstani¢ne domene. Regija 3" UTR koja
ne sudjeluje izravno u transkripciji, smjestena je nakon posljednjeg egzona 18, sadrzi upute za
stabilnost MRNA (engl. messenger Ribonucleic Acid). Ostatak gena ¢ine introni, nekodirajuce

regije izmedu egzona. Introni sadrze informacije kojima reguliraju ekspresiju gena (mogu



kontrolirati kada i gdje ¢e se stvarati ACE2), alternativno spajanje (engl. splicing) Sto
omogucuje varijacije proteina ACE2 ¢ime mogu utjecati na njihovu funkciju te sudjeluju u
odrzavanju genetske stabilnosti (mogu smanjiti rizik od mutacija u funkcionalnim dijelovima

gena) (2). Shematski prikaz smjestaja i strukture gena ACE2 prikazan je na Slikama 1b, 1c.

STRUKTURA GENA ACE? S EGZONIMA I INTRONIMA
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PROTEIN ACE2 domena »
l domena domena

/
Transmembranska Unutarstaniéna

NH, -I‘ Zinc metallopeptidase m-- COOH
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Slika 1b. Shematski prikaz strukture gena i proteina ACE2. Gen se sastoji od 18 egzona
(tamnozelena) i 17qdntrona (svijetlozelena). ACE2 protein ukljucuje 805 aminokiselina sa

sa razlicitim regijama i domenama. Preuzeto i prilagodeno ljubazno$cu (6).

Strukturu ACE2 proteina. »Cini nekoliko vaznih domena; izvanstanicna,
transmembranska i unutarstaniéna domena., Izvanstani¢éna domena na samome pocetku sadrzi
dio koji se zove signalni peptid (SP) koji usmjerava novonastali protein prema
endoplazmatskom retikulumu tijekom sinteze, te omogucuje pravilnu obradu i transport
proteina unutar stanice. Drugi dio €ini peptidazna domena (PD) koja sadrzi dio sa cinkovim
ionom (Zn?") te predstavlja dio proteina koji je odgovoran za enzimsku aktivnost ACE2. Ovdje
se odvija kataliticka aktivnost kao dio renin angiotenzin aldosteronske kaskade (engl. Renin
Angiotensin Aldosteron System, RAAS) sa pretvaranjem angiotenzina Il (Ang Il) u angiotenzin
1-7 (Ang 1-7) koji ima vazodilatatorno i protuupalno djelovanje (2) (7). Domena vezanja

receptora (engl. Receptor-Binding Domain, RDB) virusa SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute



Respiratory Coronavirus 2) drugi je vazan dio PD domene te omogucuje vezanje sa SARS-
CoV i SARS-CoV-2 virusom dopustajuéi mu da ude u stanicu domacina mehanizmom
endocitoze kompleksa ACE2-virus (8) (9). Obzirom da je ACE2 tip | membranski protein,
jedan transmembranski a-heliks prolazi kroz membranu stanice, ¢ini transmembransku domenu
te osigurava funkciju ACE2 kao receptora. Citoplazmatska domena malaje citosolna regija
koja nije kataliticki aktivna, smjeStena je u unutarstaniénom dijelu proteinate sudjeluje u
signalizaciji i interakciji s drugim proteinima (2). Shematski prikazstrukture proteina ACE2 sa

funkcionalnim domenama prikazan je na Slici 1c.

Izvanstaniéna domena

Transmembranski dio

Unutarstaniéna domena

Slika 1c. 3D strukturasACE2 proteina sa funkcionalnim domenama. Preuzeto i

prilagodeno prema (10)

Funkcionalno protein ACE2 ima viSestruku ulogu. Osim §to je receptor za ulazak
SARS-CoV (engl. Severe Acute Respiratory Coronavirus) i SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute
Respiratory Coronavirus) virusa u stanicu, transporter aminokiselina u tankom crijevu ¢ime
pomaze u apsorpciji aminokiselina, najbolje proucenu funkciju predstavlja enzimska uloga kao

dio kaskade renin angiotenzin aldosteronskog sustava (RAAS) (11). Smjestajem vezan za

3



membranu stanice, poznat je i cirkuliraju¢i ACE2 tzv. solubilni ACE2 (sACE2) (12). Solubilni
ACE2 protein nastaje pod utjecajem proteaze ADAM17 (engl. A Disinterin And
Metalloproteinase 17) prekidanjem ekstracelularnog dijela ACE2 proteina sa membrane koji
se onda istisne u izvanstani¢ni prostor (13) . Kao takav moze se detektirati u krvotoku i tjelesnim
teku¢inama. Transmembranski ACE2 izraZzen je na razli¢itim epitelnim stafiicama. Nalazimo
ga iu plu¢ima gdje je smjesten na povrsini alveolarnih stanica tip 1 i I1, te endotelaiim stanicama
pluénih krvnih zila (14). Osim u plu¢ima ima ga na epitelnim i endotelnim stanicama srca,
bubrega, jetre, crijeva, srediSnjeg zivéanog sustava. Sudjeluje u regulacijip krvnog tlaka,
ravnoteze tekucine i elektrolita te regulaciji sistemske cirkulacije (15)(41). Aktivira se kao
kompenzacijski mehanizam u stanjima smanjenog  cirkulirajuéeg volumena s ciljem

zadrzavanja tekucine i elektrolita u sistemskoj cirkulaciji.

Sustav RAAS kaskade aktivira se kao odgovor bubrega na smanjeni protok krvi tj.
perfuziju. Renin, proteoliti¢ki enzim, izlu€uje se iz jukstaglomerularnih stanica bubrega koje se
nalaze u stijenci aferentne arteriole. Jukstagloemerularni aparat koji predstavlja funkeionalno
vaznu, morfoloski mikroskopsku strukturu w bubrezima koja regulira funkeiju nefrona kao
osnovne jedinice bubrega, sastoji se od jukstaglomerularnih, stanica, macules‘dense i
ekstraglomerularnih mezangijskih stanica. Macula densa je nakupina gusto Slozenih stanica u
stijenci distalnog.tubula koje detektiraju promjene u koncentracijinnatrijevog klorida i poti¢u
izluCivanje renina iz’ jukstaglomerulanih stanicas Ekstraglomerulafrne mezangijske stanice
nalaze se izmedu aferentne i eferentne arteriole, imaju, kontraktilna svojstva koja pomazu u
komunikaciji izmedu macule dense i jukstaglomerulanih stanica tj. u regulaciji protoka krvi

kroz glomerul (16).

Uloga renina je da iz jetrenog angiotenzinagena stvori angiotenzin | (Ang I). Ang |
ima slab bioloski ucinak, no dok se putem plu¢nog ACE pretvori u angiotenzin Il (Ang II)
po€imje njihova vazokonstriktorna kaskada, U daljnjoj kaskadi Ang II svoj vazokonstriktorni
ucinak postize djelovanjem na autenommni Zivcani sustav, bubrezne 1 sistemske krvne Zile,
bubrezne tubule, nadbubrezne zlijezde i straznji rezanj hipofize (Slika 2). Glavni vazoaktivni
peptid u kaskadi je Ang II koji nastaje posredovanjem pluénog enzima angiotenzin-
konvertiraju¢eg enzima (ACE), iz Ang I. Ang Il svoje djelovanje postize putem receptora

angiotenzin Il tip 1 (AT1R) i angiotenzin 1l tip 2 (AT2R) receptora.

Pretpostavlja se da ACE2 u sustavu kaskade RAAS ima vaznu regulatornu ulogu tako
Sto djeluje kao oponent angiotenzinu II za koji je poznato da ima snaZzno proupalno,

vazokonstriktorno i profibroti¢ko djelovanje (17).
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Slika 3. Shematski prikaz djelovanja ACE2. Preuzeto iz (18)



Slijedom navedenoga, predlozen je signalni mehanizam ACE2/Angl-7/MasR koji
stiti pluca od upale i fibroze, nasuprot signalnog puta ACE/AngIl/ATI1R koji je odgovoran za
pluéno ostecenje i ima ulogu u patogenezi kroni¢nih pluénih upalnih i fibrozirajuéih bolesti —
pluéne hipertenzije i pluéne fibroze (20). Osim ,,dobrih*, istrazivanja su pokazalad onuj,lo$u‘
stranu aktivacije signalnog puta RAAS, kako sistemskog, tako i tkivnog, u patogenezi
hipertenzije, sr€anog zatajenja, bubreznih bolesti, ateroskleroze, st€ane hipettrofije, dijabetesa

tipa 2, fibroze bubrega i upalnih bolesti pluca (21).

1.2 Kroni¢na opstruktivna plué¢na belest (KOPB)

Kroni¢na opstruktivna pluéna bolest (KOPB) je prema definiciji Globalne inicijative
za kroni¢nu opstruktivnu pluénu bolest: GOLD (engl. Global Initiative for Chronig:Obstructive
Lung Disease) heterogena bolest pluca, karakterizirana kroni¢nim respiratornim simptomima
(zaduha, kasalj, iskasljavanje) uslijed promjena u diSnim putovima (bronhitis, bronhiolitis) i/ili
alveolama (emfizem) koje‘uzrokuju perzistentnu, ¢esto progresivinu bronhoopstrukCiju (22)
(23).

Od KOPB-a boluje 0ko'10% populacije, a godisnje u svijetu umee oko 3,3 milijuna
bolesnika (24) (25)¢ Trenutno je tre¢i vodeci uzrocnik, smrti usvijetu nakon kardiovaskularnih
i cerebrovaskularnih“bolesti s porastom incidencije i prevalencije, a 90% tih losih ishoda u
boleshika s KOPB-oem dogada se u zemljamad razvoju. (nizak.do srednji stupanj dohotka) (26)
(27) (28). Predstavlja znacajan javnozdravstveni problem zbog stope morbiditeta i mortaliteta,
preuranjene  smrtnosti, ukupnih troskova lijeCemja dok su moguénosti farmakoloSkih
intervencija jo$ uvijek uglavnom simptomatske. Cigaretni dim smatra se zna¢ajnim rizi¢nim
¢imbenikom za razvoj bolesti‘ali,genetska predispozicija uz utjecaj ostalih okolisnih ¢imbenika
kao §to su udisanje toksi¢nih Cestica iplinova, modeliraju patogenezu bolesti (29). Unatoc
velikim naporima na globalnoj razini u cilju smanjenja kulture pusenja ipak se nije postigao
ocekivani napredak u smanjenju incidencije KOPB-a. Znamo da svega 20% pusSaca oboli od
KOPB-a te su novija istrazivanja temeljena na traganju za ostalim potencijalno moguéim
modulatorima u nastanku bolesti: genetskoj predispoziciji, dogadajima u prenatalnom razdoblju
i djetinjstvu, ponavljaju¢im respiratornim infekcijama, izlozenosti onecis¢enju zraka i dimu iz
biomase (30) (31) (32). Pacijenti koji nisu pusaci a obole od KOPB-a usporedno sa pusacima

koji boluju od iste bolesti obi¢no su mlade zivotne dobi i imaju bolju funkciju pluc¢a od
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pacijenata koji razviju KOPB kao posljedicu pusenja (33). Ucestalost bolesti varira medu
spolovima, regijama i socio-ekonomskom statusu (34). Nesto je veca prevalencija bolesti u
muskaraca §to se objasnjava prvenstveno pusackim stazem i izlozeno$¢u Stetnim inhalacijskim
Cesticama (30). Ipak, u Zena koje obole od KOPB-a, prati se brzi tijek bolesti. Postoje
geografske razlike prevalencije i incidencije, no jo§ uvijek nedostaju velike studijeskoje bi
mogle komparirati cijeli svijet obzirom da siromasne zemlje Afrike mnisu doveljno istrazene
(35). Oboljeli od KOPB-a uvelike su razlikuju u klinickoj prezéntaciji bolestimukljucujuci

ucestalost pogorsanja, razinu tjelesne izdrzljivosti (zaduhe) i razvoj kaheksije.

Ranije shvacana kao izolirana bolest, za KOPB se\ danas smatra da je dio
multisistemskog procesa koji obiljezava upalni odgevor pluéa na razlicite iritanse iz okoline,
pracen infiltracijom upalnih stanica; neutrofila, 4makrofaga i limfocita, uz znacajan doprinos
izvanpluénih zbivanja koja doprinose tezini bolesti (86) (37). Bolest karakterizira poja¢ana
sekrecija sluzi, disfunkcija cilijarnog-aparata, ograni¢enje protoka zraka ugizdisaju uz
hiperinflaciju i poremecéenu izmjenu plinovassto se klinicki prezentira kroni¢nim kasljem s
iskasljavanjem uz stupnjeviti razvoj zaduhe. Qpstrukcija protoka zraka u izdahu najvazniji je

patofizioloski poremecaj koji se moze objektivizirati.

Dijagnoza KOPB-a gesto je izazovna. Uz spirometriju kao zlatni standard, jednaku
tezinu u postavljanju dijaghoze nosi anamneza s naglaskomma radnw'izlozenosti pusacki staz.
U potpunom fenetipiziranju bolesti 1 objektiviziranju komorbiditeta koristimo jo§ biokemijske
parametre iz periferne” krvi i status respiratornih “plinova, 'uvid u intratorakalni status
sumacijskom snimkom torakalnih organa.4l MSCT-om, toraksa, elektrokardiogram te
chokardiografiju u bolesnika s povisenim NT-proBNP-om. "MSCT kao dodatna slikovna
metoda korisna je slikovna metoda za objektiviziranje i kvantificiranje emfizema radi
planiranja invazivne terapijske intervencije u potvrdivanju ili isklju¢ivanju bronhiektazija ili
atipi¢nih infekcija u bolesnika sa znacajnim, iskasljavanjem, za otkrivanje intersticijske bolesti
te u novije vrijeme niskodozni CT (eng.dowe-dose CT) za detekciju karcinoma plu¢a u KOPB
bolesnika koji zadovoljavaju kriterije za ukljuc¢ivanje u Nacionalni program za rano otkrivanje
raka pluca (38). Diferencijalno dijagnosticki kod postavljanja dijagnoze potrebno je iskljuditi
slijedece bolesti: astmu, kroni¢no zatajenje srca, bronhiektazije, tuberkulozu, obliterirajuci

bronhiolitis najéesce u transplantiranih (23).

Tezina KOPB-a definirana je stupnjem opstrukcije diSnih putova objektivizirano
spirometrijom te razredom izraZenosti simptoma — ABE (39) (23). Spirometrija je zlatni

standard u postavljanju dijagnoze s potrebnom potvrdom prisutnosti opstrukcije FEV1/FVC
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<0.7, tj. omjerom ograni¢enja protoka zraka definiranog forsiranim izdisajnim volumenom u
prvoj sekundi (FEV1) i forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC). Napredovanjem saznanja o
patogenezi KOPB-a od 2011. godine GOLD preporuke za klasifikaciju bolesti i lijeCenje
uvazavaju osobitosti bolesnika te se tako i u preporukama za lijeCenje prihwaca koncept
fenotipova u KOPB-u. Prihva¢anjem ovog koncepta lije¢enju se nastoji pristupiti individualno.
Ranijih godina je prema GOLD preporukama klasifikacija KOPB-a bila,je temeljena iskljucivo
na nalazu spirometrije od najblazeg do najtezeg u stupnjeve tezinedGOLD 1, 2,3,4. Ubrzo se
uvidjelo da na prognozu bolesti zapravo intenzivnije utje¢u simptomi i, broj akutnih
egzacerbacija te se pristupilo dodatnoj kategorizaciji belesnika u“3»katégorije na temelju
simptoma i broja akutnih egzacerbacija, ABE. Za ovu klasifikacijupotrebno je poznavati tezinu
i ucCestalost simptoma (procijenjenih mMRC skalom (engl. modified Medical Research
Council) (40) (41) ili CAT upitnikom (engl. COPD Assesment Test) te broj pogorSanja
(egzecerbacija) u prethodnoj godini (42) (43) (44) (Slika4).

Dijagnoza potvrdena [E— Procjena o | Procjena simptoma/ rizika od
spirometrijom bronhoopstrukcije - egzacerbacije

POVUEST EGZACERBACIA

FEV1 (% od olekivanog) 52 umjerene
Postbronhodilatacijski GOLD 1 =80 ?gzaccrbadjc E
FEV1/FVC <0.7 iliz1

GOLD 2 50-79 hospitalizacija

GOLD 3 30-49 o1
umjerena

GOLD 4 <30 egzacerbacija A B
(bez hosp.)

“mMRC 0-1 MMRC 2 2
CAT < 10 CAT = 10
SIMPTOMI

Slika 4. Klasifikacija KOPB-a prema GOLD preporukama, prilagodeno prema (23)

Dostupni terapijski izazovi u bolesnika s KOPB-om uz farmakoloske i nefarmakoloske
intervencije u vecine bolesnika ipak ne uspijevaju omoguditi trajno stabilno stanje bez
egzacerbacija, obzirom da i uz prestanak pusenja bolest ima tendenciju napredovanja. Cilj
medikamentozne terapije je poboljSati protok zraka promjenom tonusa glatkih miSic¢a

(bronhodilatatori) i suzbiti upalu (kortikosteroidi i roflumilast). Bronhodilatatori ¢ine temeljnu



terapiju a molekule se isporucuju putem inhalera u obliku aerosola (MDI, engl. Metered Dose
Inhaler) ili praha (DPI, engl. Dry Powder Inhaler) kratkog ili dugoga djelovanja kao;
kratkodjelujuéi P2-agonisti (SABA, engl. Short-Acting Beta Agonist), dugodjelujuci p2-
agonisti (LABA, engl. Long-Acting Beta Agonist), kratkodjeluju¢i muskarinski, antagonisti
(SAMA, engl. Short-Acting Muscarinic Antagonist) i dugodjeluju¢i muskarinski/antagonisti
(LAMA, engl. Long-Acting Muscarinic Antagonist). Kada se kombiniraju"'LAMA i/LABA,
njihovi komplementarni mehanizmi djelotvorniji su u poboljsanju plucne funkcijeri'smanjenju
simptoma bolesti usporedno sa odgovaraju¢im monoterapijama (45). Razina eozinofila u
perifernoj krvi koristi se kao biomarker za predyidanje, uCinkewvitosti inhalacijskih
kortikosteroida. Dodatak inhalacijskih kortikosteroida (1CS) u fiksnoj trojnoj kombinaciji
(LABA/LAMAV/ICS) pokazao se da znac¢ajno smanjuje stope umjerenih ili teSkih egzacerbacija,
poboljsava pluénu funkciju i smanjuje simptome bolesti (46) (47)(48)(49). Trojna terapija
jedina je farmakoloSka mjera koja smanjuje mortalitet ."Roflumilast kao dodatak protuupalnoj
terapiji takoder je indiciran u stadiji bolesti sa umjerenim do teSkim stupnjem opstrukcije,
fenotipa kroni¢nog bronhitisa sa uéestalim egzacerbacijama, kao i imunomédulatorna terapija
azitromicinom u bivsih pusa¢a. U bolesnika.sa hipoksemijom uuznapredovalom stadiju bolesti
sa reperkusijom na desn@srce, u smanjenju simptoma zaduhe indicirana je.oksigenoterapija ili
terapija neinvazivnom.ventilacijom (NIV). Nefarmakolosko lijecenje KOPB-a temelji se na
prestanku pusenja, plué¢noj rehabilitaciji i umjerenoj tjelesnoj aktivnosti, cijepljenju, nutritivnoj
potpori te kirurSKifm intrevencijama. Postoje¢a terapija u lijeCenju/KOPB-a jo$ uvijek nije
ciljana,usmjerena je kalokalnom djelovanju na epitel bronha s'eiljem suprimiranja upale. Cilj
je kontrola postojeée upale disnih putova kroz smanjenje breja upalnih stanica i solubilnih
medijatora ili blokiranjem njihovih ucinaka. Lekalni ‘imunoloski ucinci kortikosteroida u
di$nim putovima ukljucuju protuupalno aktiviranje'i‘iskljucivanje ekspresije gena koji utjecu
na sintezu upalnih i proupalnih citokina/kemokina, receptora, enzima i adhezijskih molekula i
rezultiraju smanjenim prezivljenjem i angaZiranjem upalnih stanica. Inhalacijski kortikosteroidi
su kao preporuka za teze oblike ‘bolesti uz ceSc¢e egzacerbacije za sada limitirani brojem
eozinofila u perifernoj krvi obzirom da istrazivanja pokazuju nedovoljnu u¢inkovitost u blazim
oblicima bolesti bez periferne eozinofilije (50). Usporedujué¢i razvoj medikamentoznog
pristupa, moZze se re¢i da su bolesnici koji boluju od druge najucestalije opstruktivne bolesti
pluéa — astme, u boljem polozaju obzirom na dostupnost terapije. Danas gotovo sa sigurno$éu
bolesnicima s teskim oblikom astme mozemo ucinkovito pomo¢i primjenom bioloske terapije
usmjerene na kljucne upalne medijatore. Najces¢i ciljevi su imunoglobulin E (IgE), interleukin-

5 (IL-5), interleukin-4 (IL-4), interleukin-13 (IL-13), timusni stromalni limfopoetin (engl.
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thymic stromal lymphopoietin — TSLP). Bioloski lijekovi koji ciljaju ove molekule znacajno su
unaprijedili lijecenje teske eozinofilne i alergijske astme. Osim toga, u tijeku su istrazivanja o
ucinkovitosti novih terapija usmjerenih na interleukin-17 (IL-17), interleukin-33 (IL-33) i
drugih, koji su takoder vazni ¢imbenici u patofiziologiji astme. Prethodne. studije sa
mepolizumabom i benralizumabom u KOPB-u nisu dale uvjerljive rezultatea lije¢enjuKOPB-
a (51) (52). Napredak u istrazivanjima medikamentoznog lijecenjas KOPB-a doveo je do
odobrenja dupilumaba kao prve bioloske terapije za ovu bolest. Ovaj lijek predstavilja znacajan
iskorak u lijeCenju KOPB-a s eozinofilnim fenotipom, otvaraju¢i nove poglavlje u
personaliziranoj terapiji ove heterogene bolesti (53) (23). LijeCenje,KOPB-a bioloskom

terapijom zasigurno ¢e otvoriti nove poglede u medikamentozaom pristupu ovoj bolesti.

.....

egzacerbacija. Egzacerbacija ili pogorSanje bolesti jest,akutno nastali prekid stabilnog stanja
bolesti neovisno o uobiCajenim dnevamim varijacijama. Poziv su za potrebnem dodatne
medikamentozne intervencije a u tekim pogorsanjima potrebno je bolnicko zbrinjavanje (54).
U bolesnika s ucestalim egzacerbacijama uocen je brzi pad pluéne funkeije (55) a svako
slijedece pogorsanje zbog sistemske upalé osim pluénih komplikacija dovodi do povecanog
rizika od tromboembolijskog, kardiovaskularnog i cerebrovaskularnog incidentasili smrtnosti
(56) (57). Iz dosadasnjih, istraZivanja, poznato je da tijekom akutnih egzacerbacija KOPB-a
dolazi do,porasta sistémske upale kao i1 upale pluénog parenhima mjerene upalnim markerima
(58) (59). Unatoc svim destupnim lijekovima‘iintervencijama, KOPB je i dalje bolest koja se
teSkoddijagnosticira 1 lijeci. Veliki udio otpada na skupinuprekasno dijagnosticiranih bolesnika
kod kojih je‘plu¢na funkcija znacajno nepovratno izgubljenas Prema dostupnim podacima
gotovo svakiqeti bolesnik koji boluje od KOPB-aumire.u roku9d jedne godine od prvog teskog
pogorsanja koje je zahtijevalo hospitalizaciju (60), dok polovica umire u roku od 3,6 godina od

pryog teskog pogorsanja (61),

KOPB se rijetko javlja kao samestalna bolest. Uglavnom je udruZen s barem jednim,
dok 50% osoba koji boluju od KOPB-a ima vise od Cetiri komorbiditeta (62). Komorbiditeti
imaju znacajan utjecaj na tijek 1 ukupno prezZivljenje. Studija Stéllberga u oboljelih od KOPB-
a pokazala je da se tijekom prac¢enja u razdoblju od 8 godina ucestalost komorbiditeta u postotku
znacajno povecala usporedno s objektiviziranim udjelom na pocetku ukljuivanja u studiju
(63). Izdvojeni su slijede¢i komorbiditeti; arterijska hipertenzija, kardiovaskularne bolesti,

astma, GERB, depresija, Secerna bolest, osteoporoza, rak pluca. Kardiovaskularni komorbiditet
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prednjacio je postotkom u intervalu pracenja, stoga autori navode vaznost ranog prepoznavanja

i lijecenja komorbiditeta izborom adekvatne terapije.

1.3 Upala u patogenezi KOPB-a

KOPB je c¢esta bolest u ¢ijoj je podlozi trajna upala nastala aktivacijom urodenog i
steCenog imunoloskog odgovora precipitirano egzogenim inhalacijskim Stetnim ¢imbenicima,
ponajvise udisanjem cigaretnog dima (64). Ulazu se veliki napori znanstvenika u istrazivanje
patofiziologije KOPB-a koja jo$ uvije nije potpuno jasna.dako se zadnjilvgodina vidi pomak u
definiranju potencijalnih proupalnih mehanizama dodatna istrazivanja,svakako su dobro dosla.
Gomilanjem saznanja o patogenezi KOPB-a premijenilo se prvotno shvacanje o naizgled
jednostavnoj bolesti uzrokovanoj udisanjem duhanmskog dima ili iritanasa ¢ija se tezina
procjenjivala stupnjevanjem opstrukcije u disSnim putovima. Uskoro je bilo zamije¢eno da
bolesnike koji boluju od KOPB-a katakterizira znacajna heterogenost u klini¢koj prezentaciji,
terapijskom odgovoru, padu pluéne funkeije, ucestalosti egzacerbacija kao i tprezivljenju (65).
Pokazalo se da FEV1 ne koyélira sa klinickim'pokazateljima, ponajprije zbog razlika u upalnom
odgovoru i stupnju ostecenja u pluénom parenhimu i diSnim putovima a tokonacnici rezultira
razlikama u klini¢kejuslici, adgovoru na lijeCenje te brzini progresije bolesti (66). Temeljem
ovih saznanja u nastavku susse definirali fenotipovi KOPB=a. U novije«vrijeme veliki se napori
ulazu u traganje'za molekularnim komponentama ukljucenim u patogenezu bolesti, kako na
razinibiokemijskog istrazivanja tako i uz pomeéigenctike a sve's ciljem da bi se definirali

potencijalni geni odgovorni za nastanak KOPB-a.

Dosadasnja istrazivanja upucuju na klju¢nu ulogu upaléu etiopatogenezi KOPB-a (67).
Smatra se da udisanje Stetnih Cesticai plinova pokrece lokaliziranu upalu u diSnim putovima
koja zbog nekontroliranog upalnog odgovera dobiva kroni¢ni tijek. Obzirom da se u bolesnika
s KOPB-om mogu mjeriti povisenewvrijednosti upalnih stanica i proupalnih citokina u perifernoj
krvi 1 tijekom stabilne bolesti razmiSljanja idu i u smjeru da je KOPB sistemska bolest, sa
sistemskim upalnim odgovorom. Dvije su hipoteze o nastanku sistemske upale: jedna podupire
mehanizam ,,prelijevanja‘ upalnih medijatora iz pluca u sistemsku cirkulaciju, a druga obrnuti
mehanizam gdje se smatra da je sistemska upala ona komponenta KOPB-a koja uzrokuje
poremecaje u plu¢ima. Mehanizam takvoga odgovora jo$§ uvijek nije sasvim jasan, ali
pretpostavlja se da je genetski uvjetovan. Promatrajuci pridruZzene bolesti tj. komorbiditete,

KOPB nerijetko koegzistira s bolestima u ¢ijoj je patogenezi upala. NajéeSée su to
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kardiovaskularne bolesti koje su ujedno vazan prediktor morbiditeta i mortaliteta u bolesnika

koji boluju od KOPB-a (68).

Upala je obiljezena aktivacijom urodenog i steCenog imunosnog odgovora te
infiltracijom upalnih stanica i proupalnih citokina u diSne puteve i pluéni parenhim,(69) (70).
Stanice urodenog imunoloskog sustava predstavljaju najraniju obranu domacina 1 €ine ih
neutrofili, bazofili, eozinofili, dendriticke stanice, makrofagi, mastociti i prirodne stanice
ubojice (tzv. NK, engl. Natural Killer Cells) (71). Ispravna kaskada aktivacije urodenog
imunoloSkog sustava predstavlja dobro poslozen radni milje ¢ija je osnoyna uloga ocuvati

domacina (72).

Neutrofili su najbrojniji, a upalu pojacavaju @slobadanjem citokina. Citokini se smatraju
bitnim biljezima upale u bolesnika s KOPB-om mjeteno iz uzoraka direktno iz di$nog ustava
ili iz periferne krvi (73) (74). Povisene koncentracije interleukina-1 alfa (engl. Inteleukin-1
alpha, IL-1a), interleukina-1 beta (engl.ninterleukin-1 beta, IL-1B), interleukina-6 (engl.
interleukin-6, IL-6), interleukina-8 (engl. interleukin-8, IL-8) i faktor nekrozeitumora alfa,(engl.
Tumor Necrosis Factor-alphagsENF-0) zabiljezene su u bolesnika s K@PB-omhusporedno sa
kontrolnom skupinom zdravih ispitanika (75) (76). IL-1 uglavmem proizvodi epitel disnih
putova i makrofagi a oslobada,se zajedno s IL-6, IL-8 i TNF-a. Uzrokuje neutrofiliju, aktivaciju
makrofaga i aktivaciju T limfocita(77). | pro-1L-1a i njegovizreli oblik IL-Tasu bioloski aktivni
(78). Nasuprot tome, pro-IL-13 se mora cijepati da bi ‘biofbioloski aktivan (79). IL-6 je
proupalni citokin koji'sintetiziraju stanice epitela disnthyputova;makrofagi i druge stanice na
mjestu upale kao odgovor na stresne podrazaje iz okolisa kao Sto je puSenje, a sudjeluje u
aktivaciji, proliferacijiyi diferencijaciji T limfacita (80) (81) (82). Smatra se da IL-6 snazno
potice sintezu CRP-a u jetri, a povisene koncentracije IL-6 u KOPB-u povezane su s povisenim
koncentracijama CRP-a (Kolsum etaly, 2009). IL-8 je multifunkcionalni kemokin uklju¢en u
makrofaga, T stanica, epitela diSnih putova i neutrofila (84). TNFa proizvode T stanice,
mastociti 1 stanice epitela diSnih putova. Njegove glavne funkcije su kontrola stani¢ne migracije
i stimulacija lu¢enja drugih citokina (80). Makrofagi uklanjaju stare stanice i prezentiraju
antigene T limfocitima kao stanicama stecenog imunoloskog sustava (72). Limfociti T glave su
stanice steCenog imunoloSkog sustava a osim §to identificiraju specifi¢ne antigene na ciljanoj
stanici 1 djeluju citotoksi¢no, pomagacki pokuSavaju utjecati na diferencijaciju B stanica te

mobiliziraju i aktiviraju druge stanice imunoloskog sustava (85).
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Zajednicko djelovanje ovih komponentni imunoloskog sustava ima za cilj obraniti
domacina. Budu¢i da je u bolesnika koji boluju od KOPB-a aktivator upale uglavnom trajno
prisutan dogadaju se nepovratne promjene disnih putova. Patomorfoloske promjene kao edem
sluznice, hipersekrecija sluzi, bronhokonstrikcija i fibroza u konacnici dovode de,nepovratnih
morfoloskih promjena koje zovemo remodeliranje diSnih putova. Udruzenim snagama
proupalne stanice i proupalni citokini razli¢itim interakcijama i patofizioloskim/mehanizmima
od kojih je dobro objasnjen oksidativni metabolizam utjeCu na tijek bolesti (86):Sistemska
upala zajedno sa aktivacijom upalnih stanica i porastom proinflamatornih citokina mogla bi biti
vode¢i uzrok endotelne disfunkcije u KOPB-u i _ma taj nadingpridonosi razvoju
kardiovaskularnih bolesti u bolesnika koji boluju od KOPB-a (87). Istrazivanja pokazuju
povecanu koli¢inu upalnih stanica u razli¢itim dijelovima plu¢a, kao i neutrofila u sputumu i
bronhoalveolarnom lavatu tijekom stabilne bolesti 'egzacerbacije (88)(89). Abnormalni upalni
odgovor sredis$nji je dogadaj u patofiziologiji KOPB-a. Biljezi se heterogena upalna infiltracija
temeljem analize sputuma koja mozé biti; pretezno neutrofilna, pretezno eozinofilna i pauci
upalna infiltracija. Smjernice za lije€enje‘sugeriraju da podskupine bolesnika s, visokim brojem
cirkuliraju¢ih eozinofila belje reagiraju_na inhalacijske kortikosteroide, Studija koja je
kombinirala podatke iz<hl klini¢kihistudija ipak navodi da eozinofili iz krvi nisu pouzdan
marker za predvidanje.budu€ih egzacerbacija (90). U iskasljajus.biopsijama iz stijenke disnih
putova iparenhima pluéa u bolesnika koji boluju od KOPB-a poviSene.su vrijednosti neutrofila
1 makrofaga. Takoder, u /perifernoj krvi bolesnikaskoji‘boluju od KOPB-a su poviSene
vrijednesti parametara sistemske upale; neutrofila, “CRP-a, fibrinogena (91) (92) (87).
Aktivacija neutrofila 1 makrofaga dodatno @slobadayproteinaze (neutrofili lu¢e neutrofilne
clastaze, a makrofagi matriks metaloproteinaze),koje nadmasuju aktivnost antiproteaza Sto
dovodi do razgradnje elastina i drugih elemenata potpornog tkiva pluca (93). Vrijednosti ovih
parametara Cesto koreliraju s tezinom'bolesti a osim §to su im vrijednosti u korelaciji s akutnim
pogorSanjima bolesti (egzacerbacijama) »Cesto su 1 pokazatelj utjecaja pridruzenih
komorbiditeta. Iako bi se znanje ogvaznosti eozinofila moglo pokazati korisnim, vec¢ina
egzacerbacija ipak je posredovana neutrofilnom upalom (94). Stupanj neutrofilne upale korelira
s vaznim klinickim ishodima kao S§to su stopa pada pluéne funkcije i dogadaji egzacerbacije
(95). U akutnoj egzacerbaciji uz CRP povecava se i razina fibrinogena ¢ime se povecava rizik
od tromboembolije (96). Kroni¢na sistemska upala u bolesnika s KOPB-om ¢ini se da je
zacCarani krug (76) (97) (98).
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1.4 ACE2 i KOPB

Obzirom na ¢injenicu da poremecena regulacija aktivacije upale ima znacajnu ulogu u
nastanku i razvoju KOPB-a, a patogeneza je jo$ uvijek nedovoljno razjasnjena, namece Se
ideja o ulozi signalnog puta RAAS i proteina ACE2 u nastanku bolesti.«“Postoji dokaz
ukljucenosti RAAS-a u patogenezu brojnih kroni¢nih upalniheprocesa kojit su wjedno
komorbiditeti u KOPB-u. ACE2 kao dio RAAS kaskade postavio se kag komponenta ukljuc¢ena
u patogenezu ovih sistemskih upalnih procesa, ponajprije KOPB-at RAAS U plucima doprinosi
normalnoj pluénoj funkciji i razvoju (99) (100), dok abnormalne vrijednosti pojedinih

komponenti toga sustava mogu dovesti do poremecaja.

KOPB je bolest koja primarno zahvaca pluéa, a karakterizirana je ne samo lokalnom,
vec 1 sistemskom upalom koja je odgovorna za pridruzene ekstrapulmonalne i kardiovaskularne
komorbiditete. Slabo regulirani RAAS povezuje se s mastankom kroni¢nih pluc¢nih bolesti a
autori navode da bi se djelovanjem na RAAS moglo terapijski utjecati na tijektovih bolesti
(100) (101). U skladu s time, ‘lijekovi koji ciljaju na RAAS, inhibitori angiotenzin
konventirajuc¢eg enzima (englsAngiotensin-Converting Enzyme Inhibitors, ACEi). i antagonisti
angiotenzinskih Il receptora, (engl. Angiotensin 11 Receptor blockers, ARBs), imajupovoljan
ucinak i na ishod bolesti ubolesnika koji boluju od KOPB-a (102) (103) (104)(105) (106).

Plu¢a su mjesto i1spreplitanja aktivnosti dokalnog (tkivnog)«i sistemskog RAAS-a.
Lokalni RAAS djeluje autonomno ¢ime neoyisno regulira patofizioloSke procese zasebno za
svaki_ergan pa tako 1 pluca (107). Bolesnici s KQPB-om gesto pokazuju poremecaje u sustavu
RAAS, a hipoksija se smatra glavnim razlogom toga (108)."Aktivacija lokalnog RAAS-a kao
odgover na alveolarnu hipoksiju djeluje stimuliraju¢i na proupalne ¢imbenike u plu¢ima, IL-6,
TNE-a, citokin monocitni kemotakti¢ni protein-1, (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-
1, MCP-1). Oni imaju imunomodulatorni, u¢inak na T-limfocite ¢ime pridonose ozljedi u tkivu

pluca udruzenoj s KOPB-om (109).

Najproucavaniji kataliticki spoj RAAS u plu¢ima je ACE, metaloproteinaza za koju se
odavno zna da joj je koncentracija u plu¢ima prili¢no visoka, obzirom da se stvara u plu¢nom

tkivu . ACE je odgovoran za stvaranje Ang II, bioloski aktivnog peptidnog hormona.

Ang IT u plu¢ima potic¢e bronhokonstrikciju, vazokonstrikciju, proliferaciju fibroblasta,
ekspresiju proupalnih citokina i stani¢nu apoptozu, te na sve ove nacine indirektno utjece na
tkivnu ozljedu. Cini se da je Ang II kljuéni posrednik ozljede pluéa i pokretaé apoptoze

alveolarnih epitelnih stanica, te putem receptora AT1, koji su vrlo zastupljeni unutar tkiva
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pluca, kontrolira i rast pluénih fibroblasta. Vezanjem Ang II na njegov receptor AT1R aktivira
se kaskada sa ¢imbenicima rasta koji poti¢u proliferaciju stanicu u hipoksicnom miljeu §to
rezultira anaerobnim metabolizmom sa oksidativnim stresom i oslobadanjem slobodnih
radikala kisika. Proizvodnja slobodnih radikala kisika posredovano putem AT 1Rs.u konacnici
uzrokuje mitohondrijsku disfunkciju i disfunkciju endotela §to predstavlja sastavni dio
patofiziologije KOPB-a (110) (111). Slobodni radikali kisika sudjeluju i u osteéuju molekule
DNK sto u konacnici, u jednog dijela bolesnika s KOPB-om, dovodit do pekretanja malignog
procesa §to ide u prilog do sada potvrdenoj koegzistenciji KOPB-a i karcinoma pluca (112)
(113) (114) (115). Aktivacijom Ang Il povecava se oslobadanje proupalnih citokina i tako
posredno potice sistemsku upalu. Pokazalo se da MCP-1 ekstrahiraniiz alveolarnih makrofaga,
kao odgovor na akutnu alveolarnu hipoksiju, aktivira mastocite'izazivajuéi tako sistemsku
upalu (116). Zna se i da razvoju KOPB-a doprinose angiotenzinom Il posredovano gomilanje
reaktivnih kisikovih spojeva, (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), mitohondrijska
disfunkcija i poremecena redoks signalizacija. Vezanjem Ang Il na ATIR osim§to ¢e se
pokrenuti upalna kaskada i aktivirati signalni put nuklearni faktor kappa¢B, (engl. Nuclear
Factor Kappa B, NF-Kb), ssignalni put STATs (engl. SignalsTransducer and»Activator of
Transcription, STATS) isignalni put MAPK, (engl. Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK)
stimulira se proizvodnja slobednih kisikovih spojeva tj. ROS-a.inducirajuci stani¢nu smrt —

apoptozu (117).

Nizvodna komponenta u kaskadi, ACE2, je enzim koji.je oshovna komponenta druge
vazne osovine RAAS-a, a neutralizira Stetne u¢inke Ang [T'tako Sto uravnotezuje njegove razine
i ima fizioloski suprotan u¢inak. Oba su enzima znacajne zastupljena u plu¢ima, kao i njihovi
receptori. (118). Eksperimentalni modeli sugerirajundagplucni ACE2 §titi od promjena nastalih
u Sklopu KOPB-a (119). Xue i suradnici su na eksperimentalnim modelima $takora koji boluju
od/KOPB-a proucavali u¢inak ekspresijesACE2 na upalni odgovor i funkciju pluéa. Pokazali
su da je veca ekspresija ACE2 wepitelnim stanicama diSnih putova povezana sa znafajnim
poboljSanjem pluéne funkcije i smanjenom razinom proupalnih citokina, poput TNFa, IL-8, IL-
2 i IL-1B. Ovim istrazivanjem doslo se i do saznanja da je ekspresija glasnicke MRNA (engl.
messenger Ribonucleic Acid, MRNA) za angiotenzin-konvertirajuci enzim 2 (ACE2) znacajno
smanjena u plu¢ima Stakora koji boluju od KOPB-a u usporedbi s ekspresijom u Stakora divljeg
tipa (119). Sve ovo ukazuje da bi potisnuta regulacija ACE2 i neravnoteza ACE/ACE2 mogla
imati ulogu u patogenezi i progresiji KOPB-a, no potrebni su dodatni napori istrazivaca kako

bi se ovo razjasnilo. U konac¢nici, ACE2 §titi plu¢a od ozljede. Smatra se da bi ACE2 mogao
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biti kljucni oponent klasicnom RAAS-u obzirom da metabolizira Ang Il u mnogo povoljniji
Ang 1-7. U KOPB-u prisutna neravnoteza vazoaktivnih komponenti sustava RAAS, a

terapijsko pomicanje ravnoteze prema ACE2 daje dobre ucinke na ishode lijecenja (100) (120).

Renin-angiotenzin-aldosteronski sustav (RAAS), ovisno o fizioloskimdivjetima, moze
biti aktiviran ili reguliran putem dvaju funkcionalno suprotnih mehanizama. Klasi¢ni put, koji
ukljucuje ACE/angiotenzin II/ATIR osovinu, povezan je s vazokomstrikcijom, stani¢nom
proliferacijom, hipertrofijom organa, retencijom natrija i stimulacijom oslobadanja aldosterona.
S druge strane, proturegulacijski i vazodilatacijski mehanizam temelji.se na ACE2/angiotenzin-
(1-7)/Mas receptorom putu. Ova osovina ima kljuénit ulogusu poticanju vazodilatacije,
inhibiciji stani¢ne proliferacije i1 hipertrofije, teapokazuje izrazene kardioprotektivne i
nefroprotektivne uéinke. Sukladno tome, posljedice aktivacije /ACE/Angll/AT1R signalnog
puta mogle bi se smanjiti djelovanjem antagonistickog ACE2/Angl-7/MasR puta (121).
Favorizira se signalni put ACE2/Ang(1-7)/Mas ¢ija je ACE2 glavna komponenta. ACE2 se
putem ovog signalnog puta namece/kao glavni.oponent sustava RAAS jer ponistava proupalni,
vazokonstriktorni, i profibroticki ucinak aktivacije RAAS-a (122). Zbog sposebnosti RAAS da
posreduje u regulaciji intrapulmonalnog tlaka, upali, fibrozi kaoe i njegove kljuéne uloge u
proliferaciji plu¢nih staniea i apoptozi, neodgovarajuca funkcija RAAS povezuje,se uvelike s
patologijom plu¢aq100)-Kroniéna izlozenost duhanskom dimu'1 drugim Stetnim tvarima glavni
je ¢imbenik za razvojdKOPB-a. Predlozen je mehanizam kojimdi RAAS mogao biti ukljucen
u ovaj proces,djelovanjem putem nikotina izduhanskog dima. Niketin indirektno sudjeluje u
oslobadanju renina iz bubrega, gomilanju/i,angiotenzina 1l s vazokonstriktornim i proupalnim
uc¢inkom (123). Aleufi je u svom istrazivanju,2021."goedine, ukazao da kroni¢na izlozenost
duhanskom dimu povecava ekspresiju proteina ACE2au plu¢ima (124). Iako jo$ nema ¢vrstih
dokaza koji potvrduju ulogu ACE2/Angl-7/Mas u patogenezi KOPB-a, zna se ipak da
aktivacija ovoga puta ima protuupalne 1 antifibroticke u¢inke u razli¢itim tkivima. Potrebna su
daljnja istraZivanja kako bi se dodatno ispitao ranije predlozen mehanizam kojim bi se putem
aktivacije signalnog puta ACE2/Ang1-7/Mas potisnula proupalna osovina ACE/Angll/AT1R i
time moglo utjecati na poremecaj ravnoteze signalizacije RAAS-a koji u konaénici dovodi do

nastanka kroni¢ne upale u plu¢ima (125).
1.5 Polimorfizmi u genima za ACE2

Jedan od potencijalnih pristupa ispitivanja mehanisticke uloge ACE2 u nastanku i
razvoju KOPB-a je ispitivanje genske podloge kroz asocijacijske studije uporabom razli¢itih

polimorfnih biljega. Asocijacijske studije primjenjuju se u istrazivanju genske podloge bolesti
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u smislu odredivanja potencijalne predodredenosti za razvoj bolesti. Povezanost specificnih
polimorfizama nekih gena s nastankom i razvojem KOPB-a ve¢ je duze vrijeme poznata (126).
Prisutnost polimorfnih varijanti specificnih gena u nekoj populaciji, osim S$to omogucava
utvrdivanje geneticke povezanosti, moze utjecati i na ekspresiju gena od zmacaja i tako
potencijalno utjecati na odgovor pluéa u borbi protiv ¢imbenika koji omoguéavaju nastanak tih
bolesti. Za jedan od polimorfizama koji je predmet naseg istrazivanja, ACE2 152285666 zna se
da potencijalno moze utjecati na ekspresiju gena putem alternati¥nth mehanizama spajanja
(127) (128). Ljudski genom sastoji se od 23 para kromosoma, priblizno dvije kopije od ukupno
tri milijarde parova baza. Razlike izmedu dvije jedinke su uglavnommsmalene, obi¢no jedna
razlika na 1000 parova baza. Najveéi broj ovih razlika, tj polimorfizama, javlja se kao
polimorfizam u jednom nukleotidu odnosno promjéna samao JedneMaze, tzv. SNP (engl. Single
Nucleotide Polymorphism). Ovaj tip genskih varijacija, cesto su povezani s mnogim patoloskim
stanjima (129).

Pojam polimorfizmi jednog nukleotida (SNP) podrazumijeva promjenu pojedinacne
nukleotidne baze u drugu na specifiénoj lokaciji Sto za posljedicu ima ‘premjenu Slijeda
nukleotida u samom genu/(molekuli DNA) (130). Budu¢i da‘erljudski genom diploidan jer
nasljedujemo kromosome oba roditelja, u odabranom SNP-u mogucée su heterozigotne ili
genomu,ove to¢kaste‘mutacije mogu imati razli¢ite funkcionalne posljedice ovisno o njihovoj
ucestalosti“1 pozieji,u genomu. SNP-ovi se ha temelju njitheve ud€ene ucestalosti u opéoj
populaciji dijele na ucestale varijante (koje.se pojavljuju u populaciji s frekvencijom ve¢om od
1%) i manje Gcestale varijante (koje su rjede, ali mogu imati bitan utjecaj) (132). Funkcionalni
SNP-qvi.odgovorni su za razlike u fenotipu i promjene u strukturt i funkciji proteina ¢ime mogu
utjecati i na bioloske procese (133). U ljudskom genotipu ovakvih je funkcionalnih tockastih
mutacija od 3-5 % (134). Razumijevanje SNP-ova klju¢no je za istrazivanje genetske
predispozicije, faramakogenetiku i.populacijsku genetiku obzirom da mogu djelovati na tijek i
ishod aktivacije razli¢itih signalnih putova u organizmu, te samim tim 1 na pojedinacne razlike

u imunoloskom odgovorima jedinki.

Osim kodirajucih regija odgovornih za nastanak proteina, pa tako i molekule ACE2,
veliki dio gena ACE2 c¢ine nekodirajuéi slijedovi. Tragaju¢i za genetskim faktorima
ukljuc¢enima u patofiziologiju nekih bolesti ve¢ je ranije otkriveno nekoliko polimorfnih biljega
unutar gena ACE2 koji se povezuju sa rizikom za nastanak arterijske hipertenzije i
kardiovaskularnih bolesti (135) (136) (137). Zna se da samo 15-20% aktivnih pusaca oboli od
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KOPB-a, a razlog tome jos uvijek nije dovoljno jasan. Pretpostavlja se da je u podlozi ovog
fenomena genetska predispozicija za razvoj bolesti, no jo§ uvijek ne postoje ¢vrsti dokazi o
mehanizmu povezanosti nastanka KOPB-a, izloZenosti duhanskom dimu i geneti¢koj podlozi
tih procesa. Studije povezanosti cijelog genoma usmjerene na fenotipove bolesti definirane
spirometrijom sugeriraju da je genetska nasljednost KOPB-a umjerena (138). Mutacija. u genu
SERPINA 1 koja uzrokuje KOPB u sklopu nasljednog nedostatka alfa =1 antitripSina najjasnije
je do sada objasnjen mehanizam monogenske uloge u patofiziologiji KOPB-a (139).
Nedostatak antitripsina al zabiljeZzen je u 1-2% bijele populacije bolesnika S KOPB-om (140)
Teski emfizem odreden nasljedem poznat je u Ehlers Danlosovom sindromu telomeropatijama
(141) (142) a jedna od najvecih studija koja je uklju€ivala‘preko, 50000 parova blizanaca
ukazala je nasljednost KOPB-a procijenjenu na_preko 50% (143). Do danas je poznato jo$

nekoliko gena koji bi se mogli povezati sa sklonos¢u za razvoj KOPB-a (144) (126).

Poznato je da u bolesnika koji razviju KOPB postoji nekoliko genetskih polimorfizama
u enzimima koji aktiviraju ili deaktiviraju /kancerogene tvari duhanskog dima (145). Moglo bi
se pretpostaviti da su upravo polimorfizmi unutar tih gena odgovorni za nastanak i tijek bolesti
jer mogu izmijeniti rizik Kronicnih, pusac¢a za razvoj KOPB-d'peremecenim odgevorom na
ucinke upale i reguliranjem tumor-supresorskih gena (146) (147) (148). Polimerfizmi u genu
za matriksnu metaloproteinazu»12 (engl. Matrix Metalloproteinase-12, MMP-12) mogu biti
povezaniys razvojem<emfizema | KOPB-a. GendMMP-12 kodira protein zvan i makrofagna
elastaza, kojikao enzim razgraduje elastin 1 dfuge komponente,izvanstani¢nog matriksa te igra
klju¢auulogu u remodeliranju tkiva i upalnim procesima (249) (150). Polimorfizmi u genu za
hedgehog interakcijski protein (engl. Hedgehog-Interacting Protein, HHIP) koji kodira protein
Inhibitor, Hedgehog signalnog puta, klju¢nog za razvoj.i regen€raciju tkiva ukljucujuéi pluéno
tkivo, povezani su sa smanjenom plaénom funkcijom 1 egzacerbacijama (151) (152). Ekspresija
gena za podjedinicu nikotinskog acetilkalinskog receptora (engl. Cholinergic receptor nicotinic
alpha 3/5, CHRNA3/5) povezana,je s tezinom bronhoopstrukcije i emfizema (151) (153).
Polimorfizmi u genu za glutation S-transferazu (engl. glutathione S-transferaze, GST) koji
predstavlja enzim ¢ija je kljuéna uloga u organizmu u neutralizaciji kisikovih reaktivnih
spojeva, zna se da sudjeluju u nastanku KOPB (154)(155). Otkako je prisutna dostupnost
sekvenciranja cijelog genoma, bolja dostupnost asocijacijskih studija i nove metode za analizu
podataka o genetskim varijacijama mozemo reci da je danas poznato preko 20 lokusa povezanih

s KOPB-om, a brojne studije jos su u tijeku (156). lako niti jedan od utvrdenih gena nema veliki
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individualni ucinak, njihova medusobna interakcija unutar slozene genetske mreze moze

znacajno doprinijeti razvoju bolesti.

O polimorfizmima ACE2 u bolesnika s KOPB —om malo se zna. Povecana je ekspresija
ACE2 u plu¢ima bolesnika s KOPB-om, kao i u pusaca. Povezanost specificnilipolimorfizama
ACE2 i rizika za razvoj KOPB-a jo$ nije u potpunosti razjasnjena. Polimorfizmi u ACE2,mogu
utjecati na njegovu ekspresiju i funkciju, Sto u konacnici moze modulirati upalni odgovor i
remodeliranje u pluénom parenhimu S$to predstavlja osnovne/patofizioloske dogadaje u
nastanku KOPB-a. Dosadasnja istrazivanja sugeriraju da ACE2"'moze imati zastitni ucinak
protiv ostec¢enja pluénog parenhima proupalnim mehanizmima, no genetski faktori koji ovo
reguliraju za sada jo$ nisu poznati. Za polimorfizam r$2285666 veze se uloga u regulaciji
ekspresije ACE2 u plu¢ima tijekom COVID 19infekcije te u.bolesnika s hipertenzijom, no
nedostaje studija koje bi opisale njegovu ulogu u patogenezi KOPB-a. Vecina sada dostupnih
studija bazira se pretezno na ulozi ACE2u.0boljelih od COVID 19. Obzirom na razli¢ite ishode
u lijecenju virusne upale pluéa, uloga proteinayACE2 razmatrana je u kontekstu receptora, ali i
kao komponente RAAS sustava U sklopu koje bi utjecao na sistemskiupalni odgovor.
Pretpostavlja se da vezanje virusa SARS-CoV-2 na ACE2 receptor vodi ka manjkusaktivnog
ACE?2, §to utjee na poremecaj regulacije tkivnog RAAS-a a $to u konacnici dovedi do upale i
trajnog oStecenja tKiva kae posljedica viska angiotenzina II. Kako je.neregulirani lokalni RAAS
povezan's produljenim oslobadanjem kataliticki aktivnog mjesta ACE2 u cirkulaciji, moguce
je da se na‘tajnacim moze objasniti produljenuCOVID 19 bolest (157). Ozljeda plu¢a u COVID
19 bolesti i1 mehanizam ovog patofiziolg§kog procesa pojasnjen je u radu Gintonia i sur.
Vezanjem SARS-CoV-2 virusa za aktivnomjesto na proteinu ACE2 zapocinje upala kaskada
uz snizene vrijednosti ACE2 i poviSene vrijednostivAng II (158). Povisene vrijednosti Ang II
stimuliraju otpustanje upalnih citokina $to vodi ka lokalnoj upali (159). Vazodilatacija plu¢ne
vaskulature utjece na otpustanje ACE u imtersticijski prostor Sto kaskadnom aktivacijom Ang
IT potice infiltraciju i aktivaciju leukocita (160). Posljedi¢na pojacana stimulacija signalnog
puta Angll/ATR1 uz proizvodnju ROS-a u konacnici uzrokuje sustavnu upalu s gomilanjem
proupalnih ¢imbenika; TNF-alpha, interleukina-6 i CRP-a (161) (162). Uoceno je da brojni
pojedinacni polimorfizmi u genu za ACE2 mogu imati utjecaj na infektivnost domacina te
ukupno prezivljenje od COVID 19 bolesti (163). Neki polimorfizmi unutar ACE gena pokazuju
razli¢it u€inak u aktiviranju neutrofila, monocita/makrofaga, NK stanica i pomo¢nickih
limfocita T ¢ime aktivno sudjeluju u pojacavanju ili smanjivanju upalnog odgovora tzv.

citokinske oluje (159) kao i kataliziranje pretvorbe Ang Il u Ang 1-7 ¢ime se direktno utjece i
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na lokalnu i sistemsku ozljedu tkiva (128) (164). Akcilar i suradnici objavili su rad kojim su
nastojali povezati genetski utjecaj na ishod od COVID 19 infekcije. Komparirajuéi skupinu
zarazenih COVID 19 infekcijom sa i bez afekcije pluca a promatrajuci polimorfizme unutar
gena ACE2 (SNP G8790A tj. rs2285666) objavili su rezultate u kojima navode kako se ovaj
polimorfizam pokazao kao prediktor za vecu ucestalost afekcije pluc¢a u zarazenih/COVID 19
infekcijom (165). Rezultati znanstvenih istrazivanja pokazali su da ispitanicikoji imaju KOPB,
kao komorbiditet, ne pokazuju poveéani rizik od infekcije SARS-CoV-2 virusomyniti KOPB
povecava rizik za razvoj dugotrajnih posljedica COVID -19 bolesti (166) (167).Ipak, pokazalo
se da osobe oboljele od KOPB-a imaju blago povecan rizikeza mogucu hespitalizaciju pri zarazi
SARS-CoV-2, te nesto veci rizik za prijam u jedinice intenzivnog lijeéenja i povecani mortalitet
(168).

Dosadasnja istrazivanja u KOPB bolesnika ispitivala su ulogu polimorfizama na razini
gena ACE, a rezultati studija su oprecni.Nekoliko studija‘povezuje utjecaj polimorfizama gena
ACE s rizikom za nastanak KOPB-a u pusac¢a (169)(170) (171), drugi navode epigenetske
faktore (razlicita ciljana populacija) diljem svijeta kao prediktor za nastanak KOPB-a na razini
polimorfizma ACE (172), a neki"potpuno @sporavaju utjecaj polimorfizama unutarigena ACE
na rizik za nastanak KOPB-a (172) (173). Kada ukljuc¢imo arterijsku hipertenziju-kao najcesci
komorbiditet u oboljelihnod KOPB-a ¢ini se da je nastanak hiperténzijc wovih bolesnika ipak
odreden polimorfizmima unutar gena ACE (174)¢ Potrebna su.daljnja istrazivanja kako bi se
istrazila ekspresija gena ACE?2 te utvrdila eventualna uloga pelimorfizama ACE2 u razvoju i
tijeku" KOPB-a, svakako uz buduée geneticke i funkcionalne studije ukljucujuéi genomske

asocljacijske studije (GWAS) a rezultati nase studije mogli bi pripomo¢i u tome.
1.6 Svrha rada

Obzirom na ¢injenicu da je regulacija aktivnosti gena/proteina ACE2 povezana s
ptomjenom aktivnosti upalnihy, procesa, a neregulirana upala ima znafajnu ulogu u
etiopatogenezi KOPB-a, za pretpostaviti je da bi se prisutnost pojedinih polimorfizama
smjeStenih u genu ACE2 mogla povezati s mehanizmom nastanka i razvoja bolesti. Naime,
pretpostavili smo da bi u¢estalost testiranih polimorfizama unutar gena ACE2 mogli povezati s

podloznos§¢u za razvoj KOPB-a.

Cilj ovoga rada je ispitati postoji li povezanost polimorfnih biljega smjestenih u genu

ACE2 s nastankom i razvojem KOPB-a, te ispitati njihov utjecaj na ekspresiju gena ACE2.
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Takoder, cilj je ispitati povezanost polimorfizama unutar gena ACE2 s fenotipskim obiljezjima

bolesti i parametrima pluéne funkcije.
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA I HIPOTEZA

2.1 Ciljevi istraZzivanja

2.1.1 OPCICILJ

Op¢i cilj ovog istrazivanja je doprinijeti boljem razumijevanju do

ACE2 u molekularnim mehanizmima uklju¢enima u razvojd

2.1.2 SPECIFICNI CILJEVI

1) Odrediti u¢estalost odabranih polimorfnih biljega g CE2 u skupini ispitanika s

KOPB-om i zdravih ispitanika
2) Odrediti razinu ekspresije ACE @ ernim nuklearima bolesni

poznatim genotipom

3) Odrediti pove
4) Odre?rti oV koneentracije op¢ih up‘aanb' j
olimorfizmima

zanost testiranih polimorfi
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2.2 Hipoteza

Polimorfizmi unutar gena ACE2 povezani su s podloznos$cu za razvoj KOPB-a i tezinom

4

bolesti.
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3 MATERIJALI I METODE
3.1 Ispitanici

Ispitanici ukljuéeni u ovo istrazivanje dio su dva istrazivacka projekta (HRZZ-1P-06-2016-
1441 i HRZZ-1P-2014-09-1247). Istrazivanje je opservacijsko (engl. case control), anonimno,
a Eticka povjerenstava KBC Zagreb, Farmaceutsko-biokemijskog, fakulteta 4 Zavoda za
transfuzijsku medicinu Zagreb odobrila su istrazivanje. Svi ispitanieigpotpisali su_informirani
pristanak i evidentirani su pod Sifrom poznatom samo glavnom istrazivacu ¢ime je zajamcena

njihova anonimnost.

Istrazivanje obuhvaca skupinu od 313 ispitanika s dijagnozom KOPB-a (Klinike za pluéne
bolesti Jordanovac, KBC Zagreb), te skupinu od 263 zdravih ispitanika (Zavod za transfuzijsku
medicinu, Zagreb) koji ¢ine kontrolnu skupinu pedudarnu po dobi i spolu s bolesnicima,

razli¢itog pusackog staza.

Bolesnici s KOPB-om ukljuéenifu istrazivanje su na optimalnoj medikamentoznojiterapiji
prema aktualnim smjernicama i dobroj/klinickoj praksi. Ukljucni kriteriji; dijagnoza KOPB-a
prema vaze¢im GOLD smjernicama iz 2017. godine, stabilna“faza bolesti, dob starija od 40
godina, minimalno 10 puSackih godina, potpisan informirani pristanak. Iskljuéni kriteriji;
nemogucnost izvedenja testovapluénih funkcija, aktivna malignaybolesty akutno pogorsanje

KOPB-a.

Prikupljeni su relevantni demografski podaci prikazani u peglavlju Rezultati. U studiju su
ukljucene karakteristike studijske populacije; ukljucujuéistadiy KOPB-a prema GOLD
kriterijima (1:4), spol, dob pri postavljanju dijagnoze, pusacki status te procjenu klinickih
parametara, medu kojima su pluéni funkcijski testovi. IstraZivanje je provedeno na skupini
ispitanika s dijagnosticiranim KOPB-em, uz komparaciju s kontrolnom skupinom zdravih
ispitanika bez KOPB-a

3.2 Metode
3.2.1 Spirometrija

Za objektivizaciju parametara pluéne funkcije koristili smo spirometriju i krivulju
protok - volumen izvrSenu na uredaju MasterScreen Pneumo (Jager, Njemacka) provedenu

prema kriterijima Ameri¢kog torakalnog drustva/Europskog respiratornog drustva (ATS/ERS).
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Uz prethodnu poduku ispitanika radena su najmanje tri izvodenja standardnom tehnikom. Kao
vrijednost promatranog pokazatelja izabrana je najviSa vrijednost izrazena kao postotak od
oc¢ekivanje vrijednosti, za FVC 1 FEV1 prema vaze¢im smjernicama. Svim je ispitanicima
ucinjen farmakodinamski test salbutamolom (Ventolin ® Pliva). Spirometrija je penovljena 20
minuta nakon udisanja 400 mcg salbutamola (Cetiri udaha). Reverzibilnost bronheopstrukcije
je procijenjena na FEV1, uz kriterij pozitivnosti za 12% i 200 ml,u odnosu na poéetnu
vrijednost. Ispitanici sa pozitivnom farmakodinamskim testom nisu ukljuc€eni u istrazivanje.
Koristene su postbronhodilatacijske vrijednosti svih navedenih spirometrijskih parametara a
dobivene vrijednosti izrazene u postotcima. Procijenjeni su'slijedeci parametri plu¢ne funkcije:
FEV1, FVC, FEV1/FVC %, PEF. Ogranicenje protoka zraka klasificirano je prema forsiranom
ekspiriju u prvoj sekundi, vrijednosti FEV1. Odnes FEV1/FVC nakon primjene
bronhodilatatora manji od 0.7 smatrao se dijagnosti¢kim kriterijem ogranic¢enja protoka zraka,
a ogranic¢enje protoka zraka stupnjevano je prema GOLD, kriterijima, kao GOLD 1 (ppFEV1
>80), GOLD 2 (80< ppFEV1 <50), GOLD 3,(50< ppFEV1 <30), GOLD 4 (ppFEV1<30).

3.2.2 Uzorci periferne krvi

Iz uzoraka periferne krvi 1zolirana je ukupna genomska DNA 1 provedena je analiza
genotipizacije u obje skupine; u bolesnitka s KOPB-om i kontrolne skupine zdravih ispitanika,
dok je analiza /koncentracije upalnih biomarkera (neutrofili, CRP, fibrinogen) i citokina
provedena na serumima u skupine bolesnika s“KOPB-om.<Molekularne metode izolacije
genomske DNA 1 asocijacijske studije povezanosti polimorfnih biljega sa sklonos¢u za razvoj
KOPB-a provedene su na Institutu Ruder Bo§kovié,u Zagrebu, na Zavodu za molekularnu

medicinu.

Uzorci periferne krvi 5 mlgprikupljeni su u epruvete s antikoagulansom EDTA, te
pohranjeni na 4°C. Isti dan krv jeobradena u svrhu izolacije seruma na nacin da je
centrifugirana na brzini od 1620 % g, 10 min» Supernatant (serum) je alikvotiran i spremljen na
-20°C, do funkcionalne analize. Preostali talog/sediment koji, sadrzi leukocite, podijeljen je na
dva dijela, za potrebe izolacije DNA i pohranjen na -20°C, do izolacije. Drugi dio koristio se
za izolaciju RNA isti dan. Odredivanje neutrofila se odvijalo po nacelu metode protoc¢ne
citometrije na hematoloskom brojacu tvrtke Sysmex (Sysmex XN-1000), Sysmex Corporation
Kobe, Japan. Koncentracija CRP-a se odredivala imunoturbidimetrijski na biokemijskom
analizatoru tvrtke Roche (Cobasc501), Roche Diagnostics, Njemacka. Funkcionalna

koncentracija fibrinogena mjerena je modificiranom metodom po Claussu na autoriziranom
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optickom koagulometru tvrtke Siemens (BCS-XP), Siemens Healthcare Diagnostics,

Njemacka.

3.2.3 lzolacija genomske DNA metodom isoljavanja

Za potrebe izdvajanja genomske DNA koristila se metoda isoljavanja. MijeSanjem krvi s
puferom za lizu eritrocita (osmotska liza stanica) uklonjeni su eritroetti iz uzorka, te razgradeni
leukociti iz kojih se oslobodila genomska DNA. Uzorci krvi prikupljani su u epruveti s
antikoagulansom EDTA te pohranjeni na -20°C. Nakon Stose krviotopilanasobnoj temperaturi,
jednom volumenu krvi dodan je trostruki volumen pufera za lizu eritrocita (engl. Red Cell Lysis
Buffer, RCLB: 10mM Tris-HCI, 5mM MgCl., 5mM NaCl, pH 7,6teriliziran autoklaviranjem,
Cuvan na +4°C) nakon Cega se smjesa prebacila nayled i inkubirala 15 minuta. Uzorak je
centrifugiran, a dobiveni sediment, koji je sadrzavao ostatke liziranih eritrocita, pazljivo je
dekantiran. Preostali sediment leuko€ita viSekratno je ispran s novom koli¢inom RCLB-a. Na
isprani sediment dodan je pufer SE*(75 mM NaCl, 25 mM Na:EDTA 2§ pH 8, steriliziran
autoklaviranjem, ¢uvan na/#4°C), 10% otepia SDS-a (natrijev laurilsulfat) i proteinaza K
koncentracije 0,1 mg/mE. Dobiveni sediment odvojen je od dna epruvete iinkubiran preko noéi
na 37°C u vodenoj kupelji. Nakon inkubacije, smjesa je pomijesana sa 1/3,volumena 5 M NaCl
(750 pL), u svrhu talezenja proteina. Smjesa je centrifugirana{Eppendorf centrifuga 5403,
Njemacka)®l5 minuta na 800 g, pri sobnoj temperaturi, a dobiveni supernatant dekantiran i
ponovaoreentrifugiran pod istim uvjetima. Proci§éeni se sediment potom pomijesao sa istim
volumenom 2-<propanola (Kemika, Hrvatska), a istalozena DNA. staklenom kukicom prenesena
u ledeni 70%-tni etanol. Tako isprana DNA prenesena je u TE pufer (10 mM Tris-HCI; 0,1 mM
Na:EDTA) 1 pohranjena na +4°C. Kwaliteta izolirane DNA ispitivana je elektroforezom u gelu
agaroze, a koncentracija DNK odredena metodom spektrofotometrije, na UV/VIS

spektrofotometru.

3.2.4 Reakcija lanéanog umnoZavanja genomske DNA (engl. polymerase chain
reaction - PCR) primjenom specifi¢nih proba (TagMan, Applied Biosystems)

Ucestalost pojedinih genetic¢kih biljega u genima od interesa analizirana je reakcijom
lan¢anog umnozavanja genomske DNA (engl. PCR, polymerase chain rection) i to primjenom

specifi¢nih proba (TagMan, Applied Biosystems). PCR je metoda umnaZanja Zeljenog odsjecka
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DNA u uvjetima in vitro, pomocu termostabilnog enzima, polimeraze Taq-DNA i dvije
konstruirane oligonukleotidne pocetnice. Reakcija se odvijala u tri koraka: 1. proces
denaturacije kalupa DNA, 2. sparivanje pocetnica (engl. annealing) i 3. sinteza
komplementarnih lanaca DNA. Probe TagMan su jedan od primjera tzv. hidrolizitajuéih proba
koje koriste 5'-3' egzonukleaznu aktivnost enzima polimeraze Taq, $to omogucaya ¢€ijepanje
dvostruko obiljezene komplementarne probe prethodno vezane za kalup DNA. Hibridizirajuca
proba je oligonukleotidini odsjecak visoko komplementaran /alupu \DNA it obiljezen
fluorescencijskom probom (engl. reporter) i priguSuju¢om probom (engl. quencher). One se
nalaze na suprotnim krajevima probe i kad su u medusobnoj blizinizzblizina prigusivaca
onemogucava fluorescenciju reporterske boje. U ovom radu uzorci su genotipizirani metodom
alelne diskriminacije, koristenjem proba TaqMan, koje omogucayaju istovremeno umnazanje
specifi¢nih alela metodom lancane reakcije polimeraze i njihovu detekciju. Kod genotipizacije
uzoraka DNA u ovom istrazivanju, u reakcijsku smjesu unoSene su obiljezene probe koje su
specificne za oba alela koja testiramé na odredenom lokusu. U ovom radu analizirani su tzv.
tockasti polimorfizmi — SNP-ovi. Polazise od pretpostavke da uzorak genomske DNA svakog
ispitanika moze biti ili heterozigot ili jedan ednosno drugi homezigot. Komercijalno dostupni
eseji su dizajnirani tako<da sadrze specificne pocetnice za odsjeCak DNAod interesa 1 visoko
komplementarne probe, za jedan i drugi alel. Ukoliko je uzoraksispitanika homozigot, tada ¢e
analiza alelne diskrimifnacije pokazati da je u krajnjem o€itavanju ukupne fluorescencije na
kraju reakeije PCR (engl. end-point analysis) imstrument ocitao samo fluorescenciju
karakteristi¢nu za taj alel. U slucaju kada je ispitanik heterozigot, krajnja analiza ocitat ¢e razinu

flugrescencijespecificne za oba alela.

3.2.5 lzolacija RNA iz stanica periferne krvi i RT-PCR

Za potrebe ispitivanja razine ekspresije gena ACE2 koriStena je RNA izolirana iz
stanica perifernih mononukleara. Utwsvrhu koristili smo komercijalno dostupan kit za izolaciju
RNA iz stanica (Qiagen, SAD), prema uputi proizvodaca. Izolirana RNA se metodom reverzne
transkripcije prevela u cDNA koja se Koristila za odredivanje razine ekspresije gena ACE2.
Koristena je komparativna CT metoda kvantitativnog PCR-a, u stvarnom vremenu (engl. real-
time quantitative PCR, RT-qPCR) sa specifi¢nim hidroliziraju¢im, TagMan, probama, prema
uputi proizvodaca (Applied Biosystems). Komparativna CT metoda (2-AACT, AACT) je
naj¢eS¢a metoda analize podataka kod relativne kvantifikacije produkata. Ova metoda

podrazumijeva koristenje ciljnog gena i endogene kontrole. Kao endogena kontrola koristio se
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aktin, uz pripadaju¢e TagMan analize (engl. assay) (Applied Biosystem) za ACE2
(Hs01085333_m1) i Aktin (Hs99999903 m1). U procesu kvantifikacije, najprije se gen od
interesa (GOI), tj. njegova CT vrijednost, normalizira u odnosu na endogenu kontrolu (EK) u
istom uzorku ¢ime se dobiva ACT vrijednost. Dobivena ACT vrijednosti za uzerak se zatim
usporeduju sa ACT vrijednostima kalibratora te se tako dobije -AACT vrijédnost: Zatim se -
AACT vrijednost uvrsti u jednadzbu (omjer 30 koli¢ine gena od interesa = 2 — AACT) kako bi
se dobio omjer normalizirane koli¢ine gena od interesa u uzorku i odnosu na ‘normaliziranu
koli¢inu gena od interesa u kalibratoru. Broj 2 je zapravo efikasnost umnazanja. PoSto ova
metoda podrazumijeva da je umnazanje svih gena jednakodli sli€éno moze,se uvrstiti vrijednost
2 kao efikasnost umnazanja, $to bi znacilo da se iz jedne molekule kalupa nakon jednog PCR

ciklusa dobiju dvije molekule.

3.2.6 Odabir polimorfnih biljega iz baza podataka Nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije (engl. National Center for Biotechnology. Informatien,
NCBI)

Odabir polimorfnih biljega koji su ukljuceni u analizu genetipizacije napravljen je
pomocu baze podataka koja“sadrzi popis mutacija/polimorfizama unutar funkcionalno
znacajnih regija profeina/gena. Prilikom odabira biljega kojesSmo ukljucili u analizu koristili
smo se slijedeéim kriterijima: 1. epidemioloski ili molekularno-bioloski literaturni nalazi koji
bi gpucivali na“pevezanost gena od interesa s poremecenom funkcijom/ekspresijom; 2.
ucestalost manje zastupljenog alela (engl. ‘Minor Allele Freguency, MAF) u testiranim
populacyjama mora biti ve¢a od 10%. U tu svrhuKoristili smo se bazama podataka NCBI 1
PubMed (175) (1). U ovom istrazivanju analizirana je ucestalost dva odabrana polimorfna
biljega unutar ACE2 gena koji su zadovaljili kriterije prethodno definirane kriterije: rs879922
1rs2285666. Ovi polimorfizmi odabrani su zbog njihove potencijalne uloge u regulaciji funkcije
ACE2 proteina koji je potencijalno ukljuéen u patofiziologiju KOPB-a. Analizirana je
distribucija alela i genotipova medu ispitanicima s dijagnosticiranim KOPB-om te kontrolnom
skupinom zdravih ispitanika, uz pracenje njihove povezanosti s klinickim karakteristikama
bolesti. Rezultati ove analize omogucit ¢e bolje razumijevanje potencijalne genetske
predispozicije za KOPB te pruziti nove uvide u ulogu gena ACE2 u patofizioloskim

mehanizmima bolesti.
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3.2.7 ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

U svrhu odredivanja indirektne funkcionalne znacajnosti pronadenih genomskih
promjena koristena je metoda ELISA (engl. enzyme -linked immunosorbent assay). ELISA je
imunoenzimski test visoke osjetljivosti za odredivanje prisutnosti i koncentra€ije specifi¢nih
analita (proteina) pomocu protutijela. Antigeni iz uzorka (analiti) veZu se na/primarno antitijelo
prethodno vezano za povrsinu polistirenske mikrotitarske ploce. Zatim, se nanosi specificno
detekcijsko antitijelo, koje tvori kompleks s analitom 1 sadrzi k@valentno wezan enzim. Po
inkubaciji ploce se ispiru otopinom deterdzenta kako bi se uklonilizproteini ili antitijela koja
nisu specificno vezana. Nakon kona¢nog koraka ispiranja, ploca se razvija dodatkom
enzimskog supstrata kako bi se proizveo vidljiv signal (promjéna boje)y Sto ukazuje na koli¢inu
antigena u uzorku. Analiza ELISA provedena 4e na serumima‘periferne krvi ispitanika uz
koriStenje komercijalno dostupnih reagensa u svrhuhodredivanja koncentracije proupalnih
citokina (IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8 i TNF-a). Ovom metodom odredena je koncentracija
specificnih citokina u serumu ispitivanih bolesnika s poznatim genotipom koji boluju od
KOPB-. Utvrdena vrijednost usporedena je sa genetickom podlogom, kako binataj nacin dobili

uvid u funkcionalnost analiziranih gena.

3.2.8 Statisticka obrada podataka

Kategorijski podaci predstavljeni su ‘@psolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su y2 testem.. Normalnostiraspodjele kontinuiranih varijabli
testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Kontinuirani su podaciopisani medijanom i granicama
interkvartilnog raspona, u slucaju prezivljenja“ aritmetickom  sredinom s pripadnim 95%
rasponom pouzdanosti. Razlike Kontinuiranih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina
testirane su Mann-Whitneyevim U testom (Hodges Lehmannova razlika s pripadnim 95 %
intervalom pouzdanosti razlike). Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli za vise

od dvije nezavisne skupine testirane su-Kruskal -Wallisovim testom (176).

Analiza genotipova ucinjena je online programom SNPstats (176). Sve P vrijednosti su

dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na Alpha = 0,05.

Prezivljenje bolesnika s KOPB-om u odnosu na varijante gena ACE2 prikazane su Kaplan —

Meierovim krivuljama, a razlike su testirane Log-rank testom. Za statistiCku analizu koristeni
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su statisti¢ki paket MedCalc® Statistical Software version 20.100 (177) i SPSS Statistics 23

(178) a dobiveni rezultati prikazani su tabli¢no i graficki.
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4 REZULTATI
4.1 Rezultati analize op¢ih karakteristika ispitanika

Cilj analiza bio je ispitati opée karakteristike studijske populacije tj. bolesnika koji boluju
od KOPB-a, usporedno sa kontrolnom skupinom zdravih ispitanika. Ispitivana je dob, spol,
pusacki status. U bolesnika koji boluju od KOPB-a ukljuceni su spirometrijski parametri:
forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (FEV1), forsirani vitalnizkapacitet (FVC), te
Tiffeneau indeks (FEV1/FVC), kao pokazatelji stupnja opstrukeije disnihyputova. Tezina
KOPB-a je klasificirana prema GOLD kriterijima pocevsizod najblazeg do najtezeg stadija
bolesti (1, 2, 3, 4). U bolesnika s KOPB-om odredene Su serumske koncentracije proupalnih
citokina (IL-1a, IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a), neutrofila, fibrinogena I CRP-a radi daljnje potrebe
asocijacijskih studija u svrhu istrazivanja povezaneosti odabranih polimorfnih biljega s rizikom
za nastanak KOPB-a. Svi demografski i klini¢ki parametri prikazani su u Tablicama 1-3, te
Slici 5.

Istrazivanje je provedeno na 576 ispitanika, ed kojih je 263 (45,7 %)‘zdravih ispitanika

(kontrolna skupina) i 313 (54,3 %), ispitanika's KOPB-om.

Rezultati pokazuju da su znacajnorstariji bolesnici s KOPB-om,u odnosusna kontrolnu
skupinu (medijan®1 godina vs. 37 godina) (Mann Whitney \d Test;P <0,001) (Tablica 1).

Muskarci su'znacajno vise zastupljeni u kontrolnoj skupini a Zene u skupini s KOPB-om
(x2 test, P <0,001)."Obzirom na pusacki status najvise je bivsth pusaca, 196 (35,9 %) od kojih
su zZnacajno svi S KOPB-om, dok su nepusaci‘znacajnije viseizastupljeni u kontrolnoj skupini

(y2'test, P < 0,001) (Tablica 1).

31



Tablica 1. Op¢a obiljezja ispitanika u odnosu na skupine

95% ClI
Kontrolna Razlika (raspon «
Skupina KOPB Ukupno t pouzdanosti
)
Dob bolesnika
37 61
(godine) (28-44) (54— 69) 25 23 do 27 <0’901
[Medijan (IQR)]
Pusacki status (n = 546) [n (%)]
Aktivni puda 64(24) 69(24) 133 (24) 0,001
Bivsi pugad 0 196(69)  196485.9)
Nepusac 199 (76) 18 (6) 217 (40)
Ukupno 263 (100) 283 (100) 546 (200)
Spol (n =574) [n (%)]
<0,001
Mutkarci 231 (88) 209 (67) 440 (77) $
Zene 32(12). 102483) /| 134 (23,3)
Ukupno 263 (100) 811 (100)° 574 (100)

IQR — interkvartilni raspon; ~ y2 test; "Mann Whitney U test; *Hodges=kehmann razlika

medijana

Nalazi pluénih funkeija kod oboljelih od KOPB-a prikazani sua Tablici 2.

Tablica 2. Nalazi plu¢ne funkcije u skupini belesnikay oboljelih od KOPB-a

Broj. { Medljan_ . Raspon od najmanje do
Bolesnika (interkvartilni najvise vrijednosti
raspon)

2,29
FVC 110 (174 - 2.77) 0,55 - 4,03

1,11
FEV1 (L) 110 (0,69 - 1,61) 0,3-4,2
FEV1 (%) 246 46,05 10,5-120

(29,33 - 63,05)

Na temelju rezultata spirometrije i stupnja bronhoopstrukcije (FEV1), a prema

smjernicama Globalne inicijative za KOPB, bolesnike smo svrstali u skupine prema teZini

bolesti: GOLD 1 (blagi), GOLD 2 (umjereni), GOLD 3 (teski) i GOLD 4 (vrlo teski).
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Obzirom na vrijednosti FEV1 uocava se da je najvise bolesnika s KOPB-om, njih 89 (36,2 %)
s umjerenim stadijem bolesti GOLD 2 (50 % — 79%), 74 (30,1 %) bolesnika s umjereno teskim
stadijem bolesti GOLD 3, (30 % - 49 %), a 66 (26,8 %) s teskim stadijem bolesti GOLD 4 (0 —
29 %). Blagi oblik bolesti GOLD 1 s vrijednostima FEV1 >80% (GOLD 1) d
17 (6,9 %) bolesnika (Slika 4). ‘

iran je kod

40

35

GOLD 1 GOLD 2 GOLD 3 GOLD 4

3]
(=]

[
L

Oboljeli od KOPB-a (%)
> 8

[
o

L

Forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi FEV1 (%)

izdisajni volumen u prvoj

Rezultati pokazuju Siroki raspon izmjerenih vrijednosti za sve ispitivane parametre
unutar ispitivane populacije ispitanika s KOPB-om, kako za proupalne citokine, tako i za

neutrofile, CRP i fibrinogen.
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Tablica 3. Serumske koncentracije proupalnih citokina (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa),

neutrofili, CRP i fibrinogen u skupini bolesnika s KOPB-om

Broj Medijan Raspon od najmanje do
Bolesnika  (interkvartilni raspon) najvisewvrijednosti
Interleukin - 1o 109 0,43 (0,31 -2,13) 04305 - 591,27
Interleukin - 18 109 6,9 (0,59 - 24,32) 0,1 4175,2
Interleukin — 6 109 32,17 (10,56 - 64,39) 0,53 - 29147
Interleukin — 8 109 8,73 (3,56 - 17,95) 0,12 - 175,16
TNFa 109 8,24 (0,35 -19,3) 0,35-92,32
Neutrofili 248 5,4 (3,94 7,6) 1,72-84,0
Neutrofili (%) 248 65,45 (89 — 77) 39-98
CRP 248 5,24 (2,05 —/20,7) 0,17 - 435
Fibrinogen 245 4(3,5-4,8) 0,7-101
4.2 Rezultati analize odabira pelimorfnih biljega

Pretrazivanjem baze podataka i destupne literature odabrali smo dva‘polimorfna biljega

gena ACE2 koji su smjesteni nayX kromosomu, rs879922 i 4£82285666. Oba pelimorfizma

smjesStena su u nekodirajucoj regiji gena ACE2. Polimorfizam rs879922 smjesten je u intronu

11 gena ACE2. Karakterizira ga promjene dusic¢ne baze C (citezin) ubazu G (guanin) unutar

nukleotida. Polimorfizam rs2285666 poznat i kao G8790A smjesten jewu 3 itronu gena ACE2,

a karakteristican Je zbog promjene dusi¢ne baze C (citozin) u A (adenin), G (guanin) i T (timin)

(Tablicam4) (175). Obzirom da su oba polimorfizma smjestena u nekodirajucoj regiji gena ne

utjecu na promjenu wslijedu aminokiselina, a obzirom na epigenetske faktore mogu utjecati na

razinuekspresije gena/proteina ili na funkcionalnost proteina.

Tablica 4. Prikaz odabranih polimorfnih biljega s obzirom na njihovu poziciju u genomu,

ucestalost manje zastupljenogalela (MAF;.0d engl. minor allele frequency) i opis promjene na

razini nukleotida.

Naziv Pozicija Aleli MAF
rs879922 Intron 11 C>G 0.58
rs2285666 (G8790A) | Intron 3 C>A/C>G/C>T 0.20 (za alel T)

C - citozin, G - guanin, A —adenin, T —timin, MAF — uCestalost manje zastupljenog alela od

engl. minor allele frequency
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4.3 Rezultati analize povezanosti odabranih polimorfnih biljega gena ACE2 u
skupini ispitanika s KOPB-om i zdravih ispitanika

Cilj ovih analiza bio je ispitati povezanost odabranih SNP-ova s nastankom KOPB-a.
Ispitivana je ucestalost raspodjele polimorfnih biljega izmedu dvije skapine ispitanika:
ispitanici s dijagnosticiranim KOPB-om (slucajevi; od engl. cases)"l zdrava skupina ispitanika
(kontrole). Cilj je bio istraziti povezanost raspodjele genotipova.ur navedenim skupinama
ispitanika te tako ispitati postoji li povezanost specificnog genotipa sa sklonoscu za razvoj
KOPB-a. Usporedivana je distribucija frekvencije alelasodabranih polimorfizama medu
definiranim skupinama. Modelom logisticke regresijé utyrdena je povezanost izmedu
izdvojenih polimorfizama i kategoriziranih skupina.* Ishod ili zavisnu varijablu predstavlja
pripadnost skupini dok nezavisnu ili eksplanatornu varijablu predstavljaju kombinacije alela
(AA, AB, BB). Mjeru uc¢inka tog SNP-a na rizik za razvoj KOPB-a izrazena je pomoc¢u omjera
izgleda (engl. OR, Odds Ratio).

Usporedujuci rezultate kontrolne skiipine 1 skupine bolesnika s KOPB=om, utvrdena je
statisticki znacCajna razlika ai uéestalosti u_razdiobi alelnih kombinacija unutar pelimorfizma
1s2285666, odnosno zna€ajno je ucestalija heterozigotna alelna kombinacija CT u bolesnika s
KOPB-om (OR =5,4:€1 95% 2,3 - 12,3, P=<0,001). Takoderputvrdena je statisticki znacajna
razlika u ucestalosti i razdiobi genotipova SNP-a rs2285666, kake u deminantnom (za CT-TT:
OR=1,6,€195%1,03 - 2,39, P = 0,03) tako. u super dominantnom (za CT: OR =5,5, Cl 95
% 2,4 —12,5,P < 0,001) genetickom modelu, doptinoseéiriziku za KOPB od 1,06 — 5,5 puta
ovisno o genetiCkom, modelu nasljedivanja. U razdiobialela polimorfizma rs879922, utvrdena

je statisticki znacajna razlika u ucestalosti 1 razdiebi genotipa samo u superdominantnom (za

GC:OR=1)9, CI 95% 1,08 — 3,21,P = 0,02) genetickom modelu (Tablica 5).

Rezultati istraZivanja sugeriraju da su‘oba istrazivana polimorfizma rs2285666 1 rs879922

ACE? gena statisticki znacajno povezana'sa nastankom KOPB-a.

35



Tablica 5. Raspodjela i ucestalost genetickih modela nasljedivanja dva SNP-a ACE2 gena
izmedu skupine bolesnika s KOPB-om i kontrolne skupine

Genotip [n (%)] Omijer izgleda
Kontrolna skupina KOPB (95 % interval p*
(n=261) (n =290) pouzdanosti)
4rs2285666  Kodominantno
CcC 193 (81) 195 (73) 1
CT 713) 38 (14) 54 (2,3 -12,3) <0,001
TT 39 (16) 35 (13) 0,89 (0,54 — 1,46)
Allele C 393 (82) 428 (80)
0,9.(0,62 — 1,18) 0,34
T 85 (18) 108 (20)
Dominantno
CC 193 (81) 195 (73) 1 0.03
CT-TT 46 (19) 73 (27) 1,6 (1,03 —2,39)
Recesivno
CC-CT 200 (84) 233 (87) 1 -
TT 39 (16) 35 (13) 0,8 (0,47 — 1426) ’
Superdominantno
CC-TT 232°(97) 230 (86) 1
<0,001
CT 713) 38 (14) 5,5 (2,40 —12)5)
2rs879922 Kodominantno
GG 145 (56) 94 (33) 1
GC 22 (8) 42 (15) 1,9 (1,05 - 3,24) 0,07
CcC 145 (56) 150 (52) 0,98 (0,82 -1,6)
Allele G 312 (60) 342 (60)
1,0 (0,78 —1,26) 0,94
C 208 (40) 230 (40)
Dominantno
GG 145 (56) 150(53) 1 0.44
GC-CC 115 (44) 136 (48) 1,1 (0,82 -1,6) '
Recesivno
GG- 1
GC 167 (64) 192 (67) 0,48
CC 93 (36) 94 (33) 0,9 (0,62 - 1,25)
Superdominantno
GG-CC 238 (92) 244 (85) 1 002
GC 22 (8) 42 (15) 1,9 (1,08 - 3,21) '

a - Hardy-Weinberg equilibrium: kontrolna skupina < 0,05; bolesnici s KOPB P < 0,05 za oba SNP-a
*n2
x° test
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4.4 Rezultati analize relativne ekspresije gena ACE2 poznatim genotipom

Cilj ove analize bio je odrediti razinu ekspresije gena ACE2 u stanicama perifernih
nukleara osoba s poznatim genotipom. Tocnije, zanimalo nas je ima li prisutnost specificnog
genotipa utjecaj na razinu ekspresije gena ACE2. Obzirom da ne postoje literaturni podaci o
razini ekspresije gena ACE2 u stanicama perifernih mononukleara, prilikom postavljanjaciljeva
ovog doktorskog rada pretpostavili smo da bi visoko osjetljivom metodom kao($to je RT-PCR
trebali biti u stanju detektirati i minimalnu razinu ekspresije. Medutim, rezultati nasih analiza
pokazuju da ekspresiju gena ACE2 nije bilo moguce detektirati lanéanom reakeijom polimeraze
u stvarnom vremenu (gPCR, engl. quantitative Polymerase Chain:Reaction). Sve to ukazuje na

¢injenicu da primjenom odabrane metode nije bilo meguce ispitati postavljeni cilj.

Prema rezultatima analize testnih uzoraka, prikazanim-na (Slici 6a, 6b), jasno se vidi da
je uspjesnost amplifikacije endogene kontrole (aktin — krivulja ljubicaste boje) zadovoljavajuéa,
za razliku od amplifikacijske krivulje”gena od interesa (ACE2 — krivulja zelene,boje), §to
ukazuje na Cinjenicu da je kvaliteta koriStenog materijala dobra. U uzorku niti ynakon

predamplifikacije (Slika 6b) nije.bilo moguce/detektirati razinu ekspresijé mRNA.
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Rezultati ovih analiza prik da je bilo moguce detektirati ekspresiju gena ACE2

kod 2 ispitanika, i to s ima predamplifikacije (Slika 7a, 7b).
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predamplifikacije, vidi se jasan pomak i u Ct vrijednosti mMRNA ACE2 (zelena krivulja).
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Zaklju¢no mozemo re¢i da obzirom na krivu pretpostavku o moguénosti detekcije
ekspresije gena ACE2 u stanicama perifernih mononukleara, nismo bili u mogucnosti ispitati
postoji li potencijalna povezanost prisutnosti odredenih polimorfnih biljega unutar gena ACE2

s promjenom ekspresije toga gena.
45  Rezultati funkcionalne analize testiranih SNP-ova

Cilj ovih analiza bio je ispitati indirektnu funkcionalnuspovezanost _ispitivanih
polimorfizama rs2285666 i rs879922 unutar gena ACE2 u bolesnika s KOPB-om kroz mjeru
serumske koncentracije odabranih proupalnih citokina, opéih, upalnih biljega i parametara

plu¢ne funkcije.

45.1 Rezultati analize povezanosti serumskekoncentracije proupalnih citokina IL-1a,
IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa ) s polimorfizmima rs2285666 i rs879922 unutar gena
ACEZ2 u bolesnika s KOPB-om

Obzirom da su rezultati analize povezanosti genotipova i rizika“za razvoj" belesti
istaknule da su oba polimorfizma gena, ACE2 rs2285666 i 18879922 statisti¢ki znacajno
povezana sa razvojem <{KOPB-a, cilj, ove analize bio je ispitatinindirektnu funkcionalnu
znacajnost navedenihspolimorfizama. Ovim testiranjem Zeljelissmo ispitati da li prisutnost
navedenih polimorfizama utjecena koncentracijutestiranih proupalnih citokina (IL-1a, IL-1B,
IL-6, IL-84TNFa ) u serumu bolesnika, imajuci na umu da kKao proupalne komponente imaju
ulogu.uspatogenezi KOPB-a. Koristen je ELISA test (eBioscience, San Diego, SAD). Rezultati
su /prikazani kao“0dnos koncentracija navedenih “ispitivanih, citokina i alelnih varijanti
polimorfizma: Prikazana je distribucija heterozigetnih i‘homaozigotnih nosioca oba varijantna

alela.
4,5.1.1 Rezultati analize povezanosti serumske koncentracije proupalnih citokina IL-
la, IL-1B, IL-6, IL-8, TNFaJ) s polimorfizmom rs2285666 unutar gena ACE2 u
bolesnika s KOPB-om

Istrazeno je da li prisutnost SNP-a rs2285666 gena ACE?2 za koji je utvrdeno da je povezan
sa rizikom za nastanak KOPB-a utje¢e na koncentraciju IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa u

serumu ispitanika. Rezultati su prikazani u obliku tablice i slika.

Rezultati pokazuju da prisutnost polimorfizma rs2285666 ne utjeCe na koncentraciju niti

jednog od testiranih citokina u serumu ispitanika (Tablica 6).
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Tablica 6. Vrijednosti serumske koncentracije proupalnih citokina ovisno o genotipu

Medijan (interkvartilni raspon)

52285666 N cC n cT N T &
;rl)_g/-mll]a 66 (0,32 ° 613,89) 18 (0,32’? ;,26) 13 (0,32’2,56) 0.69
;pLg/r;ﬂiB 66 (0,566,-5;6,25) 18 (2,5?’ 2,98) 2 (0,423:8;2,89) 039
;:)_gl;g 66 (10,23;6:0795,89) 18 (7,058-’2?1,29) P (9,75(3'22,39) 0,55
;pLg/;wﬁ 66 (3,71%’719,33) 18 (2,196-,i9,46) 13 (3,26-’3,48) 0.16
E};fq(a 66 (0,32 : 20,5) 18 (0,47417137,72) ¥ (0,35616125,08) 0.72

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover)

Rezultati istrazivanja pokazuju dasfiije nadeno znacCajne razlike u vrijednosti serumske

koncentracije proupalnog citokina IL - L& (P=0,69) za polimorfizam rs2285666 gena, ACE?2

(Slika 8).

Interleukin - 1a [pg/ml]
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Slika 8. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL - 1a (P=0,69) u serumu.

Rezultati istraZivanja pokazuju da nije nadeno znac€ajne razlike u vrijednosti serumske

koncentracije proupalnog citokina IL-1p (P=0,59) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2
(Slika 9).
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Slika 9. SNP rs2285666 gena ACE2 i konce ijjalL -1 (P=0,59) u serumu.

Rezultati istrazivanja pokazujuda deno znacajne razlike u wrijednosti se ke

koncentracije proupalnog °=0,55) za polimorfi 2856 ACE2
(Slika 10).
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Slika 10. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL - 6 (P=0,55) u serumu.
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Rezultati istrazivanja pokazuju da nije nadeno znacajne razlike u vrijednosti serumske
koncentracije proupalnog citokina IL - 8 (P=0,16) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2
(Slika 11).

2007

150

1007

Interleukin - 8 [pg/ml]
ok ok ok ok

@ a

50
*
I 1
cc

rs2285666

v
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Slika 12. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija TNFa (P = 0,72) u serumu.
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4512

koncentracija IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, TNFo u serumu

SNP rs2285666 u dominantnom genetickom modelu gena ACE2 i

Istrazeno je da li u dominantnom genetickom modelu prisutnost SNP-a 152285666 gena

ACEZ2 za koji je utvrdeno da je povezan sa rizikom za nastanak KOPB-a utje€e.na koncentraciju

IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa u serumu ispitanika. Rezultati su‘prikazani u obliku tablice i

slika.

Rezultati pokazuju da niti u dominantnom genétickom /modelu prisutnost polimorfizma

rs2285666 ne utjeCe na koncentracije testiranih ‘preupalnih citokina u serumu bolesnika s

KOPB-om (Tablica 7).

Tablica 7. Vrijednosti serumske Koncentracije proupalnih citokina ovisno o ‘genotipu u

dominantnom genetickom modelu SNP-0va gena’ACE?2

Medijan (interkwvartilniraspon)

95% raspon

Razlika . p*
rs2285666 N cc N CT-TT pouzdanosti
IL - lo 0,66 0,31
66 31 -0,09,- 0 0,52
[pg/mi] (0,31~ 1,86) ©031-245 [°
5,06
IL - 1B 6,593 *
66 31 - -0,28 -5,95 — 2,63 0,58
[pg/mi] (0156 — 25,86) (107'5(?5) ! 95 -2, :
. 36,09 22,66
[ ,;ql] 66 % (10,40 - 31 (9,53 — -6,01 -22,7-6,32 0,38
" 71,90) 59,60)
6,40
IL-8 9,69 ’
66 31 _ -2,95 -6,85 0,12 0,06
[pg/mi] (3,77 -18,9) (122,9212)
5,46
TNFo 8,21 ’
66 31 0,39 — -0,42 -5,70 — 1,02 0,48
[pg/ml] (0,35 -20,16) (17’ 01)
*Mann Whitney U test

Rezultati istraZivanja pokazuju da nije nadeno znacajne razlike u vrijednosti serumske

koncentracije proupalnog citokina IL - 1o (P = 0,52) za polimorfizam rs2285666 gena ACE?2

(Slika 13).
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Slika 13. SNP rs2285666 gena ACE?2 i kow jalL - 1o (P = 0,52) u serumu

Rezultati istrazivanja 1adeno znacajne razlike
koncentracije proupalnog P =0,58) za poli
(Slika 14).
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Slika 14. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL - 1p (P = 0,58 ) u serumu
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Rezultati istrazivanja pokazuju da nije nadeno znacajne razlike u vrijednosti serumske
koncentracije proupalnog citokina IL — 6 (P = 0,38) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2
(Slika 15).
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Slika 15. SNP rs2285666 gena ACE2 I koncentracija I — 6 (P = 0,38") u.serumu

Rezultati istrazivanja pokazuju da nije nadeno znacajne razlike u vrijédnosti serumske
koncentracije proupalnog,citokina IL — 8 (P = 0,06) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2
(Slika 16).
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Slika 16. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL —8 (P = 0,06 ) u serumu
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Rezultati istrazivanja pokazuju da nije nadeno znacajne razlike u vrijednosti serumske
koncentracije proupalnog citokina TNFa (P = 0,48) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2
(Slika 17).
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Slika 17. SNP rs2285666 gena ACEZ2 i koncentracija TNFa (P = 0,48") u.serumu

4.5.1.3SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija/llL-1a, IL-1p,1L-6, IL-8, TNFa u

serumu

Istrazeno je'da li prisutnost SNP-a rs879922 gena ACE2,za koji je utvrdeno da je povezan
sa rizikom za nastanak KOPB-a utje¢e na koncentraciju IL-le, IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa u

serumu ispitanika.

U polimorfizmu rs879922, nositelji,alelne kombinacije GG u odnosu na CC i CG imaju
znacajno nize serumske vrijédnesti IL - 1B (Kruskal Wallis test, P = 0,004), IL — 6 (Kruskal
Wallis test, P = 0,002), IL — 8 (Kruskal Wallis test, P = 0,02) te TNFa (Kruskal Wallis test, P
=0,006) (Tablica 8, Slike 18, 19, 20, 21, 22).
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Tablica 8. Vrijednosti serumske koncentracije proupalnih citokina ovisno o genotipu

Medijan (interkvartilni raspon) pP*
(5879922 N cc N CG N GG
IL-1a 0,61 0,48 0,48 0,73
[pg/mi] 3% (0,31-2,11) (0,31 - 1,44) (0314231,
12,51 17,88 318 )
IL -1 | ' 1 k 4 ! 041
Ploomll o0 o7-aa5) ¥ (136-206 “E0.41-1124) 9O
IL—6 432 64,07 15,21 )
16 48 2!
- 36 (15,53 - 117,57) (13,44 - 103,88) 8.89037,31) %0
IL—8 11,77 13,98 6,62 )
16 48 2!
[pg/mi] % (412-4152) (4,09 - 25{12) @26-1088) °°
TNFa 12,58 13446 2,08 )
l T
[pg/mi] 3 (299-2332) ° a@-222) BV 035-1089) 900

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover)

na razini P<0,05 znacajno se razlikuje GG vs. (CC i CG)

Rezultati istrazivanja pokazuju da‘mije nadeno znacajne razlike usvrijednosti serumske

koncentracije proupalnog [citokina IL -“1a (P=0,73) za polimorfizam rs879922 gena ACE2

(Slika 18).
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Slika 18. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 1a (P=0,73) u serumu.
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Rezultati istrazivanja pokazuju da je nadena znaCajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije proupalnog citokina IL - 1B (P = 0,004) za polimorfizam rs879922 gena ACE2.
Rezultati prikazuju da nositelji alelne kombinacije GG u odnosu na CC i CG imaju znacajno

nize serumske vrijednosti IL - 1 (Slika 19).

50 ﬁ ;
| T T
CC-CcG GG
rs879922
Slika 19. SNP rs@ E2 i koncentracija IL - 4) u serumu.
Re&t 11s nja pokazuju da je nader’ znaca likalu vrijednosti serumske
koncentraci itokina IL - 6 (P = 0 02) 0 m rs879922 gena ACE2.

u na CC 1 CG imaju znacajno

a nositelji alelne ko ije uo
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Slika 20. SNP rs879922 gena ACE2 i koncent ijja IL - 6 (P = 0,002) u serumu.

Rezultati istraziv, j izje nadena znacajna r Vrijednerumske

koncentracije proupalnog inalL -8 (P 0 002) za polimorfiz gena ACE2.
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Slika 21. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 8 (P = 0,02) u serumu.
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Rezultati istrazivanja pokazuju da je nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije proupalnog citokina TNFa (P = 0,006) za polimorfizam rs879922 gena ACE2.
Rezultati prikazuju da nositelji alelne kombinacije GG u odnosu na CC i CG imaju znacajno

nize serumske vrijednosti TNFa (Slika 22).
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Slika 22. SNP rs879922 gena ACE?2 i koncentracija TNFa (P.= 0,006) u serumu.

45.1.4 7 SNP rs879922 u dominantnom genetickom modelu gena ACE2 i
koncentracija IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8,«FNFa u serumu

Istrazeno je da\li u dominantnom genetickom modelu prisutnost SNP-a rs879922 gena
ACE?2 za koji je utvrdeno da je povezan sa rizikom za nastanak KOPB-a utjece na koncentraciju
IL-la, IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa u Serumu ispitanika. Rezultati su prikazani u obliku tablice i
slika.

Rezultati istrazivanja pokazuju.da je u dominantnom genetiCkom modelu prisutnost
polimorfizma rs879922 u bolesnika s KOPB-om znacajno povezana sa vi§im vrijednostima svih
proupalnih citokina za alelne kombinacije CC-CG osim za za IL-1a, gdje se ne uocava znacajna

razlika izmedu homozigotne i heterozigotne alelne kombinacije (Tablica 9).

Tablica 9. Vrijednosti serumske koncentracije proupalnih citokina ovisno o genotipu u

dominantnom genetickom modelu SNP-ova gena ACE2
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Medijan (interkvartilni raspon)

95% raspon

i *
Razlika pouzdanosti P
rs879922 N GG n CC_GC
IL- 1o 0,48 0,48
4 2 -0,09 — 0,02 ,
[pg/m] ° ost-23) P (031-19) 0 -009-002 086
IL - 1P 3,19 12,51
4 2 ~1 0,001
[pg/mi] 8 (042-1123) 2 (o7-3sgy 2 2187 16460S0
IL-6 15,21 46,72
4 2 2 3 144 N 3 <0,001
[pg/ml] 8 (898-3692) 2 (1497_1008y) 0384483
IL-8 6,62 11,80
4 2 » 1
g 8 3261063 2 (4253226 D04 1317081 0005
TNFa 2,08 12,58
48 52 : 1,20 - 12, 001
[py/mi] (0,35 - 10,85) (2,96 - 2586) 4 o0 120-1205 0.0
*Mann Whitney U test

Rezultati istrazivanja pokazuju da u dominantnom genetickom modelu prisutnost

polimorfizma rs879922 u bolesnika KOPB-em ne utjece na vrijednosti serumske koncentracije

proupalnog citokina IL - 1a (P = 0,86) izmeduispitivane homozigotne i heterozigotnealelne
kombinacije (Slika 23).
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T
CC-CG

Slika 23. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 1a (P = 0,86) u serumu

Rezultati istraZivanja pokazuju da je nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske

koncentracije proupalnog citokina IL - 1B (P <0,001) u dominantnom genetickom modelu

polimorfizma rs879922 gena ACE2. Nositelji alelne kombinacije CC-CG u odnosu na GG

imaju znacajno vise serumske vrijednosti IL - 1 (Slika 24).
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Slika 24. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 1 (P <0,001) u serumu

Rezultati istrazivanja pokazuju da je.nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije proupalnog citokina'lL -6 (P <0,001) u dominantnom génetickom ‘modelu
polimorfizma rs879922 gepa ACE2. Nositelji alelne kombinagije CC-CG u odnosu/na GG

imaju znacajno vise seramske vrijednosti IL - 6 (Slika 25).
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Slika 25. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 6 (P <0,001) u serumu

Rezultati istrazivanja pokazuju da je nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske

koncentracije proupalnog citokina IL - 8 (P = 0,005) u dominantnom geneticCkom modelu
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polimorfizma rs879922 gena ACE2. Nositelji alelne kombinacije CC-CG u odnosu na GG

imaju znacajno vise serumske vrijednosti IL - 8 (Slika 26).
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Slika 27. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija TNFa (P = 0,001) u serumu
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4.5.2 Rezultati analize povezanosti op¢ih upalnih biljega -neutrofila, CRP-a i
fibrinogena s polimorfizmima rs2285666 i rs879922 unutar gena ACE2 u

bolesnika s KOPB-om

Cilj ovih analiza bila jest utvrditi kako prisutnost odabranih polimorfnih biljega utjece
na status opc¢ih upalnih biljega. Analizirana je raspodjela vrijednosti opCih upalnih biljega;
neutrofila, CRP-a i fibrinogena ovisno o razliitim genotipovima dvaju ispitivanih
polimorfizama unutar gena ACE2 u skupini bolesnika s KOPB-om. Rezultati su prikazani kao
odnos koncentracija navedenih ispitivanih parametara I alelnih varijatni polimorfizma.

Prikazana je distribucija heterozigotnih i homozigotnih nosioca oba varijantna alela

4.5.2.1 SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija neutrofila, CRP-a i
fibrinogena u serumu

Istrazeno je da li prisutnost SNP-a rs2285666 gena ACE?2 za koji je utvrdeno da je povezan
sa rizikom za nastanak KOPB=-a'utjeCe na koncentraciju’ neutrofila,, CRP=a i fibrinogena u

serumu Ispitanika..Rezultati su prikazani u obliku tablice i'slika.

Uoceno je da u testiranom polimorfizmu r$2285666 nositelji alelne kombinacije CC u
odnosu na TT imaju,znacajno vise vrijednosti neutrofila (Kruskal Wallis test, P = 0,04),

neutrofila (%) (Kruskal Wallis test, P = 0,02) i, CRP-a (Kruskal Wallis test, P = 0,03).

Vrijednosti fibrinogena nisu se zna¢ajno razlikovale.

Tablica 10. Vrijednosti seétumske koneentracije op¢ih upalnih biljega neutrofila, CRP-a i

fibrinogena ovisno o genotipu

Medijan (interkvartilni raspon)

P*
rs2285666 N cC n cT N TT
Neutrofili 148 58(46-79) 33 43(35-71) 30 51(40-76) 0,04
Neutrofili (%) 148 68(61-79) 33 60(57-69) 30  64(60-81) 0,02
CRP 148 69(24-337) 33 35(14-62) 30 45(1,6-22) 0,03
Fibrinogen e A1GBA-50) 33 38(37-45 30 41(32-53) 066

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover)
ha razini P<0,05 znacajno se razlikuje CC vs. CT
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Rezultati istrazivanja pokazuju da je nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije neutrofila (P = 0,04) za polimorfizam rs2285666 gena ACEZ2. Rezultati

istrazivanja prikazuju da nositelji alelne kombinacije CC u odnosu na TT imajit znacajno vise

vrijednosti neutrofila (Slika 28).
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Slika 28. SNP rs2285666 gena ACE2 i vrijednosti neutrofila (P=0,04) u serumu.

Rezultati istrazivanja pokazuju da je nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije neutrofila % (P = 0,02) za pelimorfiazm rs2285666 gena ACE2. Rezultati

istrazivanja prikazuju da nositelji elele kombinaeije CC wodnosu na TT imaju znacajno vise

konecentaracije neutrofila % (Slika 29).
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Slika 29. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija neutrofila % (P=0,04) u serumu.
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Rezultati istrazivanja pokazuju da je nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije CRP-a (P = 0,03) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2. Rezultati istrazivanja
prikazuju da nositelji alelne kombinacije CC u odnosu na TT imaju znacajnosviSe wrijednosti
CRP-a (Slika 30).
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Slika 30. SNP rs2285666 gena ACE21i koncentracija CRP-a (P=0,03) u serumu.

Rezultati istrazivanja pekazuju da nije nadena znacajna razlika.u vrijednosti serumske

koncentracije fibrinogena (P = 0,66) za polimerfizamrs2285666 gena ACE2 (Slika 31).
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Slika 31. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija fibrinogena (P=0,66) u serumu.
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45.2.2 SNP rs2285666 u dominantnom genetickom modelu gena
ACE2 i vrijednosti op¢ih upalnih biljega — neutrofila, CRP-a i fibrinogena u

serumu

U ovom dijelu istrazeno je da li u dominantnom genetickom modeluprisutnost SNP-a
rs2285666 gena ACEZ2 za koji je utvrdeno da je povezan sa rizikom za nastanak KOPB-a utjece
na koncentraciju neutrofila, CRP-a i fibrinogena u serumu-ispitanika. Rezultati su prikazani u

obliku tablice i slika.

Rezultati istrazivanja pokazuju da je u deminantnom genetickom modelu prisutnost
polimorfizma rs2285666 unutar gena ACE2 u bolesnika,s KOPB-om znacajno povezana sa
nizim vrijednostima neutrofila, neutrefila (%) i CRP-a za alelne kombincije CT<TT, osim za
fibrinogen, gdje se ne uoCava zna€ajnafazlika izmedu homozigotne i heterozigotneralelne

kombinacije (Tablica 11).

Tablica 11. Vrijednosti®neutrofila,"CRP-a i fibrinogena ovisno @ genotipu. u dominantnom

genetickom modelusSNP-ova gena ACE2

Medijan (interkvartilni raspon) ] 95% raspon
Razlika . p*
rs2285666 N cc n CT-%T pouzdanosti
Neutrofili 148 5,8 (4,6 -7,9) 63 4,9 (3,7 -7,4) -0,9 -1,6do-0,2 0,02
('\j/eo;‘”‘)f'“ 1480 68 (61-79) 63 63 (5775) 4 8do-04 002
CRP 148" 6,9(24-33,7) 63 3,6(1,5=119) -1,9 -4,7do-0,3 0,01

Fibrinogen 145 41(34-50) 63 39 (34-46) 01 -05do02 042

*Mann Whitney U test

Rezultati istraZivanja pokazujuhdadje nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije neutrofila (P = 0,02) u dominantnom genetiCkom modelu polimorfizma
rs2285666 gena ACE2. Nositelji alelene kombinacije CT-TT u odnosu na CC imaju zna¢ajno

nize serumske vrijednosti neutrofila (Slika 32).
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Slika 32. SNP rs2285666 gena ACE2 i vrmneutrofila (P =0,02) userumu
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Slika 33. SNP rs2285666 gena ACE?2 i vrijednosti neutrofila % (P = 0,02) u serumu
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Rezultati istrazivanja pokazuju da je nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije CRP-a (P = 0,01) u dominantnom geneti¢(kom modelu polimorfizma rs2285666
gena ACE2. Nositelji alelene kombinacije CT-TT u odnosu na CC imaj
serumske vrijednosti CRP-a (Slika 34). \

¢ajno nize

400

rs2285666

v
Slika 34 2 gena ACE2 i vrijednos@ 01) u serumu
1 zivanja pokazuju da nije nad zna€ajna razlika u vrijednosti serumske

ena (P = 0,42) u inan g
(Slika 35).

O

ickom modelu polimorfizma
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Slika 35. SNP rs2285666 gena ACEZ2 i vrijednasti fibrinogena (P = 0,42) u serumu

45.2.3 SNP rs879922 gena ACE?2 i koncentracija neutrofila, CRP-a i

fibrinogenawserumu

Istrazeno je da liprisutnost SNP-a rs879922 gena ACE2 zakoji je utvrdeno da je povezan

sa rizikom'za, nastanak KOPB-a utjeCe na koncentraciju neutrofila, CRP-a i fibrinogena u

serumu 1spitanikas Rezultati su prikazani uoblikutablice 1 slika.

U polimorfizmu rs879922, nositelji genotipa,.CG u adnosu na genotipove CC i GG imaju

znacajno nize vrijednosti neutrofila (Kruskal Wallistest, P = 0,04) dok u ostalim vrijednostima

obzirom na genotip nema znacajnih razlika (Tablica 12 i Slike 36, 37, 38, 39).

Tablica 12. Vrijednosti serumske koncentracije opéih upalnih billjega neutrofila, CRP-a i

fibrinogena ovisno o genotipu

Medijan (interkvartilni raspon) p*
rs879922 N CcC N CG n GG
Neutrofili 72 5504,7-209) 3 47(3,1-72) 117 56(43-177) 0,04¢
Neutrofili (%) 72 67,2(60-80) 35 63 (57 - 71) 117 67 (60 — 78) 0,13
CRP 72 63(1,9-293) 3 39(15-147) 117 55(24-303) 0,53
Fibrinogen 70 41(36-48 35 41(35-49) 116 4,0(3,3-5/0) 0,83

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover)
*na razini P<0,05 znacajno se razlikuje CG vs. (CC i GG)
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Rezultati istrazivanja pokazuju da je nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske
koncentracije neutrofila (P = 0,04) za polimorfizam rs879922 gena ACE2. Rezultati prikazuju

da nositelji genotipa CG u odnosu na genotipove CC i GG imaju znacajno nize vrijednosti
neutrofila (Slika 36).
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Slika 36. SNP rs879922 gena ACE2 ikoncentracija neutrofila (P=0,04) u serumu.

Rezultati istrazivanja pokazuju da»nije nadena znacajna razlikayu vrijédnosti serumske

koncentracije neutrofila% (P'=0,13) za polimorfizam rs879922 gena ACE2 (Slika 37).
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Slika 37. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija neutrofila % (P=0,13) u serumu.
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Rezultati istrazivanja pokazuju da nije nadena znacajna razlika u vrijednosti serumske

koncentracije CRP-a (P = 0,53) za polimorfizam rs879922 gena ACE2 (Slika 38).
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Slika 38. SNP rs879922 gena AC oncentracija CRP-a (P=0,53) u s u.

u wvrijednosti serumske

n ))EZ (Slika 39).
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Slika 39. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija fibrinogena (P=0,83) u serumu.
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4.5.2.4 SNP rs879922 u dominantnom genetickom modelu gena ACE2 i

vrijednosti op¢ih upalnih biljega — neutrofila, CRP-a i fibrinogena u serumu

Istrazeno je da li u dominantnom genetickom modelu prisutnost SNP-a rs879922
gena ACE2 za koji je utvrdeno da je povezan sa rizikom za nastanak KOPB-a utjeée na
koncentraciju neutrofila, CRP-a i fibrinogena u serumu ispitanika. Rezultati su-prikazani u

obliku tablice i slika.

Rezultati pokazuju da niti u dominantnom geneti¢ckom modelu prisutnost polimorfizma
rs879922 ne utjeCe na koncentracije neutrofila, CRP-a i fibrinogena u serumu bolesnika s
KOPB-om (Tablica 13, Slike 40, 41, 42, 43).

Tablica 13. Vrijednosti neutrofila,/CRP-a Ixfibrinogena ovisno o genotipu u dominantnom

genetickom modelu SNP-ova gena ACE2

Medijan (interkvartilni raspon) 95% raspon

Razlika . p*
pouzdanosti

rs879922 N GG n CC-GC
o 5,64(4,3- 5,4 (4,0 —

Neutrofili 117 77) 107 7.6) -0,2 -0,8do 0,5 0,56

(No/i;‘”‘)f'“ 1170067 (60— 78) 107 65 (59— 78) . -1.5 48do2 0,40
5,5 (2,4 — 52 (1,7

CRP 117 30,3) 107 23) -0,3 -1,8do 1,1 0,68

- 4,0 (33 - 4,135 )
Fibrinogen 116 5,0) 105 4.8) 0,1 0,2do 0,4 0,54

*Mann Whitney U test

Rezultati istrazivanja pokazuju.da nije nadeno znacajne razlike u vrijednosti neutrofila

(P =0,56) u dominantnom geneti¢kom modelu polimorfizma rs879922 gena ACE2 (Slika 40).
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Slika 40. SNP rs879922 gena ACE2 i vri%eutrofila (P =0,56) u serumu
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Slika 41. SNP rs879922 gena ACE2 i vrijednost neutrofila (%) (P = 0,40) u serumu

Rezultati istrazivanja pokazuju da nije nadeno znacajne razlike u vrijednosti CRP-a (P

= 0,68) u dominantnom genetickom modelu polimorfizma rs879922 gena ACE2 (Slika 42).
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Slika 43. SNP rs879922 gena ACE2 i vrijednost fibrinogena (P = 0,54) u serumu
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45.3 Rezultati analize povezanosti testiranih polimorfizama rs2285666 1 rs879922

unutar gena ACE2 sa fenotipskim obiljeZjima KOPB-a (plu¢na funkcija)

Cilj ove analize bio je ispitati povezanost analiziranih polimorfizamag,sa klinickim
karakteristikama ispitanika obzirom da smo za oba testirana polimorfizma utyrdili da su
povezani s razvojem KOPB-a. Klinicke karakteristike ispitanika, ispitivali smokroz
objektivizaciju parametara pluéne funkcije (FEV1 i FVC) u bolesnika koji boluju od KOPB-a,
te tezinu bolesti prema GOLD stadiju.

4.5.3.1 Rezultati analize povezanosti parametarajpluénefunkcije (FEV1i FVC) s

polimorfizmima rs2285666 i rs879922 unutar gena ACE2 u bolesnika s KOPB-om

U ovome dijelu prikazujemo fezultate istrazivanja povezanosti vrijednosti forsiranog
vitalnog kapaciteta plu¢a (FVC) i forsizanog izdisajnog volumena u prvoj sekundi (FEV1 %) s
raspodjelom razli¢itih genotipova dva testirana SNP-a rs2285666 irs879922 unutar gena ACE?2

u skupini bolesnika s KOPB-om. Rezultati su prikazani u obliku tablice.

Rezultati analize pokazuju da heterozigotni nositelji alelne kombinacije €T u polimorfizmu
1$2285666 imaju znacajno nize vrijednosti FVC u'odnosu na homozigotnu alelnu kombinaciju
CCi TT (Kruskal Wallis test, P = 0,005), dok za vrijednosti FEV1(%) nema znacajnih razlika
prema genotipu (Tablica 14).

U polimorfizmu/rs879922, nositelji heterozigetne kombinacije alela CG imaju znacajno
nize vrijednosti FVC-a (Kruskal Wallis test, P < 0,001) u odnosu na homozigotnu kombinaciju

CC 1 GG, dok za vrijednosti FEV1 (%) nema znacajnih razlika prema genotipu (Tablica 14).
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Tablica 14. Vrijednosti parametara plué¢ne funkcije ovisno o genotipu oboljelih od KOPB-a

Medijan (interkvartilni raspon)

rs2285666 N cC n cT n TT ~
FVC 66 (1’75 ’_32,98) 18 (1,2;? ;28) 13 (2,037?3,23) 00057
FEV:1 (%) 168 (28,:{ 62) 33 (26,9: 5 621) 2 (35,23:'26,7) nd
rs879922 N cc n CG n GG
Fve % (1,727'5.73,3) e (1,117'?92,2) e (1,822142,76) <0008
FEVIO) T oien P aorong B Baiseg N

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover)
na razini P<0,05 znacdajno se razlikuje CT vs. (CC i TT)
*na razini P<0,05 znacajno se razlikuje CG vs. (CC i GG)

4.5.3.2 Rezultati analize povezanosti teZine bolesti prema GOLD klasifikaciji s
polimorfizama rs2285666.1 rs879922 unutar gena ACE2 u bolesnika's KOPB-om

U ovome dijelu prikazujemo tezultate istrazivanja povezanosti tezinesbolesti prema
GOLD Kklasifikaciji s raspodjelom razli¢itih genotipova dva testirana SNP-a rs2285666 i
rs879922 unutar gena’ACEZ2 u skupini bolesnika <KOPB-om. Rezultati su prikazani u obliku

tablice.

Rezultati istrazivanja pokazuju da nema znacajnihyrazlika u raspodjeli genotipova oba
testirana polimorfizma rs2285666 i rs879922 unutar gena ACE2 u odnosu na tezinu bolesti
prema GOLD Klasifikaciji (Tablica 15):
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Tablica 15. Raspodjela i ucestalost genotipova dva SNP-a gena ACE2 u odnosu na tezinu
bolesti prema GOLD klasifikaciji

Genotip [n (%)] prema GOLD Kklasifikaciji

GOLD 1 GOLD 2 GOLD 3 GOLD 4 Ukupno p*
(n=12) (n=83) (n=69) (n=64) (n=228)
rs2285666
CcC 8 (67) 58 (70) 53 (77) 49 (71) 168 (74)
cT 2 (17) 11(13)  7(10,1)  13/20) 335 017
TT 2 (17) 14 (17) 9 (13) 2@, 27(12)
rs879922 (n=15) (n=84) (n=69) (n=66)" (n=234)
cC 9 (60) 28 (33) 24 (35) 415(23). 76 (33)
GC 2 (13) 11 (13) 8((11,6) 14 (21) 35 (15) 0,12
GG 4 (27) 45 (54) 37(54) 37(56) 123 (53)
*y 2 test

4.6 Prezivljenje bolesnika sdKOPB-0m u odnosu na varijante gena ACE2

Cilj ove analize bio je ispitati ukupno prezivljenje ciljane skupineispitanikass KOPB-om.
Osim ukupnog prezivljenja “ispitali smo utjece li prisatnost ispitivanih polimorfizama
rs2285666 i rs879922 gena ACE2 na prezivljenjebolesnika koji‘boluju od KOPB-a. Navedeno
je istraZzeno1 za dominantfii geneticki model oba ispitivana polimorfizma rs2285666 1 rs879922

gena’ACE? za koje je utvrdeno da su povezanissa rizikom zanastanak KOPB-a.

Rezultati'istrazivanja pokazuju da je ukupno,prezivljenje bolesnika oboljelih od KOPB-a
73,4 % s-aritmetickom sredinom 284 mjeseci (uz 95% raspon pouzdanosti 251 — 318 mjeseci).
Navedeni rezultati prikazani su tablicom i Kaplan — Meierovom krivuljom (Tablica 16. i Slika
44).

Tablica 16. Ukupno prezivljenje bolesntka s KOPB-om

Umrli Zivi  Prezivlienie Aritmeticka sredina Medijan
Jen (95% CI) (95% CI)
Ukupno prezivljenje 18 81 73,4 % 284 (251 — 318) -

(mjeseci)
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S. RASPRAVA

KOPB je jedna od vodec¢ih kroni¢nih plué¢nih bolesti danasnjice. Ucestalost je u stalnom
porastu s varijacijama izmedu spolova, razli¢itih zemljopisnih regija, socio-ekonomskog statusa
(34), a odnedavno je na tretem mjestu ukupne ucestalosti od smrtnogfisheda nakon
cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti. Stetni inhalacijski ¢imbenici 0d kojih‘dominira
pusacki staz u genetski predisponiranih pojedinaca, precipitirat ¢e nastanak bolesti. Kroni¢na
upala s nakupljanjem proupalnih stanica i citokina u osnovi je patofizioloskog zbivanja. Ima
znacajan utjecaj na kvalitetu zivota. Unato¢ svakodnevnom napretku, terapijske moguénosti su
ograni¢ene, mehanizmi koji reguliraju upalu i progresiju bolesti nisu potpuno razjasnjeni.
Novija istrazivanja sugeriraju na genetsku predispoziciji kao moguéi ¢imbenik za nastanak
razli¢itih fenotipova bolesti. Geni regulatori protipalnih zbivanja svakodnevno se istrazuju a
jedan od potencijalnih je gen ACE2. Poznat je po regulaciji RAAS-a i imunoloskih odgovora,
te potencijalno ima vaznu ulogu u patogenezi KOPB-a (100). Prema dosada$njim, saznanjima
istoimeni protein ACE2 dio je RAAS kaskade, djeluje kao protuteza svim Stetnim u¢incima
aktivacije RAAS-a, smanjuje aktivaciju proupalne kaskade i1 ¢ini ga potencijalnim cuvarom
pluca. U cilju boljeg razumijevanja etiopatogeneze KOPB=a,u ovom smo istraZivanju
pretpostavili da bi prou€avanjem “pelimorfizama gena ACE2 “mogli pridenijeti boljem

razumijevanju genetskih:faktora koji moduliraju upalne procese ubolesnika s KOPB-om.

Istrazivanjem u sklopu izrade ove disertacije analizirana je pavezanost polimorfizama
rs2285666 1rs879922ugenu ACE2 sa pojavnos¢u KOPB-a, sistemskim upalnim odgovorom i
klini€¢kim ishodima. Rezultati sugeriraju naznacajneirazlikewu distribuciji genotipova izmedu
dvije pracene skupine, — zdrave kontrolne skupine i bolesnika, s KOPB-om. Polimorfizam
1822856667 pokazao je znacajnu povezanost s KOPB-om, pri ¢emu je heterozigotna alelna
kombinacija CT bila ucestalija u bolesnika s KOPB-om. Dominantni i superdominantni model
(CT-TT i CT) ovog polimorfizma pokazali,su se povezani s rizikom obolijevanja od KOPB-a
za 1,06 do 5,5 puta. Drugi analizirani polimorfizam, rs879922 pokazao je znacajnu povezanost
s KOPB-om samo u superdominantnom modelu nasljedivanja (GC). Analiza koncentracije
upalnih biomarkera otkrila je razlike izmedu polimorfizama. Polimorfizam rs2285666 nije
pokazao znac¢ajnu povezanost s citokinima, ali je bio povezan s poviSenim razinama neutrofila
i CRP-a. Polimorfizam rs879922 pokazao je pozitivnu Korelaciju s vi§im razinama proupalnih
citokina IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a te povezanost s neutrofilima. Niti jedan testirani
polimorfizam nije pokazao znacajnu povezanost s pluénom funkcijom (FEVI1), niti s

prezivljenjem bolesnika. Navedeno nam sugerira da iako mogu utjecati na upalni odgovor, ne
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odrazavaju nuzno progresiju bolesti ili dugoroc¢ni klini¢ki ishod. Ekspresijska analiza ACE2

nije bila moguca zbog niske razine ekspresije u uzorcima.

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su statisticki znacajne razlike izmedu dviju
ispitivanih skupina, §to je u skladu s prethodnim istrazivanjima i epidemioloskim podacima o
KOPB-u. Bolesnici s KOPB-om u pravilu su starije zivotne dobi, $to potvrduje i nase
istrazivanje. Nasi su podaci potvrdili kako su bolesnici s KOPB-om u pravilu starije zivotne
dobi, $to je ocekivano s obzirom na prirodu bolesti koja nastaje/kao posljedica dugotrajnog
izlaganja duhanskom dimu i drugim zagadivac¢ima zraka (179) (180). Zanimljivo, u naSem
uzorku prevladavale su Zene, §to se razlikuje od tradicionalnog shvac¢anja KOPB-a kao bolesti
koja ¢esc¢e pogada muskarce, $to se dosad pripisivale u€estalijem pusenju medu muskarcima.
Medutim, noviji epidemioloski podaci ukazuju na sve ¢eS¢u pojavnost KOPB-a medu Zenama,
osobito u urbanim sredinama i zemljama s visokim dohotkom, kao $to je navedeno u najnovijem
GOLD izvjeséu za 2025. godinu Vaznojenapomenuti da se gen ACE2, ¢iji polimerfizmi ¢ine
predmet naSeg istrazivanja, nalazi na Kromosomu X. Time postaje relevantno promatrati.spolnu
distribuciju ispitanika, s obzirom na moguénost razlicitog fenotipskog izrazaja,izmedu Zena i
muskaraca. lako teorijskifdvostruki kromosom X kod Zend moze pruziti zastitmi ucinak
zahvaljuju¢i funkcionaln@j, rezervi,  epidemioloski podaci ukazuju da SumzZene zapravo
osjetljivije na Stetno djelovanje, duhanskog dima, imaju raniji pocetak bolesti i brzi razvoj
respiratorne insuficijencije(181)(182). Velika studija koja je obuhvatila 17.139 bolesnika iz 22
kohorte pokazala'je da suzene s KOPB-om bile mladey imale manji‘pusacki staz, ali su imale
ucestalije egzacerbacije u usporedbi s mugkarcima (183).‘Buduci da samo 20% pusaca razvije
KOPB, jasnoje da u etiologiji bolesti sudjeluju 1. drugt €imbeniein Kod dijela oboljelih, posebice
nepusaca, uzrok ostaje nejasan, Sto otvara prostor zarazmatranje genetskih utjecaja, ukljucujuci
X=vezano nasljedivanje i ulogu ACE2 polimorfizama u nastanku bolesti (184). Pusacki status
pokazao se kao klju¢ni ¢imbenik u nasoj studiji. Najvise je bivsih puSaca, od kojih su znacajno
svi s KOPB-om, dok su nepusa€i zastupljeniji u kontrolnoj skupini. Pusacki status pokazao se
kao vazan ¢imbenik u naSoj studiji. Vieéinu ispitanika €inili su bivsi puSaci, medu kojima su svi
bolesnici imali dijagnosticiran KOPB. S druge strane, nepuSaci su bili znacajno zastupljeniji u

kontrolnoj skupini.

Analiza pluéne funkcije pokazala je da su bolesnici bili rasporedeni prema stupnjevima
bolesti sukladno GOLD kriterijima. Najveéi broj ispitanika imao je umjereni stupanj

opstrukcije (GOLD 2), dok su teski i vrlo teski oblici (GOLD 3 i 4) bili prisutni u zna¢ajnom
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postotku. Ovakav raspored odrazava tipicnu progresiju bolesti, pri ¢emu se KOPB cesto
dijagnosticira tek u uznapredovaloj fazi. Laboratorijska analiza upalnih parametara, ukljucujuéi
serumske koncentracije proupalnih citokina, neutrofila, CRP-a i fibrinogena, pokazala je Sirok

raspon vrijednosti medu oboljelima.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da ACE2 ima znacajnutulogu u regulaciji upale u
organizmu te odrzavanju homeostaze u plu¢ima. Gen ACE2 zadnjih godina predmet je
istrazivanja zbog svoje uloge u razliitim pluénim bolestima, ponajprije COVID 19 bolesti,
astmi 1 intersticijskoj bolesti plu¢a. Uloga gena ACE2 u modulaciji RAAS -a sugerirala je
mogucu ulogu genetskih varijacija unutar gena na razyoj 1 progresiju KOPB-a. Pregledom
literature uocili smo da su podaci o specificnim polimorfizmima unutar gena ACE2 u KOPB-
u ograni¢eni. Nismo nasli niti jednu studiju koja se'bavi navedenima. Polimorfizam rs2285666
povezan je s regulacijom ekspresije ACE2 u razliCitim populacijama, ali podaci o njegovoj
ulozi u KOPB-u su rijetki. Pretrazivanjem, literature ciljajuc¢i na polimorfizme koji.su predmet
nase studije pronasli smo rezultateé koji/polimorfizam rs2285666 gena ACE2 pawvezuju s
protektivnim uc¢inkom od smrtnosti- od/teskih kardiovaskularnih incidenata u populaciji zena
(185), rizikom od esencijalne hiperteznije (186) rizikom od dijabetesa tipa 2 i mozdanog udara
u bolesnika sa dijabetesom melitusom tip 2 (187). Naime, dosadaSnja istraZivanja navode da
ovaj polimorfizam‘mezeutjecatiina proces alternativnog spajanjamRNA te.na taj nacin utjecati
na promjenu razine ekspresije gena ACE2. IstraZivanja pokazuju da j¢ alel A povezan sa vi$im
vrijednostima, ACE2, u serumu zdravih osobay Povezuju ‘ovaj polimorfizam s dijabetesom,
mozdanim udarom, koronarnom bolesti i hiperteznijom (188) (189). Povezuju ga s povecanim
rizikom od SARS-CoV-2 infekcije i teZzim oblicima "\COVID, 19 bolesti, iako su rezultati
razliéitinmedu populacijama (165). Naime, distribucija ovoga polimorfizma varira izmedu
etniékih skupina, §to moze objasnifirazlike u ucestalosti bolesti (175). U nasem istrazivanju
polimorfizam rs2285666 iako je pokazao pozitivnu korelaciju s KOPB-om, nije pokazao
povezanost s proupalnim citokinima ali jest sa koncentracijom neutrofila i CRP-a. lako je u
istrazivanjima korelirao sa tezim ishodom od COVID 19, takoder nije bilo jasnih dokaza o
njegovoj izravnoj povezanosti s razinama proupalnih citokina. Navedeno moze biti zbog
sloZzenijih mehanizama koji su u podlozi ili utjecaja okoliSnih ¢imbenika koji moduliraju
njegovu funkciju. Ovo istrazivanje doprinosi novom saznaju o potencijalnoj ulozi u patogenezi
bolesti. Nasuprot tome, polimorfizam rs879922 koji se u nasem istraZivanju pokazao povezan
s KOPB-om, pokazao je i korelaciju s pove¢anim razinama IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a. lako ne

postoje radovi koji pruzaju jasnu povezanost ovog polimorfizma u genu ACE2 s razinama
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proupalnih citokina naSe istrazivanje ukazuje na njegovu mogucu povezanost s ekspresijom
proupalnih citokina u bolesnika s KOPB-om $to je u skladu s prethodnim studijama koje su
ukazivale na proinflamatorne u¢inke ACE2 u odredenim kontekstima (190) (191). Dosadasnja
saznanja navode i dvostruku ulogu ACE2 u kome aktivacija moze suprimirati upalnu, dok neki
polimorfizmi unutar gena mogu dovesti do neravnoteze u RAAS-u pridonoseci kronicnom
upalnom procesu (192). Ovi rezultati ukazuju da ipak, unato¢ do sada maglasavanom
protektivnom ucinku ACE2 zbog svog utjecaja na angiotenzin AI signalizacijura plu¢ima,
odredeni polimorfizmi mogu modulirati upalni odgovor doprinose€i progresiji bolesti. Razlike
u navedenome mogu biti povezane s genetskom heterogenosti mispitanika, okolisSnim
¢imbenicima (pusenje ili zagadenje zraka) ili samim kongeptom istrazivanja. Nadalje, varijacije
u ucestalosti ovih polimorfizama medu etnickim skupinama takoder mogu takoder mogu
pridonijeti razlikama. Rezultati nase studije pokazuju da prisutnost odredenog polimorfizma
odreduje citokinski sastav §to ukazuje da bi tijek i tezina bolesti mogla biti predisponirana
genetskim zapisom. Do sada prema‘nasimisaznanjima ne postoji istrazivanje kojim je isto
navedeno potvrdeno. Ukoliko bi se istd potvrdilo u narednim istrazivanjima mogle bi se
ciljanjem na geneticki zapis ipak puno sanije predvidjetisnastanak KOPB-a te’ ranim
intervencijama sprijeciti’mastanak ‘bolesti. Naime, novija istrazivanja u. lijecenju KOPB-a
temeljena na boljem.tazumijévanju involviranosti citokina nagovjeséuju biolosku terapiju u
lije¢enju KOPB#a (193). Pretrazujuci ostale komponente RAASSustava koje su potencijalno
ukljucene wpatogeniezu KOPB-a nailazimo na,radoveikoji‘isttazuju polimorfizme unutar gena
ACE tedstrazuju njthovu poveznicu sa KOPB-omi, Dosadasnje studije uglavnom su radene na
malom broju uzoraka a rezultati istrazivanja‘su opreéni. lako,neki autori u svojim radovima
nije€w, utjecaj polimorfizama unutar gena ACE»za nastanak KOPB-a, Budquets, Kirtipal i
Simsek povezuju utjecaj polimorfizama unutar gena'/ACE s rizikom za nastanak KOPB-a (169)

(170) (171). Na tragu navedenoga potrebna su daljnja istrazivanja.

Rezultati istrazivanja u_ sklopu/izrade ove disertacije kojima je cilj bio ispitati
povezanost analiziranih polimorfnth“biljega rs2285666 1 rs879922 s parametrima pluéne
funkcije u KOPB bolesnika ukazuju da nema statisticki znacajne razlike prema genotipu za
razlike u vrijednosti FEV1 (%) i omjer FEV1/FVC (%), odnosno za tezinu bolesti prema GOLD
klasifikaciji. Rezultati ipak ukazuju na razlike u vrijednostima FVC. Heterozigotni nositelji
alelne kombinacije CT u polimorfizmu rs2285666 imaju znacajno nize vrijednosti FVC u
odnosu na homozigotnu alelnu kombinaciju CC i TT (Kruskal Wallis test, P = 0,005). U

polimorfizmu rs879922, nositelji heterozigotne kombinacije alela CG imaju znacajno nize
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vrijednosti FVC-a (Kruskal Wallis test, P < 0,001) u odnosu na homozigotnu kombinaciju CC
I GG (Tablica 14). Pretrazivanjem literature naisli smo na brojna istrazivanja koja su do sada
potvrdila preko 100 lokusa u genomu povezanih sa pluénom funkcijom koje autori nazivaju
potencijalnim genima za KOPB. Navedeni lokusi pokazalo se u asocijacijskim.studijama da
koreliraju sa vrijednostima FEV1 odnosno FEV1/FVC kao parametrima /koji se koriste za
dijagnosticiranje i odredivanje tezine KOPB-a (194)(195)(196)(197) (198)*(199) (200) (201)
(202). Navedena istrazivanja uglavnom nisu istrazivala lokuse na X kromesomu. Povezanost
izmedu genetskih lokusa na X kromosomu i rizika od KOPB-a do sada ‘nije u potpunosti
istrazena. Kada se u pretrazivanju baziramo na lokuse smjéStene na X kremosmu kao 1 lokusi
koji su predmet naseg istrazivanja nailazimo na rezultate istrazivanjasHaydena i suradnika koji
su pronasli korelaciju pojedinih lokusa X kromosoma u bolesnika.s KOPB-om sa parametrima
pluéne funkcije (203). Vrijednosti FVC-a takoder su,se pokazale znacajnima u korelaciji sa
KOPB-om u drugim asocijacijskim studijama, a kriju li'se,iza alelnih kombinacija sa snizenim
vrijednostima FVC u naSem istrazivanju KOPB bolesnici fenotipa emfizema ‘s afekcijom
intersticija u daljnjem istrazivanju moglo bi se istraziti. Dodatna genetska istrazivamja s
ukljuc¢ivanjem gena smjestenih na X kromosomu mogla bi doprinijetifboljem razumijevanju

spolnih razlika u KOPB-<u.

Kao dodatak istrazivanju u sklopu izrade ove dektorske disertacije istrazili smo
prezivljenje bolesnika s KIOPB-om u odnosu na varijante gena ACGE2 te prema dobivenim
rezultatimawnasem istrazivanju nije nadeno Znacajnih razlika. Sli¢nih istrazivanja nismo nasli
te nismo mogli-niti provesti korelacije. Uspjeli smo. pronaéi sli¢na istrazivanja u bolesnika s
COVID 19 balesti. Pozitivna korelacija polimorfizma rs2285666 s prezivljenjem u bolesnika s
COVID, 19 _bolesti pokazana je u radu iranskih autora u kojemu navode da su pacijenti s
genotipom ACE2 rs2285666 CC biliyizlozeni veéem riziku od smrti od COVID-19 od TT
genotipa (204)sto korelira sa,rezultatima,drugih istrazivanja (205) (206). Medutim, u¢inak
0vog SNP-a na tezinu bolesti ili'stopu smrtnosti od COVID-19 u radovima Gomeza i Karakasa
nije pronaden (207)(208). Nevedena razlika moze biti povezana s veli¢inom uzorka ili
posljedica etnickih razlika izmedu skupina, no nema dokaza da su polimorfizmi gena ACE2
izravno povezani s tezinom COVID-19 (208). Ukupna istrazivana populacija u navedenim
istrazivanjima jest premalena no znacajan je podatak 0 mogucem utjecaju polimorfizma
152285666 s prezivljenjem u bolesnika s COVID 19 bolesti. U konacnici, budu¢i da nismo nasli
radove u kojima je istrazivan utjecaj utjecaj polimorfizama gena ACE2 u bolesnika s KOPB-

om, navedeno ostavlja prostora za daljnja istraZivanja.
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Individualni pristup, traganje za fenotipovima i definiranje gena koji pridonose razvoju
bolesti mogli bi poboljsati ishode lijecenja. Individualna osjetljivost na nokse iz okoline €ini se
da je genetski definirana, a sklonost egzacerbacijama najbolje ilustrira vaZnost te
predodredenosti. Ulaganje napora u istrazivanje genetske podloge KOPB-a s.ciljem ranog
probira i individualnog pristupa lijeCenju ¢ini se da bi moglo sprijeciti uzlaznuputanju
morbiditeta od ove bolesti. Nase istrazivanje otvara jednu novu idejuskojom genetski faktori
igraju ulogu u sistemskom upalnom odgovoru u bolesnika s KOPB-om, §to bimoglo biti od
klinicke vaznosti. Identifikacija riziénih genotipova mogla bi{biti od pomoc¢i u probiru
pacijenata podloznih ja¢em upalnom odgovoru i potencijalfio lo§ijim ishedima. Personalizirani
pristup lije¢enju mogao bi omoguéiti vecu korist od [protudpalnesterapije bolesnicima sa
genotipom u kojemu je uoCena povecana razina proupalnih citokina kao Sto je u naSem
istrazivanju polimorfizam rs879922. Odsutnost povezanosti s FEV1 1 prezivljenjem ukazuje da,
iako polimorfizmi mogu utjecati na upalni odgovor, nisumnuzno glavni prediktori progresije
KOPB-a.

Kao i svako istrazivanje i naSa studija ima svoja ograni¢enja. Obuhvatila je populaeiju
KOPB bolesnika iz jednog/respiraternog centra s relativnom malim brojem ispitanika: lako su
utvrdene znacCajne povezanosti potrebne je istrazivanje na vecem broju ispitanika kako bi se
potvrdila snaga oyvih nalaza. Zene su prednjaile u skupini ispifanika,s KOPB-om $to bi takoder
obziromna spolne razlike¢ u ucestalosti KOPB<a, moglo imati utjecat na ovakve rezultate
istrazivanja, "Utjecay, okolisnih faktora kao 0 su pusSenje (vecina ispitanika s KOPB-om
uklju€enih’ u istrazivanje u bivsi puSaci)y, komorbiditeti i, izloZenost zagadivacima nisu u
potpunosti kontrolirani $to moZe utjecati na rezultate. “Potrebnesu daljnje populacijske studije
kako biyse utvrdilotima li razlika u rezultatima medu razli€itim etnickim skupinama koje
obitavaju u razli¢itim zemljopisiim podru¢jima, ukljucujuéi profesionalnu i socijalnu
anamnezu. Nasa studija nije uspjela jasnorazjasniti razlike u genskoj ekspresiji obzirom da smo
imali poteskoca sa detekcijom ACE2 proteina. Nastavak ovoga/neko drugo istrazivanje moglo

bi upotpuniti navedene manjkavostr.

KOPB 1 dalje ostaje kompleksna bolest koju karakterizira velika klini¢ka varijabilnost 1
nepostojanje jasno definiranih uniformiranih dijagnosti¢kih kriterija. Lancetova komisija u
svom posljednjem izvjeS¢u takoder napominje promiSljanje o heterogenosti KOPB-a,
podsjecaju na potrebu definiranja boljih dijagnostickih kriterija osim postbronhodilatatorne
spirometrije za koju kazu da nije osjetljiva na rane patomorfoloske promjene, cesto je pogresno

interpretirana te ne predvida tijek bolesti. Znanstvenici smatraju da je potvrda opstrukcije kao
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kriterija za dijagnozu bolesti prema sadasnjim preporukama ujedno znak nepovratnosti, a
ranijim medikamentoznim intervencijama ovo stanje moglo bi se prolongirati. Navode da je
terapija uniformirana unato¢ jasnoj heterogenosti bolesti a ulaganja na svjetskoj razini u bolje
razumijevanje patofiziologije bolesti, smanjenje utjecaja Stetnih ¢imbenika i_razvoja novih
terapijskih metoda je nedostatna. Predlazu ispravniju klasifikaciju temeljenu na petiglavnih
¢imbenika rizika; genetike, dogadaja u ranoj zivotnoj dobi (prijeveement porod, astma u
djetinjstvu), pluéne funkcije, pluénih infekcija (infekcije u djecjoy dobi, KOPBpovezan s
tuberkulozom i HIV-om), izlozenosti duhanskim dimu, izloZenost zagadenjima iz okolisa
(209). Rezultati nase studije nose neke nove ideje za budii¢a istrazivanjai ovome podrucju.
Analiza dodatnih polimorfizama unutar gena ACE2 [provodenjem, ve¢ih genetskih studija
mogla bi dati bolju sliku o genetskoj podlozi KOPB:a. Nastavak istrazivanja kroz funkcionalne
studije mogao bi istraziti kako polimorfizmi rs2285666 1 rs879922 utjecu na ekspresiju i
funkciju ACE2 i plu¢ima. Potencijalna upotreba genetskih biomarkera i personalizirana
terapija u predvidanju odgovora na gprotuupalnu terapiju mogla bi poboljsati kliniéke ishode

pacijenata s KOPB-om.

Navedeno istrazivanje/pruza nove dokaze o ulozi polimorfizama gena ACE2 “upatogenezi

KOPB-a, ponajprije krozregulaciju sistemskog upalnog odgovora.
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6. ZAKLJUCCI
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8. SAZETAK

Usprkos velikom napretku u smanjenju globalnog utjecaja nezaraznih bolesti ukljucujuci
kardiovaskularne, cerebrovaskularne bolesti i neoplazme, pojavnost i smrtnost od kroni¢ne
opstruktivne bolesti plu¢a (KOPB) i dalje biljezi porast. KOPB je progresivnakroni¢na upalna
bolest obiljezena ireverzibilnom opstrukcijom protoka zraka s kempleksnim interakeijama
genetskih 1 okoliSnih ¢imbenika. Unato¢ prepoznatim vanjskim rizicnim ¢imbenicima poput
pusenja i izloZenosti $tetnim Cesticama, bolest se razvija samo wmanjem postotku izlozenih
osoba, §to upucuje na ulogu genetske predispozicije. Angiotenzin-konvertiraju¢i enzim 2
(ACE2) kodiran istoimenom genom, kao dio reninangiotenzin-aldosteronskog sustava
(RAAS) povezan je s promjenom aktivnosti upalnih procesa u organizmu. Obzirom da je upala
u osnovi patogeneze KOPB-a, zZeljeli smo ispitativje li se prisutnost pojedinih polimorfizama
smjestenih U genu ACE2 moze povezati s mechanizmom nastanka i1 razvoja bolesti.
Pretrazivanjem baze podataka odabralismo dva polimorfizma smjestena unutar gena ACE2,
rs2285666 i rs879922. Odabrani sufunkcionalni jednonukleotidni polimorfizmi (SNP), koji su
dovoljno zastupljeni u populaciji (MAF>1%),/a ebzirom na epigenetske faktore mogu utjecati
na razinu ekspresije gena/proteina ili funkeionalnost proteina, odnosno nastanak i tijek bolesti.
Obzirom na ¢injenicu da je regulacija aktivnosti gena/proteina ACE2, povézana.s, promjenom
aktivnosti upalnihqprocesa, a neregulirana upala ima znacajnuulogu.u etiopatogenezi KOPB-a,
zeljeli §mo ispitati postoji li povezanost polimorfnih biljegal smjestenih u genu ACE2 s
nastankom'i razvojem KOPB-a te ispitati njihov utjecaj na‘ekspresiju gena ACE2. Cilj ovoga
istrazivanja bio je doprinijeti boljem razumijevanju do sada neistrazene uloge gena ACE2 u
molekularnim mehanizmima uklju¢enima urazvoj i progresiju KOPB-a. Ispitana je distribucija
tucestalost jednonukleotidnih polimorfizama rs2285666 1 rs879922 u bolesnika s KOPB-om i
zdravim ispitanicima te njihova pavezanost s upalnim biomarkerima, pluénom funkcijom i
klinickim ishodima. Studija je obuhvatila pacijente s KOPB-om i zdravu kontrolnu skupinu.
Molekularna analiza tj. genotipizacija rs2285666 i rs879922 je provedena metodom lancane
reakcije polimerazom (PCR) koristenjem TagMan proba. Odredivanje ekspresije gena ACE2
provedeno je metodom reverzne transkripcije i PCR-a u stvarnom vremenu (RT-gPCR). Razina
sistemske upale procijenjena je odredivanjem koncentracije IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a
uz pomo¢ protutijela metodom ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay), a
koncentracija upalnih biomarkera (neutrofila, C-reaktivhog proteina i fibrinogena)
odredivanjem standardnim analizatorima iz uzoraka periferne krvi. Klinicki parametri

ukljucivali su opée demografske podatke, pusacki status, nalaze funkcionalne obrade pluca,
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stadij bolesti po GOLD Kklasifikaciji i petogodiSnje prezivljenje. Istrazivanjem je pronadena
razlika u povezanosti oba polimorfizma s KOPB-om. Unutar polimorfizma rs228566 zna¢ajno
je ucestalija heterozigotna alelna kombinacija CT u bolesnika s KOPB-om, usporedno sa
skupinom zdravih ispitanika. Utvrdena je takoder statisticki znacajna razlika u,ucestalosti i
razdiobi genotipova kako u dominantnom (CT-TT) tako i superdominantnom modelu (CT)
doprinose¢i riziku za KOPB od 1,06-5,5 puta ovisno o genetickomymodelu/nasljedivanja.
Unutar polimorfizma rs879922 utvrdena je statisticki znacajna razlika uucestalosti'i razdiobi
genotipa samo u superdominantnom (GC) genetickom modelu. Nije bilo znaéajnih razlika u
vrijednostima proupalnih citokina za polimorfizam rs2285666, dok ‘survrijednosti proupalnih
citokina IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a pozitivno korelirale § polimorfizmom rs879922. Nadena je
znacajna razlika u vrijednostima neutrofila 1 CRP unutar polimorfizma rs2285666, a za
polimorfizam rs879922 pozitivna korelacija pronadena je samo za vrijednost neutrofila. Unato¢
razlikama u upalnim markerima nije pronadena znacajna korelacija testiranih polimorfizama s
FEV1 niti s prezivljenjem pacijenatad Analize ekspresije ACE2 nisu bile provedive zbog niske
razine ekspresije U analiziranim uzorcimas, Ovo istrazivanje potviduje povezanost
polimorfizama rs228566 i 1s879922 s upalnim odgovorom u belesnika s KOPB=om, .0sobito
kroz korelaciju s proupalfiim citokinima i sistemskim upalnim markerima. Qyi rezultati upucuju
na moguci utjecaj genetskih varijacija ACE2 na upalne procese u KOPB-u, ali su potrebna

daljnja istrazivanja kako bi se razjasnio njihov precizni mehanizam djelovanja.
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9. SUMMARY

The prevalence and mortality of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) still are on
an increase in spite of considerable advancement in reducing the effects of noncommunicable
diseases including cardiovascular and cerebrovascular diseases and neoplasms. €OPD is a
progressive chronic inflammatory disease characterised by irreversible air flow  obstruction
with complex interactions of genetic and environmental factors. Although external risk factors
such as smoking and exposure to adverse particles have been recognized, the disease develops
only in a low percentage of exposed individuals, suggesting a role of genetic predisposition.
Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) coded by the gene of the same name, as part of the
renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), is, associated |with altered activity of
inflammatory processes in the body. As inflammation underlies.the pathogenesis of COPD, we
investigated whether the presence of particular polymorphisms located in the ACE2 gene could
be associated with the mechanism of the COPD onset'and development. On searching the
database, we chose two polymorphisms located in the ACE2 gene, rs2285666 and rs879922.
We chose functional single nucleotide polymorphisms (SNPs) which® are sufficiently
represented in the population (minor allele"frequency /MAF/ S1%) and can, considering the
epigenetic factors, influence the level of the gene/protein expressionior protein.functionality,
i.e., the occurrence@nd course of the disease. Since regulationof the. ACE2 gene/protein activity
is associated with altered inflammatory process activity, and unregulated inflammation has a
prominentole in‘the pathagenesis of COPD, we aimed to assess the potential correlation of the
polymorphic markers located in the ACE2,gene with the‘onset and development of COPD, as
well as their effect'on.the ACE2 gene expression. The main aim,of the study was to contribute
to, better_understanding of the ACE2 gene role in molecular mechanisms involved in the
development and progression of CORD, which has not been investigated to date. Distribution
and frequency of the rs2285666 and rs879922 SNPs were assessed in COPD patients and
healthy subjects, as well as their association'with inflammatory biomarkers, lung function, and
clinical outcomes. The study included COPD patients and healthy control group. Molecular
analysis, i.e., rs2285666 and rs879922 genotyping, was performed by the method of polymerase
chain reaction (PCR) with the use of TagMan probes. The ACE2 gene expression was
determined by the real-time reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR) method. The
level of systemic inflammation was assessed by determination of interleukin (IL) IL-1a, IL-1p,
IL-6, IL-8 and tumour necrosis factor-alpha (TNF-a) concentrations with antibodies using the

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method. The concentrations of inflammatory
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biomarkers (neutrophils, C-reactive protein and fibrinogen) were determined from peripheral
blood samples on standard analysers. Clinical parameters included general demographic data,
smoking status, lung function test findings, disease stage according to GOLD classification,
and five-year survival. Study results showed a difference in the association of both
polymorphisms and COPD. Within the rs2285666 polymorphism, the heterozygous allele CT
combination was significantly more common in COPD patients as compared with the'healthy
control group. A statistically significant difference was also recorded in genotype frequency
and distribution both in the dominant (CT-TT) and super-dominant (CT) models, contributing
to the risk of COPD 1.06-5.5 times, depending on the genetic model ofinheritance. Within the
rs879922 polymorphism, a statistically significant difference was found in genotype frequency
and distribution only in the super-dominant (GC) genetic/model. There were no significant
differences in the levels of proinflammatory cytokines for the rs2285666 polymorphism,
whereas the levels of the IL-1p, IL-6, IL-8 and TNF-a eytokines yielded positive correlation
with the rs879922 polymorphism. There was.a significant difference in the neutrophiland CRP
levels within the rs2285666 polymorphism, whereas in the rs879922 polymerphism positive
correlation was only recorded forneutrophil level. Despite differences recorded inithe levels of
inflammatory markers, there was na significant correlation of the tested polymorphisms with
forced expiratory volume (FEV1) or patient survival. Analysis.of ACE2 expression could not
be analysed due/to thedow level'of expression in analytical samples. This study confirmed the
association«of rs2285666 and rs879922 polymorphisms withvinflammatory response in COPD
patients;..especially “through correlation with gproinflammatory cytokines and systemic
inflammatory imarkers. These results suggest the possible impact of ACE2 genetic variations on
inflammatory,/processes in COPD. However, additional research is needed to elucidate their

precise mechanism of action.
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10. PRILOZI

Prilog 1. Modificirana Medical Research Council (nMRC) skala zaduhe (41)

mMRC Simptomi
Stupanj Nedostatak zraka nije prisutan (osim u ekstre
0

Stupanj Nedostatak zraka pri penjanju uzbrdicom
1
Stupanj Nedostatak zraka prihedu po ravnom, sporiji od vr$njaka

stati
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Prilog 2. Test za procjenu KOPB (CAT, engl. COPD Assessment Test) (210) (44)

Za svaku tvrdnju navedenu ispod, oznacite (znakom X) kucicu koja Vas trenutno

najbolje opisuje. Pazite da za svako pitanje odaberete samo jedan odgovor
CAT upitnik @
Nikada ne kasljem 012345 stalno kasljem

Uopc¢e nemam sekreta(sluzi) 012345 moja su pluca

"
u plu¢ima puna et zi

Uopce ne osje¢am stezanje u 012345

jecam anje u

prsnom kosu p kosu

Kada se penjem uzbrdo ili po Kada se penjem uzbrdo ili po

stepenicama ne nedostaje mi stepenicama jako mi nedost aka

zraka

12345 Vrlo sa

*o avlja
4

Nisam ogranicen/0g

obavljanju bilo ka

012345
m iz kuce zbog svoje

pluéne bolesti

Cvrsto spavam 45 Ne spavam c¢vrsto zbog svoje

pluéne bolesti

Imam puno energije 012345 Uop¢e nemam energije

Rezultat se iskazuje kao zbroj bodova svih odgovora
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