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POPIS KRATICA  

ACEi, inhibitor angiotenzin konventirajućeg enzima (engl. Angiotensin-Converting Enzyme 

           Inhibitors) 

ACE, angiotenzin konvertirajući enzim (engl. Angioenzin-Converting Enzyme) 

ACE2, angiotenzin konvertirajući enzim 2 (engl. Angioenzin-Converting Enzyme 2) 

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

ANG I, angiotenzin I 

ANG II, angiotenzin II 

ANG 1-7, angiotenzin 1-7 

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

ATS, Američko torakalno društvo, (engl. American Thoracic Society) 

AT1R, angiotenzin II tip 1 receptor 

AT2R, angiotenzin II tip 2 receptor 

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

cDNA, komplementarna DNA (engl. complementary DNA) 

CHRNA3/5 gen, gen za podjedinicu nikotinskog acetilkolinskog receptora (engl. Cholinergic 

                           Receptor Nicotinic Alpha 3/5)     

Ct, broj ciklusa (engl. Cycle treshold) 

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

DNA, (engl. Deoxyribonucleic Acid) 

DNK, deoksiribonukleinska kiselina 

EDTA, etilendiamintetraocetna kiselina, (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid) 

ELISA (engl. enzyme -linked immunosorbent assay) 

ERS, Europsko respiratorno društvo, (engl. European Respiratory Society) 

FEV1, 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 

GOI, gen od interesa 

GOLD, Globalna inicijativa za kroničnu opstruktivnu plućnu bolest, (engl. Global 
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             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-4Rα, (engl. Interleukin-4 Receptor Alpha) 

IL, interleukin (engl. interleukin) 

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

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

IQR, interkvartilni raspon 

kb, kilobaza 

KBC, Klinički bolnički centar 

KOPB, kronična opstruktivna plućna bolest 

LABA,  dugodjelujući β2-agonisti (engl. Long-Acting Beta Agonist) 

LAMA, dugodjelujući muskarinski antagonisti (engl. Long-Acting Muscarinic Antagonist) 

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

M, molarna koncentracija (molaritet) 

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

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

MasR, receptor Mas 

MCP-1, citokin monocitni kemotaktični protein-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-   

              1) 

MDI, inhaler koji isporučuje lijek u obliku aerosola (engl. Metered Dose Inhaler) 

mg, miligram, jedinica za masu 

MgCl₂, 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 
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scale) 

mRNA, glasnička RNA (engl. messenger Ribonucleic Acid) 

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

µL, mikrolitar  

n, veličina uzorka 

NaCl, natrijev klorid 

NCBI,  znanstvena baza podataka Nacionalni centar za biotehnološke informacije (engl.  

             National Center for Biotechnology  Information) 

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

NIV, neinvazivna mehanička ventilacija 

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

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

OR, omjer izgleda, (engl. Odds Ratio) 

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

PD, peptidazna domena 

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

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

PubMed, znanstvena baza podataka 

RAAS, renin angiotenzin aldosteronski sustav 

RBD, domena vezanja receptora (engl. Receptor-Binding Domain) 

RCLB, (engl. Red Cell Lysis Buffer) 

RNK, ribonukleinska kiselina 

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

rs879922,  jednonukleotidni polimorfizam u genu ACE2 

rs2285666, jednonukleotifni polimorfizam u genu ACE2 

RT-PCR, lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-Time) 

RT-qPCR, metoda kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu (engl. Real-Time Quantitative 

                   PCR) 

SABA, kratkodjelujući β2-agonisti (engl. Short-Acting Beta Agonist) 

sACE2, solubilni/topljivi ACE2 
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SAMA, kratkodjelujući 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 

STATs , signalni put (engl. Signal Transducer and Activator of Transcription,) 

TaqMan probe, specifična oligonukleotidan sonda, izvedeno od enzima Taq polimeraze 

TE pufer, pufer koji sadrži Tris + EDTA 

Th2 upala, upala posredovana T-pomoćničkim limfocitima tipa 2 (engl. T-helper 2) 

TNF-α , faktor nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor-alpha) 

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

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

UV/VIS spektrofotometar, (engl. Ultraviolet–visible spectroscopy), ultraljubičasto vidljiva 

spektrofotometrija omogućuje kvantifikaciju nukleinskih kiselina temeljem njihove apsorpcije 

svjetlosti pri specifičnim valnim duljinama 

Zn²⁺, ion cinka 

qPCR, rekacija lančanog umnožavanja u stvarnom vremenu (engl. Quantitative Polymerase 

            Chain Reaction) 

χ2 test, Hi-kvadrat test, statistička metoda za ispitivanje odnosa između dviju varijabli 

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

 

1.1 Angiotenzin-konvertirajući enzim 2  

Angiotenzin-konvertirajući enzim 2 (engl. Angiotensin-Converting Enzyme 2, ACE2) je 

protein kodiran genom ACE2, smještenim  na kromosomu X (citogenetička lokacija Xp22.2), 

koji obuhvaća 39,98 kilobaza (kb) genomske deoksiribonukleinske kiseline (DNK) (1). Gen 

kodira protein od 805 aminokiselina, sastoji se od 18 kodirajućih regija tzv. egzona  i 17 

nekodirajućih regija tzv. introna (2–4). Shematski prikaz citogentičke lokacije gena ACE2 

prikazan je na Slici 1a. 

 

 

 

Slika 1a. Citogenetička lokacija gena ACE2. Preuzeto i prilagođeno ljubaznošću (5). 

 

 

Gen ACE2 sastoji se funkcionalno od četiri regije. Regija 5ˈ UTR predstavlja 

strukturalno početni dio gena. Smještena je prije prvog egzona, izravno ne sudjeluje u 

transkripciji. Sadrži vezna mjesta za transkripcijske faktore za aktivaciju ili inhibiciju ekspresije 

gena te na ovaj način mehanizmom funkcionalne regulacije sudjeluje u proizvodnji budućeg 

proteina ACE2. Slijedi kodirajuća regija, egzoni 1-18, koja sudjeluje u transkripciji odnosno 

sadrži upute za sintezu proteina ACE2. Egzoni 1-3 sudjeluju u nastanku  buduće signalne 

sekvence koja čini dio proteina koji omogućava njegov pravilan transport unutar stanice prije 

no što postane funkcionalan. Egzoni 4-10 sudjeluju u nastanku buduće izvanstanične katalitičke 

domene, egozni 11-16 transmembranske, a 17-18 unutarstanične domene. Regija 3ˈ UTR koja 

ne sudjeluje izravno u transkripciji, smještena je nakon posljednjeg egzona 18, sadrži upute za 

stabilnost mRNA (engl. messenger Ribonucleic Acid). Ostatak gena čine introni, nekodirajuće 

regije između egzona. Introni sadrže informacije kojima reguliraju ekspresiju gena (mogu 
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kontrolirati kada i gdje će se stvarati ACE2), alternativno spajanje (engl. splicing) što 

omogućuje varijacije proteina ACE2 čime mogu utjecati na njihovu funkciju te sudjeluju u 

održavanju genetske stabilnosti (mogu smanjiti rizik od mutacija u funkcionalnim dijelovima 

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

 

 

 

Slika 1b. Shematski prikaz strukture gena i proteina ACE2. Gen se sastoji od 18 egzona 

(tamnozelena) i 17 introna (svijetlozelena). ACE2 protein uključuje 805 aminokiselina sa 

sa različitim regijama i domenama. Preuzeto i prilagođeno ljubaznošću (6). 

 

 

Strukturu ACE2 proteina čini nekoliko važnih domena; izvanstanična, 

transmembranska i unutarstanična domena.  Izvanstanična domena na samome početku sadrži 

dio koji se zove signalni peptid (SP) koji usmjerava novonastali protein prema 

endoplazmatskom retikulumu tijekom sinteze, te omogućuje pravilnu obradu i transport 

proteina unutar stanice. Drugi dio čini peptidazna domena (PD) koja sadrži dio sa cinkovim 

ionom (Zn²⁺) te predstavlja dio proteina koji je odgovoran za enzimsku aktivnost ACE2. Ovdje 

se odvija katalitička aktivnost kao dio renin angiotenzin aldosteronske kaskade (engl. Renin 

Angiotensin Aldosteron System, RAAS) sa pretvaranjem angiotenzina II (Ang II) 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 
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Respiratory Coronavirus 2) drugi je važan dio PD domene te omogućuje vezanje sa SARS-

CoV i SARS-CoV-2 virusom dopuštajući mu da uđe u stanicu domaćina mehanizmom 

endocitoze kompleksa ACE2-virus (8) (9). Obzirom da je ACE2 tip I membranski protein, 

jedan transmembranski α-heliks prolazi kroz membranu stanice, čini transmembransku domenu 

te osigurava funkciju ACE2  kao receptora. Citoplazmatska domena mala je citosolna regija 

koja nije katalitički aktivna, smještena je u unutarstaničnom dijelu proteina te sudjeluje u 

signalizaciji i interakciji s drugim proteinima (2). Shematski prikaz strukture proteina ACE2 sa 

funkcionalnim domenama prikazan je na Slici  1c.  

 

 

Slika 1c.   3D struktura ACE2 proteina sa funkcionalnim domenama. Preuzeto i 

prilagođeno prema (10) 

      

Funkcionalno protein ACE2 ima višestruku ulogu. Osim što 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 čime 

pomaže u apsorpciji aminokiselina, najbolje proučenu funkciju predstavlja enzimska uloga kao 

dio kaskade renin angiotenzin aldosteronskog sustava (RAAS) (11). Smještajem vezan za 
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membranu stanice, poznat je i cirkulirajući 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 izvanstanični prostor (13) . Kao takav može se detektirati u krvotoku i tjelesnim 

tekućinama. Transmembranski ACE2 izražen je na različitim epitelnim stanicama. Nalazimo 

ga i u plućima gdje je smješten na površini alveolarnih stanica tip I i II, te endotelnim stanicama 

plućnih krvnih žila (14). Osim u plućima ima ga na epitelnim i endotelnim stanicama srca, 

bubrega, jetre, crijeva, središnjeg živčanog sustava.  Sudjeluje u regulaciji krvnog tlaka, 

ravnoteže tekućine i elektrolita te regulaciji sistemske cirkulacije (15) (11). Aktivira se kao 

kompenzacijski mehanizam u stanjima smanjenog cirkulirajućeg volumena s ciljem 

zadržavanja tekućine i elektrolita u sistemskoj cirkulaciji. 

Sustav RAAS kaskade aktivira se kao odgovor bubrega na smanjeni protok krvi tj. 

perfuziju. Renin, proteolitički enzim, izlučuje se iz jukstaglomerularnih stanica bubrega koje se 

nalaze u stijenci aferentne arteriole. Jukstaglomerularni aparat koji predstavlja funkcionalno 

važnu, morfološki mikroskopsku strukturu u bubrezima koja regulira funkciju nefrona kao 

osnovne jedinice bubrega, sastoji se od jukstaglomerularnih stanica, macule dense i 

ekstraglomerularnih mezangijskih stanica. Macula densa je nakupina gusto složenih stanica u 

stijenci distalnog tubula koje detektiraju promjene u koncentraciji natrijevog klorida i potiču 

izlučivanje renina iz jukstaglomerulanih stanica. Ekstraglomerularne mezangijske stanice 

nalaze se između aferentne i eferentne arteriole, imaju kontraktilna svojstva koja pomažu u 

komunikaciji između macule dense i jukstaglomerulanih stanica tj. u regulaciji protoka krvi 

kroz glomerul (16).  

Uloga renina je  da  iz jetrenog angiotenzinogena stvori angiotenzin I (Ang I). Ang I 

ima slab biološki učinak, no dok se putem plućnog ACE pretvori u angiotenzin II (Ang II) 

počinje njihova vazokonstriktorna kaskada. U daljnjoj kaskadi Ang II svoj vazokonstriktorni 

učinak postiže djelovanjem na autonomni živčani sustav, bubrežne i sistemske krvne žile, 

bubrežne tubule, nadbubrežne žlijezde i stražnji režanj hipofize (Slika 2). Glavni vazoaktivni 

peptid u kaskadi je Ang II koji nastaje posredovanjem plućnog enzima angiotenzin- 

konvertirajućeg enzima (ACE), iz Ang I. Ang II svoje djelovanje postiže putem receptora 

angiotenzin II tip 1 (AT1R) i angiotenzin II tip 2 (AT2R) receptora.  

Pretpostavlja se da ACE2 u sustavu kaskade RAAS ima važnu regulatornu ulogu tako 

što djeluje kao oponent angiotenzinu II  za koji je poznato da ima snažno proupalno, 

vazokonstriktorno i profibrotičko djelovanje (17).  
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Slika 2. Shematski prikaz djelovanja Ang II. Preuzeto i prilagođeno prema (18) 

 

Funkcionalno, ACE2 je karboksipeptidaza koja održava homeostazu između dobrih i 

loših učinaka aktivacije RAAS-a, posrednik je u aktiviranju protuupalnih i antifibrotičkih 

mehanizama. U kaskadi RAAS protein ACE2 pretvara Ang II u angiotenzin 1-7 (Ang 1- 7), 

čija je aktivnost posredovana putem receptora Mas (MasR). Vezanje Ang 1-7 na Mas R rezultira 

vazodilatacijom te se pospješuju protuupalni, antihipertrofički, antiproliferativni i antifibrotički 

učinci. Učinak Ang 1-7 putem AT2R i MasR čini ih čini potencijalnim čuvarima pluća (Slika 

3)  (19).  

 

Slika 3. Shematski prikaz djelovanja ACE2. Preuzeto iz (18) 
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      Slijedom navedenoga, predložen je signalni mehanizam ACE2/Ang1-7/MasR koji 

štiti pluća od upale i fibroze, nasuprot signalnog puta ACE/AngII/AT1R koji je odgovoran za  

plućno oštećenje i ima ulogu u patogenezi kroničnih plućnih upalnih i fibrozirajućih bolesti – 

plućne hipertenzije i plućne fibroze (20). Osim „dobrih“, istraživanja su pokazala i onu „lošu“ 

stranu aktivacije signalnog puta RAAS, kako sistemskog, tako i tkivnog, u patogenezi 

hipertenzije, srčanog zatajenja, bubrežnih bolesti, ateroskleroze, srčane hipertrofije, dijabetesa 

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

 

1.2  Kronična opstruktivna plućna bolest  (KOPB) 

     Kronična opstruktivna plućna bolest (KOPB) je prema definiciji Globalne inicijative 

za kroničnu opstruktivnu plućnu bolest GOLD (engl. Global Initiative for Chronic Obstructive 

Lung Disease) heterogena bolest pluća, karakterizirana kroničnim respiratornim simptomima 

(zaduha, kašalj, iskašljavanje) uslijed promjena u dišnim putovima (bronhitis, bronhiolitis) i/ili 

alveolama (emfizem) koje uzrokuju perzistentnu, često progresivnu bronhoopstrukciju  (22) 

(23). 

Od KOPB-a boluje oko 10% populacije, a godišnje u svijetu umre oko 3,3 milijuna 

bolesnika (24) (25). Trenutno je treći vodeći uzročnik smrti u svijetu nakon kardiovaskularnih 

i cerebrovaskularnih bolesti s porastom incidencije i prevalencije, a 90% tih loših ishoda u 

bolesnika s KOPB-om događa se u zemljama u razvoju (nizak do srednji stupanj dohotka) (26) 

(27) (28). Predstavlja značajan javnozdravstveni problem zbog stope morbiditeta i mortaliteta, 

preuranjene smrtnosti, ukupnih troškova liječenja dok su mogućnosti farmakoloških 

intervencija još uvijek uglavnom simptomatske. Cigaretni dim smatra se značajnim rizičnim 

čimbenikom za razvoj bolesti ali genetska predispozicija uz utjecaj ostalih okolišnih čimbenika  

kao što su udisanje toksičnih čestica i plinova, modeliraju patogenezu bolesti (29). Unatoč 

velikim naporima na globalnoj razini u cilju smanjenja kulture pušenja ipak se nije postigao 

očekivani napredak u smanjenju incidencije KOPB-a. Znamo da svega 20% pušača oboli od 

KOPB-a te su novija istraživanja temeljena  na traganju za ostalim potencijalno mogućim 

modulatorima u nastanku bolesti: genetskoj predispoziciji, događajima u prenatalnom razdoblju 

i djetinjstvu, ponavljajućim respiratornim infekcijama, izloženosti onečišćenju zraka i dimu iz 

biomase (30) (31) (32). Pacijenti koji nisu pušači a obole od KOPB-a usporedno sa pušačima 

koji boluju od iste bolesti obično su mlađe životne dobi i imaju bolju funkciju pluća od 
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pacijenata koji razviju KOPB kao posljedicu pušenja (33). Učestalost bolesti varira među 

spolovima, regijama i socio-ekonomskom statusu (34). Nešto je veća prevalencija bolesti u 

muškaraca što se objašnjava prvenstveno pušačkim stažem i izloženošću štetnim inhalacijskim 

česticama (30). Ipak, u žena koje obole od KOPB-a, prati se brži tijek bolesti. Postoje 

geografske razlike prevalencije i incidencije, no još uvijek nedostaju velike studije koje bi 

mogle komparirati cijeli svijet obzirom da siromašne zemlje Afrike nisu dovoljno istražene 

(35). Oboljeli od KOPB-a uvelike su razlikuju u kliničkoj prezentaciji bolesti uključujući 

učestalost pogoršanja, razinu tjelesne izdržljivosti (zaduhe) i razvoj kaheksije.  

  Ranije shvaćana kao izolirana bolest, za KOPB se danas smatra da je dio 

multisistemskog procesa koji obilježava upalni odgovor pluća na  različite iritanse iz okoline, 

praćen infiltracijom upalnih stanica; neutrofila, makrofaga i limfocita, uz značajan doprinos 

izvanplućnih zbivanja koja doprinose težini bolesti (36) (37). Bolest karakterizira pojačana 

sekrecija sluzi, disfunkcija cilijarnog aparata, ograničenje protoka zraka u izdisaju uz 

hiperinflaciju i poremećenu izmjenu plinova što se klinički prezentira kroničnim kašljem s 

iskašljavanjem uz stupnjeviti razvoj zaduhe. Opstrukcija protoka zraka u izdahu  najvažniji je 

patofiziološki poremećaj koji se može objektivizirati.  

  Dijagnoza KOPB-a često je izazovna. Uz spirometriju kao zlatni standard, jednaku 

težinu u postavljanju dijagnoze nosi anamneza s naglaskom na  radnu izloženost i  pušački staž. 

U potpunom fenotipiziranju bolesti i objektiviziranju komorbiditeta koristimo još  biokemijske 

parametre iz periferne krvi i status respiratornih plinova, uvid u intratorakalni status 

sumacijskom snimkom torakalnih organa ili MSCT-om toraksa, elektrokardiogram te 

ehokardiografiju u bolesnika s povišenim NT-proBNP-om. MSCT kao dodatna slikovna 

metoda korisna je slikovna metoda za objektiviziranje i  kvantificiranje emfizema radi 

planiranja invazivne terapijske  intervencije u potvrđivanju ili isključivanju  bronhiektazija ili 

atipičnih infekcija u bolesnika sa značajnim iskašljavanjem, za otkrivanje intersticijske bolesti 

te u novije vrijeme niskodozni CT (eng. lowe-dose CT) za detekciju karcinoma pluća u KOPB 

bolesnika koji zadovoljavaju kriterije za uključivanje u Nacionalni program za rano otkrivanje 

raka pluća (38). Diferencijalno dijagnostički kod postavljanja dijagnoze potrebno je isključiti 

slijedeće bolesti: astmu, kronično zatajenje srca, bronhiektazije, tuberkulozu, obliterirajući 

bronhiolitis najčešće u transplantiranih (23). 

  Težina KOPB-a definirana je stupnjem opstrukcije dišnih putova objektivizirano 

spirometrijom te razredom izraženosti 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 ograničenja 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 liječenje 

uvažavaju osobitosti bolesnika te se tako i u preporukama za liječenje prihvaća koncept 

fenotipova u KOPB-u. Prihvaćanjem ovog koncepta liječenju se nastoji pristupiti individualno. 

Ranijih godina je prema GOLD preporukama klasifikacija KOPB-a bila je temeljena isključivo 

na nalazu spirometrije od najblažeg do najtežeg u stupnjeve težine GOLD 1, 2, 3, 4. Ubrzo se 

uvidjelo da na prognozu bolesti zapravo intenzivnije utječu simptomi i broj akutnih 

egzacerbacija te se pristupilo dodatnoj kategorizaciji bolesnika u 3 kategorije na temelju 

simptoma i broja akutnih egzacerbacija, ABE.  Za ovu klasifikaciju potrebno je poznavati težinu 

i učestalost simptoma (procijenjenih mMRC skalom (engl. modified Medical Research 

Council) (40) (41) ili CAT upitnikom (engl. COPD Assesment Test) te broj pogoršanja 

(egzecerbacija) u prethodnoj godini (42) (43) (44)  (Slika 4). 

 

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

Dostupni terapijski izazovi u bolesnika s KOPB-om uz farmakološke i nefarmakološke 

intervencije u većine bolesnika ipak ne uspijevaju omogućiti trajno stabilno stanje bez 

egzacerbacija, obzirom da i uz prestanak pušenja bolest ima tendenciju napredovanja. Cilj 

medikamentozne terapije je poboljšati protok zraka promjenom tonusa glatkih mišića 

(bronhodilatatori) i suzbiti upalu (kortikosteroidi i roflumilast). Bronhodilatatori čine temeljnu 
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terapiju a molekule se isporučuju putem inhalera u obliku aerosola (MDI, engl. Metered Dose 

Inhaler) ili praha (DPI, engl. Dry Powder Inhaler) kratkog ili dugoga djelovanja kao; 

kratkodjelujući β2-agonisti (SABA, engl. Short-Acting Beta Agonist), dugodjelujući β2-

agonisti (LABA, engl. Long-Acting Beta Agonist), kratkodjelujući muskarinski antagonisti 

(SAMA, engl. Short-Acting Muscarinic Antagonist) i dugodjelujući muskarinski antagonisti 

(LAMA, engl. Long-Acting Muscarinic Antagonist). Kada se kombiniraju LAMA i LABA, 

njihovi komplementarni mehanizmi djelotvorniji su u poboljšanju plućne funkcije i smanjenju 

simptoma bolesti usporedno sa odgovarajućim monoterapijama (45).  Razina eozinofila u 

perifernoj krvi koristi se kao biomarker za predviđanje učinkovitosti inhalacijskih 

kortikosteroida.  Dodatak inhalacijskih kortikosteroida (ICS) u fiksnoj trojnoj kombinaciji 

(LABA/LAMA/ICS) pokazao se da značajno smanjuje stope umjerenih ili teških egzacerbacija, 

poboljšava plućnu funkciju i smanjuje simptome bolesti (46) (47)(48)(49). Trojna terapija 

jedina je farmakološka mjera koja smanjuje mortalitet . Roflumilast kao dodatak protuupalnoj 

terapiji također je indiciran u stadiju bolesti sa umjerenim do teškim stupnjem opstrukcije, 

fenotipa kroničnog bronhitisa sa učestalim egzacerbacijama, kao i imunomodulatorna terapija 

azitromicinom u bivših pušača.   U bolesnika sa hipoksemijom u uznapredovalom stadiju bolesti 

sa reperkusijom na desno srce, u smanjenju simptoma zaduhe indicirana je oksigenoterapija ili 

terapija neinvazivnom ventilacijom (NIV). Nefarmakološko liječenje KOPB-a temelji se na 

prestanku pušenja, plućnoj rehabilitaciji i umjerenoj tjelesnoj aktivnosti, cijepljenju, nutritivnoj 

potpori te kirurškim intrevencijama. Postojeća terapija u liječenju KOPB-a još uvijek nije 

ciljana, usmjerena je ka lokalnom djelovanju na epitel bronha s ciljem suprimiranja upale. Cilj 

je kontrola postojeće upale dišnih putova kroz smanjenje broja upalnih stanica i solubilnih 

medijatora ili blokiranjem njihovih učinaka. Lokalni imunološki učinci kortikosteroida u 

dišnim putovima uključuju protuupalno aktiviranje i isključivanje ekspresije gena koji utječu 

na sintezu upalnih i proupalnih citokina/kemokina, receptora, enzima i adhezijskih molekula i 

rezultiraju smanjenim preživljenjem i angažiranjem upalnih stanica. Inhalacijski kortikosteroidi 

su kao preporuka za teže oblike bolesti uz češće egzacerbacije za sada  limitirani brojem 

eozinofila u perifernoj krvi obzirom da istraživanja pokazuju nedovoljnu učinkovitost u blažim 

oblicima bolesti bez periferne eozinofilije (50). Uspoređujući razvoj medikamentoznog 

pristupa, može se reći da su bolesnici koji boluju od druge najučestalije opstruktivne bolesti 

pluća – astme, u boljem položaju obzirom na dostupnost terapije. Danas gotovo sa sigurnošću 

bolesnicima s teškim oblikom astme možemo učinkovito pomoći primjenom biološke terapije 

usmjerene na ključne upalne medijatore. Najčešći ciljevi su imunoglobulin E (IgE), interleukin-

5 (IL-5), interleukin-4 (IL-4), interleukin-13 (IL-13), timusni stromalni limfopoetin (engl. 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

10 
 

thymic stromal lymphopoietin – TSLP). Biološki lijekovi koji ciljaju ove molekule značajno su 

unaprijedili liječenje teške eozinofilne i alergijske astme. Osim toga, u tijeku su istraživanja o 

učinkovitosti novih terapija usmjerenih na interleukin-17 (IL-17), interleukin-33 (IL-33) i 

drugih, koji su također važni čimbenici u patofiziologiji astme. Prethodne studije sa 

mepolizumabom i benralizumabom u KOPB-u nisu dale uvjerljive  rezultate u liječenju KOPB-

a (51) (52). Napredak u istraživanjima medikamentoznog liječenja KOPB-a doveo je do 

odobrenja dupilumaba kao prve biološke terapije za ovu bolest. Ovaj lijek predstavlja značajan 

iskorak u liječenju KOPB-a s eozinofilnim fenotipom, otvarajući novo poglavlje u 

personaliziranoj terapiji ove heterogene bolesti (53) (23). Liječenje KOPB-a biološkom 

terapijom zasigurno će otvoriti nove poglede u medikamentoznom pristupu ovoj bolesti. 

Najdramatičniji događaj u životu bolesnika s KOPB-om predstavlja akutna 

egzacerbacija. Egzacerbacija ili pogoršanje bolesti jest akutno nastali prekid stabilnog stanja 

bolesti neovisno o uobičajenim dnevnim varijacijama. Poziv su za potrebnom dodatne 

medikamentozne intervencije a u teškim pogoršanjima potrebno je bolničko zbrinjavanje (54). 

U bolesnika s učestalim egzacerbacijama uočen je brži pad plućne funkcije (55) a svako 

slijedeće pogoršanje zbog sistemske upale osim plućnih komplikacija dovodi do povećanog 

rizika od tromboembolijskog, kardiovaskularnog i cerebrovaskularnog incidenta ili smrtnosti 

(56) (57). Iz dosadašnjih istraživanja, poznato je da tijekom akutnih egzacerbacija KOPB-a 

dolazi do porasta sistemske upale kao i upale plućnog parenhima mjerene upalnim markerima 

(58) (59). Unatoč svim dostupnim lijekovima i intervencijama  KOPB je i dalje bolest koja se 

teško dijagnosticira i liječi. Veliki udio otpada na skupinu prekasno dijagnosticiranih bolesnika 

kod kojih je plućna funkcija značajno nepovratno izgubljena. Prema dostupnim podacima 

gotovo svaki peti bolesnik koji boluje od KOPB-a umire u roku od jedne godine od prvog teškog 

pogoršanja koje je zahtijevalo hospitalizaciju (60), dok polovica umire u roku od 3,6 godina od 

prvog teškog pogoršanja (61). 

 KOPB se rijetko javlja kao samostalna bolest. Uglavnom je udružen s barem jednim, 

dok 50% osoba koji boluju od KOPB-a ima više od četiri komorbiditeta (62). Komorbiditeti 

imaju značajan utjecaj na tijek i ukupno preživljenje. Studija Ställberga u oboljelih od KOPB-

a pokazala je da se tijekom praćenja u razdoblju od 8 godina učestalost komorbiditeta u postotku 

značajno povećala usporedno s objektiviziranim udjelom na početku uključivanja u studiju 

(63). Izdvojeni su slijedeći komorbiditeti; arterijska hipertenzija, kardiovaskularne bolesti, 

astma, GERB, depresija, šećerna bolest, osteoporoza, rak pluća. Kardiovaskularni komorbiditet 
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prednjačio je postotkom u intervalu praćenja, stoga autori navode važnost ranog prepoznavanja 

i liječenja komorbiditeta izborom adekvatne terapije.  

 

1.3 Upala u patogenezi KOPB-a          

KOPB je česta bolest u čijoj je podlozi trajna upala nastala aktivacijom urođenog i 

stečenog imunološkog odgovora precipitirano egzogenim inhalacijskim štetnim čimbenicima, 

ponajviše udisanjem cigaretnog dima (64). Ulažu se veliki napori znanstvenika u istraživanje 

patofiziologije  KOPB-a koja još uvije nije potpuno jasna. Iako se zadnjih godina vidi pomak u 

definiranju potencijalnih proupalnih mehanizama dodatna istraživanja svakako su dobro došla. 

Gomilanjem saznanja o patogenezi KOPB-a promijenilo se prvotno shvaćanje  o naizgled 

jednostavnoj bolesti uzrokovanoj udisanjem duhanskog dima ili iritanasa čija se težina 

procjenjivala stupnjevanjem opstrukcije u dišnim putovima. Uskoro je bilo zamijećeno da 

bolesnike koji boluju od KOPB-a karakterizira značajna heterogenost u kliničkoj prezentaciji, 

terapijskom odgovoru, padu plućne funkcije, učestalosti egzacerbacija kao i u preživljenju  (65). 

Pokazalo se da FEV1 ne korelira sa kliničkim pokazateljima, ponajprije zbog razlika u upalnom 

odgovoru i stupnju oštećenja u plućnom parenhimu i dišnim putovima, a to u konačnici rezultira 

razlikama u kliničkoj slici, odgovoru na liječenje te brzini progresije bolesti (66). Temeljem 

ovih saznanja u nastavku su se definirali fenotipovi KOPB-a. U novije vrijeme veliki se napori 

ulažu u traganje za molekularnim komponentama uključenim u patogenezu bolesti, kako na 

razini biokemijskog istraživanja tako i uz pomoć genetike a sve s ciljem da bi se definirali 

potencijalni geni odgovorni za nastanak KOPB-a.  

Dosadašnja istraživanja upućuju na ključnu ulogu upale u etiopatogenezi KOPB-a (67). 

Smatra se da udisanje štetnih čestica i plinova pokreće lokaliziranu upalu u dišnim putovima 

koja zbog nekontroliranog upalnog odgovora dobiva kronični tijek. Obzirom da se u bolesnika 

s KOPB-om mogu mjeriti povišene vrijednosti upalnih stanica i proupalnih citokina u perifernoj 

krvi i tijekom stabilne bolesti razmišljanja 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 pluća u sistemsku cirkulaciju, a druga obrnuti 

mehanizam gdje se smatra da je sistemska upala ona komponenta KOPB-a koja uzrokuje 

poremećaje u plućima. Mehanizam takvoga odgovora još uvijek nije sasvim jasan, ali  

pretpostavlja se da je genetski uvjetovan. Promatrajući pridružene bolesti tj. komorbiditete, 

KOPB nerijetko koegzistira s bolestima u čijoj je patogenezi upala. Najčešće su to 
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kardiovaskularne bolesti koje su ujedno važan prediktor morbiditeta i mortaliteta u bolesnika 

koji boluju od KOPB-a (68).  

Upala je obilježena aktivacijom urođenog i stečenog imunosnog odgovora te 

infiltracijom upalnih stanica i proupalnih citokina u dišne puteve i plućni parenhim (69) (70). 

Stanice urođenog imunološkog sustava predstavljaju najraniju obranu domaćina i čine ih 

neutrofili, bazofili, eozinofili, dendritičke stanice, makrofagi, mastociti i prirodne stanice 

ubojice (tzv. NK, engl. Natural Killer Cells) (71). Ispravna kaskada aktivacije urođenog 

imunološkog sustava predstavlja dobro posložen radni milje čija je osnovna uloga očuvati 

domaćina (72).  

Neutrofili su najbrojniji, a upalu pojačavaju oslobađanjem citokina. Citokini se smatraju 

bitnim biljezima upale u bolesnika s KOPB-om mjereno iz uzoraka direktno iz dišnog ustava 

ili iz periferne krvi (73) (74). Povišene koncentracije interleukina-1 alfa (engl. Inteleukin-1 

alpha, IL-1α), interleukina-1 beta (engl. interleukin-1 beta, IL-1β), interleukina-6 (engl. 

interleukin-6, IL-6), interleukina-8 (engl. interleukin-8, IL-8) i faktor nekroze tumora alfa (engl. 

Tumor Necrosis Factor-alpha, TNF-α) zabilježene su u bolesnika s KOPB-om usporedno sa 

kontrolnom skupinom zdravih ispitanika  (75) (76).  IL-1 uglavnom proizvodi epitel dišnih 

putova i makrofagi a oslobađa se zajedno s IL-6, IL-8 i TNF-α. Uzrokuje neutrofiliju, aktivaciju 

makrofaga i aktivaciju T limfocita (77). I pro-IL-1α i njegov zreli oblik IL-1α su biološki aktivni 

(78). Nasuprot tome, pro-IL-1β se mora cijepati da bi bio biološki aktivan (79). IL-6 je 

proupalni citokin koji sintetiziraju stanice  epitela dišnih putova, makrofagi i druge stanice na 

mjestu upale kao odgovor na stresne podražaje iz okoliša kao što je pušenje, a sudjeluje u 

aktivaciji, proliferaciji i diferencijaciji T limfocita (80) (81) (82). Smatra se da IL-6 snažno 

potiče sintezu CRP-a u jetri, a povišene koncentracije IL-6 u KOPB-u povezane su s povišenim 

koncentracijama CRP-a (Kolsum et al., 2009). IL-8 je multifunkcionalni kemokin uključen u 

upalne procese, uključujući infiltraciju neutrofila i kemotaksiju (81) (83). Izlučuje se iz 

makrofaga, T stanica, epitela dišnih putova i neutrofila (84). TNFα proizvode T stanice, 

mastociti i stanice epitela dišnih putova. Njegove glavne funkcije su kontrola stanične migracije 

i stimulacija lučenja drugih citokina (80). Makrofagi uklanjaju stare stanice i prezentiraju  

antigene T limfocitima kao stanicama stečenog imunološkog sustava (72). Limfociti T glave su 

stanice stečenog imunološkog sustava a osim što identificiraju specifične antigene na ciljanoj 

stanici i djeluju citotoksično, pomagački pokušavaju utjecati na diferencijaciju B stanica te 

mobiliziraju i aktiviraju druge stanice imunološkog sustava (85).  
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Zajedničko djelovanje ovih komponentni imunološkog sustava ima za cilj obraniti 

domaćina. Budući da je u bolesnika koji boluju od KOPB-a aktivator upale uglavnom  trajno 

prisutan događaju se nepovratne promjene dišnih putova.  Patomorfološke promjene kao   edem 

sluznice, hipersekrecija sluzi, bronhokonstrikcija i fibroza u konačnici dovode do nepovratnih 

morfoloških promjena koje zovemo remodeliranje dišnih putova. Udruženim snagama 

proupalne stanice i proupalni citokini različitim interakcijama i patofiziološkim mehanizmima 

od kojih je dobro objašnjen oksidativni metabolizam utječu na tijek bolesti (86).  Sistemska 

upala zajedno sa aktivacijom upalnih stanica i porastom proinflamatornih citokina mogla bi biti 

vodeći uzrok endotelne disfunkcije u KOPB-u i na taj način pridonosi razvoju 

kardiovaskularnih bolesti u bolesnika koji boluju od KOPB-a (87). Istraživanja pokazuju 

povećanu količinu upalnih stanica u različitim dijelovima pluća, kao i neutrofila u sputumu i 

bronhoalveolarnom lavatu tijekom stabilne bolesti i egzacerbacije (88)(89). Abnormalni upalni 

odgovor središnji je događaj u patofiziologiji KOPB-a.  Bilježi se heterogena upalna infiltracija 

temeljem analize sputuma koja može biti; pretežno neutrofilna, pretežno eozinofilna i pauci 

upalna infiltracija. Smjernice za liječenje sugeriraju da podskupine bolesnika s visokim brojem 

cirkulirajućih eozinofila bolje reagiraju na inhalacijske kortikosteroide, studija koja je 

kombinirala podatke iz 11 kliničkih studija ipak navodi da eozinofili iz krvi nisu pouzdan 

marker za predviđanje budućih egzacerbacija (90). U iskašljaju, biopsijama iz stijenke dišnih 

putova i parenhima pluća u bolesnika koji boluju od KOPB-a povišene su vrijednosti neutrofila 

i makrofaga. Također, u perifernoj krvi bolesnika koji boluju od KOPB-a  su povišene 

vrijednosti parametara sistemske upale: neutrofila, CRP-a, fibrinogena (91) (92) (87). 

Aktivacija neutrofila i makrofaga dodatno oslobađa proteinaze (neutrofili luče neutrofilne 

elastaze, a makrofagi matriks metaloproteinaze) koje nadmašuju aktivnost antiproteaza što 

dovodi do razgradnje elastina i drugih elemenata potpornog tkiva pluća (93). Vrijednosti ovih 

parametara često koreliraju s težinom bolesti a osim što su im vrijednosti u korelaciji s akutnim 

pogoršanjima bolesti (egzacerbacijama) često su i pokazatelj utjecaja pridruženih 

komorbiditeta. Iako bi se znanje o važnosti eozinofila moglo pokazati korisnim, većina 

egzacerbacija ipak je posredovana neutrofilnom upalom (94). Stupanj neutrofilne upale korelira 

s važnim kliničkim ishodima kao što su stopa pada plućne funkcije i događaji egzacerbacije 

(95). U akutnoj egzacerbaciji uz CRP povećava se i razina fibrinogena čime se povećava rizik 

od tromboembolije (96). Kronična sistemska upala u bolesnika s KOPB-om čini se da je 

začarani krug (76) (97) (98). 

 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

14 
 

1.4 ACE2 i KOPB 

Obzirom na činjenicu da poremećena regulacija aktivacije upale ima značajnu ulogu u 

nastanku i razvoju KOPB-a, a patogeneza je još uvijek nedovoljno razjašnjena,  nameće  se 

ideja o ulozi signalnog puta RAAS i proteina ACE2 u nastanku bolesti.  Postoji dokaz 

uključenosti RAAS-a u patogenezu brojnih kroničnih upalnih procesa koji su ujedno 

komorbiditeti u KOPB-u. ACE2 kao dio RAAS kaskade postavio se kao komponenta uključena 

u patogenezu ovih sistemskih upalnih procesa, ponajprije KOPB-a. RAAS u plućima doprinosi 

normalnoj plućnoj funkciji i razvoju (99) (100), dok abnormalne vrijednosti pojedinih 

komponenti toga sustava mogu dovesti do poremećaja.   

KOPB je bolest koja primarno zahvaća pluća, a karakterizirana je ne samo lokalnom, 

već i sistemskom upalom koja je odgovorna za pridružene ekstrapulmonalne i kardiovaskularne 

komorbiditete. Slabo regulirani RAAS povezuje se s nastankom kroničnih plućnih bolesti a 

autori navode da bi se djelovanjem na RAAS moglo terapijski utjecati na tijek ovih bolesti  

(100) (101). U skladu s time, lijekovi koji ciljaju na RAAS, inhibitori angiotenzin 

konventirajućeg enzima (engl. Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitors, ACEi) i antagonisti 

angiotenzinskih II receptora, (engl. Angiotensin II Receptor blockers, ARBs), imaju povoljan 

učinak i na ishod bolesti u bolesnika koji boluju od KOPB-a (102) (103) (104) (105) (106).   

Pluća su mjesto ispreplitanja aktivnosti lokalnog (tkivnog) i sistemskog RAAS-a. 

Lokalni RAAS djeluje autonomno čime neovisno regulira patofiziološke procese zasebno za 

svaki organ pa tako i pluća (107). Bolesnici s KOPB-om često pokazuju poremećaje u sustavu 

RAAS, a hipoksija se smatra glavnim razlogom toga (108). Aktivacija lokalnog RAAS-a kao 

odgovor na alveolarnu hipoksiju djeluje stimulirajući na proupalne čimbenike u plućima, IL-6, 

TNF-α, citokin monocitni kemotaktični protein-1, (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-

1, MCP-1). Oni imaju imunomodulatorni učinak na T-limfocite čime pridonose ozljedi u tkivu 

pluća udruženoj s KOPB-om (109).  

Najproučavaniji katalitički spoj RAAS u plućima je ACE, metaloproteinaza za koju se 

odavno zna da joj je koncentracija u plućima prilično visoka, obzirom da se stvara u plućnom 

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

Ang II u plućima potiče bronhokonstrikciju, vazokonstrikciju, proliferaciju fibroblasta, 

ekspresiju proupalnih citokina i staničnu apoptozu, te na sve ove načine indirektno utječe na 

tkivnu ozljedu. Čini se da je Ang II ključni posrednik ozljede pluća i pokretač apoptoze 

alveolarnih epitelnih stanica, te putem receptora AT1, koji su vrlo zastupljeni unutar tkiva 
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pluća, kontrolira i rast plućnih fibroblasta. Vezanjem Ang II na njegov receptor AT1R aktivira 

se kaskada sa čimbenicima rasta koji potiču proliferaciju stanicu u hipoksičnom miljeu što 

rezultira anaerobnim metabolizmom sa oksidativnim stresom i oslobađanjem slobodnih 

radikala kisika. Proizvodnja slobodnih radikala kisika posredovano putem AT1R, u konačnici 

uzrokuje mitohondrijsku disfunkciju i disfunkciju endotela što predstavlja sastavni dio 

patofiziologije KOPB-a (110) (111). Slobodni radikali kisika sudjeluju i u oštećuju molekule 

DNK što u konačnici, u jednog dijela bolesnika s KOPB-om, dovodi i do pokretanja malignog 

procesa što ide u prilog do sada potvrđenoj koegzistenciji KOPB-a i karcinoma pluća (112) 

(113) (114) (115). Aktivacijom Ang II  povećava se oslobađanje proupalnih citokina i tako 

posredno potiče sistemsku upalu. Pokazalo se da MCP-1 ekstrahiran iz alveolarnih makrofaga, 

kao odgovor na akutnu alveolarnu hipoksiju, aktivira mastocite izazivajući tako sistemsku 

upalu (116). Zna se i da razvoju KOPB-a doprinose angiotenzinom II posredovano gomilanje 

reaktivnih kisikovih spojeva, (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), mitohondrijska 

disfunkcija i poremećena redoks signalizacija. Vezanjem Ang II na AT1R osim što će se 

pokrenuti upalna kaskada i aktivirati signalni put nuklearni faktor kappa B, (engl. Nuclear 

Factor Kappa B, NF-Kb), signalni put STATs  (engl. Signal Transducer and Activator of 

Transcription, STATs) i signalni put MAPK, (engl. Mitogen-Activated Protein Kinase, MAPK) 

stimulira se proizvodnja slobodnih kisikovih spojeva tj. ROS-a inducirajući staničnu smrt – 

apoptozu (117). 

  Nizvodna komponenta u kaskadi, ACE2,  je enzim koji je osnovna komponenta druge 

važne osovine RAAS-a, a neutralizira štetne učinke Ang II tako što uravnotežuje njegove razine 

i ima fiziološki suprotan učinak. Oba su enzima značajno zastupljena u plućima, kao i njihovi 

receptori (118). Eksperimentalni modeli sugeriraju da plućni ACE2 štiti od promjena nastalih 

u sklopu KOPB-a (119).  Xue i suradnici su na eksperimentalnim modelima štakora koji boluju 

od KOPB-a proučavali učinak ekspresije ACE2 na upalni odgovor i funkciju pluća. Pokazali 

su da je veća ekspresija ACE2 u epitelnim stanicama dišnih putova povezana sa značajnim 

poboljšanjem plućne funkcije i smanjenom razinom proupalnih citokina, poput TNFα, IL-8, IL-

2 i IL-1β. Ovim istraživanjem došlo se i do saznanja da je ekspresija glasničke mRNA (engl. 

messenger Ribonucleic Acid, mRNA) za angiotenzin-konvertirajući enzim 2 (ACE2) značajno 

smanjena u plućima štakora koji boluju od KOPB-a u usporedbi s ekspresijom u štakora divljeg 

tipa (119). Sve ovo ukazuje da bi potisnuta regulacija ACE2  i neravnoteža ACE/ACE2 mogla 

imati ulogu u patogenezi i progresiji KOPB-a, no potrebni su dodatni napori istraživača kako 

bi se ovo razjasnilo. U konačnici, ACE2 štiti pluća od ozljede. Smatra se da bi ACE2 mogao 
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biti ključni oponent klasičnom RAAS-u obzirom da metabolizira Ang II u mnogo povoljniji 

Ang 1-7.  U KOPB-u prisutna neravnoteža vazoaktivnih komponenti sustava RAAS, a 

terapijsko pomicanje ravnoteže prema ACE2 daje dobre učinke na ishode liječenja (100) (120). 

Renin-angiotenzin-aldosteronski sustav (RAAS), ovisno o fiziološkim uvjetima, može 

biti aktiviran ili reguliran putem dvaju funkcionalno suprotnih mehanizama. Klasični put, koji 

uključuje ACE/angiotenzin II/AT1R osovinu, povezan je s vazokonstrikcijom, staničnom 

proliferacijom, hipertrofijom organa, retencijom natrija i stimulacijom oslobađanja aldosterona. 

S druge strane, proturegulacijski i vazodilatacijski mehanizam temelji se na ACE2/angiotenzin-

(1–7)/Mas receptorom putu. Ova osovina ima ključnu ulogu u poticanju vazodilatacije, 

inhibiciji stanične proliferacije i hipertrofije, te pokazuje izražene kardioprotektivne i 

nefroprotektivne učinke. Sukladno tome, posljedice aktivacije ACE/AngII/AT1R signalnog 

puta mogle bi se smanjiti djelovanjem antagonističkog ACE2/Ang1-7/MasR puta (121). 

Favorizira se signalni put ACE2/Ang(1-7)/Mas čija je ACE2 glavna komponenta. ACE2 se 

putem ovog signalnog puta nameće kao glavni oponent sustava RAAS jer poništava proupalni, 

vazokonstriktorni, i profibrotički učinak aktivacije RAAS-a (122). Zbog sposobnosti RAAS da 

posreduje u regulaciji intrapulmonalnog tlaka, upali, fibrozi kao i njegove ključne uloge u 

proliferaciji plućnih stanica i apoptozi, neodgovarajuća funkcija RAAS povezuje se uvelike s 

patologijom pluća (100). Kronična izloženost duhanskom dimu i drugim štetnim tvarima glavni 

je čimbenik za razvoj KOPB-a.  Predložen je mehanizam kojim bi RAAS mogao biti uključen 

u ovaj proces djelovanjem putem nikotina iz duhanskog dima. Nikotin indirektno sudjeluje u 

oslobađanju renina iz bubrega, gomilanju i angiotenzina II s vazokonstriktornim i proupalnim 

učinkom (123). Aloufi je u svom istraživanju 2021. godine, ukazao da kronična izloženost 

duhanskom dimu povećava ekspresiju proteina ACE2 u plućima (124).  Iako još nema čvrstih 

dokaza koji potvrđuju ulogu ACE2/Ang1-7/Mas u patogenezi KOPB-a, zna se ipak da 

aktivacija ovoga puta ima protuupalne i antifibrotičke učinke u različitim tkivima. Potrebna su 

daljnja istraživanja kako bi se dodatno ispitao ranije predložen mehanizam kojim bi se putem 

aktivacije signalnog puta ACE2/Ang1-7/Mas potisnula proupalna osovina ACE/AngII/AT1R i 

time moglo utjecati na poremećaj ravnoteže signalizacije RAAS-a koji u konačnici dovodi do 

nastanka kronične upale u plućima (125). 

1.5 Polimorfizmi u genima za ACE2 

  Jedan od potencijalnih pristupa ispitivanja mehanističke uloge ACE2 u nastanku i 

razvoju KOPB-a je ispitivanje genske podloge kroz asocijacijske studije uporabom različitih 

polimorfnih biljega. Asocijacijske studije primjenjuju se u istraživanju genske podloge  bolesti 
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u smislu određivanja potencijalne predodređenosti za razvoj bolesti. Povezanost specifičnih  

polimorfizama nekih gena s nastankom i razvojem KOPB-a već je duže vrijeme poznata (126). 

Prisutnost polimorfnih varijanti specifičnih gena u nekoj populaciji, osim što omogućava 

utvrđivanje genetičke povezanosti, može utjecati i na ekspresiju gena od značaja i tako 

potencijalno utjecati na odgovor pluća u borbi protiv čimbenika koji omogućavaju nastanak tih 

bolesti. Za jedan od polimorfizama koji je predmet našeg istraživanja, ACE2 rs2285666 zna se 

da potencijalno može utjecati na ekspresiju gena putem alternativnih mehanizama spajanja 

(127) (128). Ljudski genom sastoji se od 23 para kromosoma, približno dvije kopije od ukupno 

tri milijarde parova baza. Razlike između dvije jedinke su uglavnom malene, obično jedna 

razlika na 1000 parova baza. Najveći broj ovih razlika, tj polimorfizama, javlja se kao 

polimorfizam u jednom nukleotidu odnosno promjena samo jedne baze, tzv. SNP (engl. Single 

Nucleotide Polymorphism). Ovaj tip genskih varijacija  često su povezani s mnogim patološkim 

stanjima (129). 

  Pojam polimorfizmi jednog nukleotida (SNP) podrazumijeva promjenu pojedinačne 

nukleotidne baze u drugu na specifičnoj lokaciji što za posljedicu ima promjenu slijeda 

nukleotida u samom genu (molekuli DNA) (130). Budući da je ljudski genom diploidan jer 

nasljeđujemo kromosome oba roditelja, u odabranom SNP-u moguće su heterozigotne ili 

homozigotne alelne kombinacije (131).  Obzirom da su najčešći oblik genetskih varijacije u 

genomu, ove točkaste mutacije mogu imati različite funkcionalne posljedice ovisno o njihovoj 

učestalosti i poziciji u genomu.  SNP-ovi se na temelju njihove uočene učestalosti u općoj 

populaciji dijele na  učestale varijante (koje se pojavljuju u populaciji s frekvencijom većom od 

1%) i manje učestale varijante (koje su rjeđe, ali mogu imati bitan utjecaj) (132). Funkcionalni 

SNP-ovi odgovorni su za razlike u fenotipu i promjene u strukturi i funkciji proteina čime mogu 

utjecati i na biološke procese (133). U ljudskom genotipu ovakvih je funkcionalnih točkastih 

mutacija od 3-5 % (134). Razumijevanje SNP-ova ključno je za istraživanje genetske 

predispozicije, faramakogenetiku i populacijsku genetiku obzirom da mogu djelovati na tijek i 

ishod aktivacije različitih signalnih putova u organizmu, te samim tim i na pojedinačne razlike 

u imunološkom odgovorima jedinki.  

Osim kodirajućih regija odgovornih za nastanak proteina, pa tako i molekule ACE2, 

veliki dio gena ACE2 čine nekodirajući slijedovi. Tragajući za genetskim faktorima 

uključenima u patofiziologiju nekih bolesti već 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 pušača oboli od 
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KOPB-a, a razlog tome još uvijek nije dovoljno jasan. Pretpostavlja se da je u podlozi ovog 

fenomena genetska predispozicija za razvoj bolesti, no još uvijek ne postoje čvrsti dokazi o 

mehanizmu povezanosti nastanka KOPB-a, izloženosti duhanskom dimu i genetičkoj 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 objašnjen mehanizam monogenske uloge u patofiziologiji KOPB-a (139). 

Nedostatak antitripsina α1 zabilježen je u 1-2% bijele populacije bolesnika s KOPB-om (140) 

Teški emfizem određen nasljeđem poznat je u Ehlers Danlosovom sindromu i telomeropatijama 

(141) (142) a jedna od najvećih studija koja je uključivala preko 50000 parova blizanaca 

ukazala je nasljednost KOPB-a procijenjenu na preko 50% (143). Do danas je poznato još 

nekoliko gena koji bi se mogli povezati sa sklonošću 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 kroničnih pušača za razvoj KOPB-a poremećenim  odgovorom na 

učinke upale i reguliranjem tumor-supresorskih gena (146) (147) (148). Polimorfizmi u genu 

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

povezani s razvojem emfizema i KOPB-a.  Gen MMP-12 kodira protein zvan i makrofagna 

elastaza, koji kao enzim razgrađuje elastin i druge komponente izvanstaničnog matriksa te igra 

ključnu ulogu u remodeliranju tkiva i upalnim procesima (149) (150). Polimorfizmi u genu za 

hedgehog interakcijski protein (engl. Hedgehog-Interacting Protein, HHIP) koji kodira protein 

inhibitor Hedgehog signalnog puta, ključnog za razvoj i regeneraciju tkiva uključujući plućno 

tkivo, povezani su sa smanjenom plućnom funkcijom i egzacerbacijama (151) (152). Ekspresija 

gena za podjedinicu nikotinskog acetilkolinskog receptora (engl. Cholinergic receptor nicotinic 

alpha 3/5, CHRNA3/5) povezana je s težinom bronhoopstrukcije i emfizema (151) (153). 

Polimorfizmi u genu za glutation S-transferazu (engl. glutathione S-transferaze, GST) koji 

predstavlja enzim čija je ključna 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 možemo reći da je danas poznato preko 20 lokusa povezanih 

s KOPB-om, a brojne studije još su u tijeku (156). Iako niti jedan od utvrđenih gena nema veliki 
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individualni učinak, njihova međusobna interakcija unutar složene genetske mreže može 

značajno doprinijeti razvoju bolesti.   

O polimorfizmima ACE2 u bolesnika s KOPB –om malo se zna. Povećana je ekspresija 

ACE2 u plućima bolesnika s KOPB-om, kao i u pušača. Povezanost specifičnih polimorfizama 

ACE2 i rizika za razvoj KOPB-a još nije u potpunosti razjašnjena. Polimorfizmi u ACE2  mogu 

utjecati na njegovu ekspresiju i funkciju, što u konačnici može modulirati upalni odgovor i 

remodeliranje u plućnom parenhimu što predstavlja osnovne patofiziološke događaje u 

nastanku KOPB-a. Dosadašnja istraživanja sugeriraju da ACE2 može imati zaštitni učinak 

protiv oštećenja plućnog parenhima proupalnim mehanizmima, no genetski faktori koji ovo 

reguliraju za sada još nisu poznati. Za polimorfizam rs2285666 veže se uloga u regulaciji  

ekspresije ACE2 u plućima tijekom COVID 19 infekcije te u bolesnika s hipertenzijom, no 

nedostaje studija koje bi opisale njegovu ulogu u patogenezi KOPB-a.   Većina sada dostupnih 

studija bazira se pretežno na ulozi ACE2 u oboljelih od COVID 19. Obzirom na različite ishode 

u liječenju virusne upale pluća, uloga proteina ACE2 razmatrana je u kontekstu receptora, ali i 

kao komponente RAAS sustava u sklopu koje bi utjecao na sistemski upalni odgovor. 

Pretpostavlja se da vezanje virusa SARS-CoV-2 na ACE2 receptor vodi ka manjku aktivnog 

ACE2, što utječe na poremećaj regulacije tkivnog RAAS-a a što u konačnici dovodi do upale i 

trajnog oštećenja tkiva kao posljedica viška angiotenzina II. Kako je neregulirani lokalni RAAS 

povezan s produljenim oslobađanjem katalitički aktivnog mjesta ACE2 u cirkulaciji, moguće 

je da se na taj način može objasniti produljenu COVID 19 bolest (157). Ozljeda pluća u COVID 

19 bolesti i mehanizam ovog patofiziološkog procesa pojašnjen je u radu Gintonia i sur.      

Vezanjem SARS-CoV-2 virusa za aktivno mjesto na proteinu ACE2 započinje upala kaskada 

uz snižene vrijednosti ACE2 i povišene vrijednosti Ang II (158). Povišene vrijednosti Ang II 

stimuliraju otpuštanje upalnih citokina što vodi ka lokalnoj upali (159). Vazodilatacija plućne 

vaskulature utječe na otpuštanje ACE u intersticijski prostor što kaskadnom aktivacijom Ang 

II potiče infiltraciju i aktivaciju leukocita (160). Posljedična pojačana stimulacija signalnog 

puta AngII/ATR1 uz proizvodnju ROS-a u konačnici uzrokuje sustavnu upalu s gomilanjem 

proupalnih čimbenika; TNF-alpha, interleukina-6 i CRP-a (161) (162). Uočeno je da brojni 

pojedinačni polimorfizmi u genu za ACE2 mogu imati utjecaj na infektivnost domaćina te 

ukupno preživljenje od COVID 19 bolesti (163). Neki polimorfizmi unutar ACE gena pokazuju 

različit učinak u aktiviranju neutrofila, monocita/makrofaga, NK stanica i pomoćničkih 

limfocita T čime aktivno sudjeluju u pojačavanju ili smanjivanju upalnog odgovora tzv. 

citokinske oluje (159) kao i kataliziranje pretvorbe Ang II u Ang 1-7  čime se direktno utječe 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. Komparirajući skupinu 

zaraženih COVID 19 infekcijom sa i bez afekcije pluća a promatrajući polimorfizme unutar 

gena ACE2 (SNP G8790A tj. rs2285666) objavili su rezultate u kojima navode kako se ovaj 

polimorfizam pokazao kao prediktor za veću učestalost afekcije pluća u zaraženih COVID 19 

infekcijom (165). Rezultati znanstvenih istraživanja pokazali su da ispitanici koji imaju KOPB, 

kao komorbiditet, ne pokazuju povećani rizik od infekcije SARS-CoV-2 virusom, niti KOPB 

povećava rizik za razvoj dugotrajnih posljedica COVID -19 bolesti (166) (167). Ipak, pokazalo 

se da osobe oboljele od KOPB-a imaju blago povećan rizik za moguću hospitalizaciju pri zarazi 

SARS-CoV-2, te nešto veći rizik za prijam u jedinice intenzivnog liječenja i povećani mortalitet 

(168).  

Dosadašnja istraživanja u KOPB bolesnika ispitivala su ulogu polimorfizama na razini 

gena ACE, a rezultati studija su oprečni. Nekoliko studija povezuje utjecaj polimorfizama gena 

ACE s rizikom za nastanak KOPB-a u pušača (169)(170) (171), drugi navode epigenetske 

faktore (različita ciljana  populacija) diljem svijeta kao prediktor za nastanak KOPB-a na razini 

polimorfizma ACE (172), a neki potpuno osporavaju utjecaj polimorfizama unutar gena ACE 

na rizik za nastanak KOPB-a (172) (173). Kada uključimo arterijsku hipertenziju kao najčešći 

komorbiditet u oboljelih od KOPB-a čini se da je nastanak hipertenzije u ovih bolesnika ipak 

određen polimorfizmima unutar gena ACE (174). Potrebna su daljnja istraživanja kako bi se 

istražila ekspresija gena ACE2 te utvrdila eventualna uloga polimorfizama ACE2 u razvoju i 

tijeku KOPB-a, svakako uz buduće genetičke i funkcionalne studije uključujući genomske 

asocijacijske studije (GWAS) a rezultati naše studije mogli bi pripomoći u tome. 

1.6 Svrha rada  

Obzirom na činjenicu da je regulacija aktivnosti gena/proteina ACE2 povezana s 

promjenom aktivnosti upalnih procesa, a neregulirana upala ima značajnu ulogu u 

etiopatogenezi KOPB-a, za pretpostaviti je da bi se prisutnost pojedinih polimorfizama 

smještenih u genu ACE2 mogla povezati s mehanizmom nastanka i razvoja bolesti. Naime, 

pretpostavili smo da bi učestalost testiranih polimorfizama unutar gena ACE2 mogli povezati s 

podložnošću za razvoj KOPB-a. 

 

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

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

bolesti i parametrima plućne funkcije. 
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2 CILJEVI ISTRAŽIVANJA I HIPOTEZA  

2.1 Ciljevi istraživanja  

 

 

2.1.1 OPĆI CILJ 

Opći cilj ovog istraživanja je doprinijeti boljem razumijevanju do sada neistražene uloge gena 

ACE2 u molekularnim mehanizmima uključenima u razvoj i progresiju KOPB-a. 

 

2.1.2 SPECIFIČNI CILJEVI 

1) Odrediti učestalost odabranih polimorfnih biljega gena ACE2 u skupini ispitanika s  

    KOPB-om i zdravih ispitanika 

2) Odrediti razinu ekspresije gena ACE2 u perifernim nuklearima bolesnika s  

    poznatim genotipom koji boluju od KOPB-a 

3) Odrediti povezanost genotipa sa serumskim koncentracijama proupalnih citokina 

4) Odrediti povezanost koncentracije općih upalnih biljega (CRP, fibrinogen, neutrofili)  

    s analiziranim polimorfizmima 

5) Odrediti povezanost testiranih polimorfizama s fenotipskim obilježjima KOPB-a  

    (plućna funkcija) 
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2.2 Hipoteza 

 

Polimorfizmi unutar gena ACE2 povezani su s podložnošću za razvoj KOPB-a i težinom 

bolesti. 
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3 MATERIJALI I METODE 

3.1 Ispitanici 

     Ispitanici uključeni u ovo istraživanje dio su dva istraživačka projekta (HRZZ-IP-06-2016-

1441 i HRZZ-IP-2014-09-1247). Istraživanje je opservacijsko (engl. case control), anonimno, 

a Etička povjerenstava KBC Zagreb, Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i Zavoda za 

transfuzijsku medicinu Zagreb odobrila su istraživanje. Svi ispitanici potpisali su informirani 

pristanak i evidentirani su pod šifrom poznatom samo glavnom istraživaču čime je zajamčena 

njihova anonimnost. 

     Istraživanje obuhvaća skupinu od 313 ispitanika s dijagnozom KOPB-a (Klinike za plućne 

bolesti Jordanovac, KBC Zagreb), te skupinu od 263 zdravih ispitanika (Zavod za transfuzijsku 

medicinu, Zagreb) koji čine kontrolnu skupinu podudarnu po dobi i spolu s bolesnicima, 

različitog pušačkog staža. 

    Bolesnici s KOPB-om uključeni u istraživanje su na optimalnoj medikamentoznoj terapiji 

prema aktualnim smjernicama i dobroj kliničkoj praksi. Uključni kriteriji; dijagnoza KOPB-a 

prema važećim GOLD smjernicama iz 2017. godine, stabilna faza bolesti, dob starija od 40 

godina, minimalno 10 pušačkih godina, potpisan informirani pristanak. Isključni kriteriji; 

nemogućnost izvođenja testova plućnih funkcija, aktivna maligna bolest, akutno pogoršanje 

KOPB-a. 

     Prikupljeni su relevantni demografski podaci prikazani u poglavlju Rezultati.  U studiju su 

uključene karakteristike studijske populacije, uključujući stadij KOPB-a prema GOLD 

kriterijima (1-4), spol, dob pri postavljanju dijagnoze, pušački status te procjenu kliničkih 

parametara, među kojima su plućni funkcijski testovi.  Istraživanje je provedeno na skupini 

ispitanika s dijagnosticiranim KOPB-om, uz komparaciju s kontrolnom skupinom zdravih 

ispitanika bez KOPB-a 

 

3.2 Metode     

3.2.1 Spirometrija    

Za objektivizaciju parametara plućne funkcije koristili smo spirometriju i krivulju 

protok - volumen izvršenu na uređaju MasterScreen Pneumo (Jager, Njemačka) provedenu 

prema kriterijima Američkog torakalnog društva/Europskog respiratornog društva (ATS/ERS). 
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Uz prethodnu poduku ispitanika rađena su najmanje tri izvođenja standardnom tehnikom. Kao 

vrijednost promatranog pokazatelja izabrana je najviša vrijednost izražena kao postotak od 

očekivanje vrijednosti, za FVC i FEV1 prema važećim smjernicama. Svim je ispitanicima 

učinjen farmakodinamski test salbutamolom (Ventolin ® Pliva). Spirometrija je ponovljena 20 

minuta nakon udisanja 400 mcg salbutamola (četiri udaha). Reverzibilnost bronhoopstrukcije 

je procijenjena na FEV1, uz kriterij pozitivnosti za 12% i 200 ml u odnosu na početnu 

vrijednost. Ispitanici sa pozitivnom farmakodinamskim testom nisu uključeni u istraživanje. 

Korištene su postbronhodilatacijske vrijednosti svih navedenih spirometrijskih parametara a 

dobivene vrijednosti izražene u postotcima.  Procijenjeni su slijedeći parametri plućne funkcije: 

FEV1, FVC, FEV1/FVC %, PEF. Ograničenje protoka zraka klasificirano je prema forsiranom 

ekspiriju u prvoj sekundi, vrijednosti FEV1. Odnos FEV1/FVC nakon primjene 

bronhodilatatora manji od 0.7 smatrao se dijagnostičkim kriterijem ograničenja protoka zraka, 

a ograničenje 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 izolirana je ukupna genomska DNA i provedena je analiza 

genotipizacije u obje skupine; u bolesnika 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 i asocijacijske studije povezanosti polimorfnih biljega sa sklonošću za razvoj 

KOPB-a provedene su na Institutu Ruđer Bošković u Zagrebu, na Zavodu za molekularnu 

medicinu. 

Uzorci periferne krvi 5 ml, prikupljeni su u epruvete s antikoagulansom EDTA, te 

pohranjeni na 4°C. Isti dan krv je obrađena u svrhu izolacije seruma na način 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, sadrži 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. Određivanje neutrofila se odvijalo po načelu metode protočne 

citometrije na hematološkom brojaču tvrtke Sysmex (Sysmex XN-1000), Sysmex Corporation 

Kobe, Japan. Koncentracija CRP-a se određivala imunoturbidimetrijski na biokemijskom 

analizatoru tvrtke Roche (Cobasc501), Roche Diagnostics, Njemačka. Funkcionalna 

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

Njemačka. 

 

3.2.3 Izolacija genomske DNA metodom isoljavanja 

      Za potrebe izdvajanja genomske DNA koristila se metoda isoljavanja. Miješanjem krvi s 

puferom za lizu eritrocita (osmotska liza stanica) uklonjeni su eritrociti iz uzorka, te razgrađeni 

leukociti iz kojih se oslobodila genomska DNA. Uzorci krvi prikupljani su u epruveti s 

antikoagulansom EDTA te pohranjeni na -20°C. Nakon što se krv otopila na sobnoj temperaturi, 

jednom volumenu krvi dodan je trostruki volumen pufera za lizu eritrocita (engl. Red Cell Lysis 

Buffer, RCLB: 10mM Tris-HCl, 5mM MgCl₂, 5mM NaCl, pH 7,6, steriliziran autoklaviranjem, 

čuvan na +4°C) nakon čega se smjesa prebacila na led i inkubirala 15 minuta. Uzorak je 

centrifugiran, a dobiveni sediment, koji je sadržavao ostatke liziranih eritrocita, pažljivo je 

dekantiran. Preostali sediment leukocita višekratno je ispran s novom količinom RCLB-a. Na 

isprani sediment dodan je pufer SE (75 mM NaCl, 25 mM Na₂EDTA 2, pH 8, steriliziran 

autoklaviranjem, čuvan na +4°C), 10% otopina SDS-a (natrijev laurilsulfat) i proteinaza K 

koncentracije 0,1 mg/mL. Dobiveni sediment odvojen je od dna epruvete i inkubiran preko noći 

na 37°C u vodenoj kupelji. Nakon inkubacije, smjesa je pomiješana sa 1/3 volumena 5 M NaCl 

(750 µL), u svrhu taloženja proteina. Smjesa je centrifugirana (Eppendorf centrifuga 5403, 

Njemačka) 15 minuta na 800 g, pri sobnoj temperaturi, a dobiveni supernatant dekantiran i 

ponovno centrifugiran pod istim uvjetima. Pročišćeni se sediment potom pomiješao sa istim 

volumenom 2-propanola (Kemika, Hrvatska), a istaložena DNA staklenom kukicom prenešena 

u ledeni 70%-tni etanol. Tako isprana DNA prenesena je u TE pufer (10 mM Tris-HCl; 0,1 mM 

Na₂EDTA) i pohranjena na +4°C. Kvaliteta izolirane DNA ispitivana je elektroforezom u gelu 

agaroze, a koncentracija DNK određena metodom spektrofotometrije, na UV/VIS 

spektrofotometru.  

 

3.2.4 Reakcija lančanog umnožavanja genomske DNA (engl. polymerase chain 

reaction - PCR) primjenom specifičnih proba (TaqMan, Applied Biosystems) 

Učestalost pojedinih genetičkih biljega u genima od interesa analizirana je reakcijom 

lančanog umnožavanja genomske DNA (engl. PCR, polymerase chain rection) i to primjenom 

specifičnih proba (TaqMan, Applied Biosystems). PCR je metoda umnažanja željenog odsječka 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

27 
 

DNA u uvjetima in vitro, pomoću termostabilnog enzima, polimeraze Taq-DNA i dvije 

konstruirane oligonukleotidne početnice. Reakcija se odvijala u tri koraka: 1. proces 

denaturacije kalupa DNA, 2. sparivanje početnica (engl. annealing) i 3. sinteza 

komplementarnih lanaca DNA. Probe TaqMan su jedan od primjera tzv. hidrolizirajućih proba 

koje koriste 5'-3' egzonukleaznu aktivnost enzima polimeraze Taq, što omogućava cijepanje 

dvostruko obilježene komplementarne probe prethodno vezane za kalup DNA. Hibridizirajuća 

proba je oligonukleotidini odsječak visoko komplementaran kalupu DNA i obilježen 

fluorescencijskom probom (engl. reporter) i prigušujućom probom (engl. quencher). One se 

nalaze na suprotnim krajevima probe i kad su u međusobnoj blizini, blizina prigušivača 

onemogućava fluorescenciju reporterske boje. U ovom radu uzorci su genotipizirani metodom 

alelne diskriminacije, korištenjem proba TaqMan, koje omogućavaju istovremeno umnažanje 

specifičnih alela metodom lančane reakcije polimeraze i njihovu detekciju. Kod genotipizacije 

uzoraka DNA u ovom istraživanju, u reakcijsku smjesu unošene su obilježene probe koje su 

specifične za oba alela koja testiramo na određenom lokusu. U ovom radu analizirani su tzv. 

točkasti polimorfizmi – SNP-ovi. Polazi se od pretpostavke da uzorak genomske DNA svakog 

ispitanika može biti ili heterozigot ili jedan odnosno drugi homozigot. Komercijalno dostupni 

eseji su dizajnirani tako da sadrže specifične početnice za odsječak DNA od interesa i visoko 

komplementarne probe za jedan i drugi alel. Ukoliko je uzorak ispitanika homozigot, tada će 

analiza alelne diskriminacije pokazati da je u krajnjem očitavanju ukupne fluorescencije na 

kraju reakcije PCR (engl. end-point analysis) instrument očitao samo fluorescenciju 

karakterističnu za taj alel. U slučaju kada je ispitanik heterozigot, krajnja analiza očitat će razinu 

fluorescencije specifične za oba alela. 

 

3.2.5 Izolacija RNA iz stanica periferne krvi i RT-PCR 

 Za potrebe ispitivanja razine ekspresije gena ACE2 korištena je RNA izolirana iz 

stanica perifernih mononukleara. U tu svrhu koristili smo komercijalno dostupan kit za izolaciju 

RNA iz stanica (Qiagen, SAD), prema uputi proizvođača. Izolirana RNA se metodom reverzne 

transkripcije prevela u cDNA koja se koristila za određivanje razine ekspresije gena ACE2. 

Korištena je komparativna CT metoda kvantitativnog PCR-a, u stvarnom vremenu (engl. real-

time quantitative PCR, RT-qPCR) sa specifičnim hidrolizirajućim, TaqMan, probama, prema 

uputi proizvođača (Applied Biosystems). Komparativna CT metoda (2-ΔΔCT, ΔΔCT) je 

najčešća metoda analize podataka kod relativne kvantifikacije produkata. Ova metoda 

podrazumijeva korištenje ciljnog gena i endogene kontrole. Kao endogena kontrola koristio se 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

28 
 

aktin, uz pripadajuće TaqMan 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 čime se dobiva ΔCT vrijednost. Dobivena ΔCT vrijednosti za uzorak se zatim 

uspoređuju sa ΔCT vrijednostima kalibratora te se tako dobije -ΔΔCT vrijednost. Zatim se -

ΔΔCT vrijednost uvrsti u jednadžbu (omjer 30 količine gena od interesa = 2 – ΔΔCT) kako bi 

se dobio omjer normalizirane količine gena od interesa u uzorku u odnosu na normaliziranu 

količinu gena od interesa u kalibratoru. Broj 2 je zapravo efikasnost umnažanja. Pošto ova 

metoda podrazumijeva da je umnažanje svih gena jednako ili slično može se uvrstiti vrijednost 

2 kao efikasnost umnažanja, što bi značilo 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 

biotehnološke  informacije (engl. National Center for Biotechnology Information, 

NCBI) 

  Odabir polimorfnih biljega koji su uključeni u analizu genotipizacije napravljen je 

pomoću baze podataka koja sadrži popis mutacija/polimorfizama unutar funkcionalno 

značajnih regija proteina/gena. Prilikom odabira biljega koje smo uključili u analizu koristili 

smo se slijedećim kriterijima: 1. epidemiološki ili molekularno-biološki literaturni nalazi koji 

bi upućivali na povezanost gena od interesa s poremećenom funkcijom/ekspresijom; 2. 

učestalost manje zastupljenog alela (engl. Minor Allele Frequency, MAF) u testiranim 

populacijama mora biti veća od 10%. U tu svrhu koristili smo se bazama podataka NCBI i 

PubMed (175) (1). U ovom istraživanju analizirana je učestalost dva odabrana polimorfna 

biljega unutar ACE2 gena koji su zadovoljili kriterije prethodno definirane kriterije: rs879922 

i rs2285666. Ovi polimorfizmi odabrani su zbog njihove potencijalne uloge u regulaciji funkcije 

ACE2 proteina koji je potencijalno uključen u patofiziologiju KOPB-a. Analizirana je 

distribucija alela i genotipova među ispitanicima s dijagnosticiranim KOPB-om te kontrolnom 

skupinom zdravih ispitanika, uz praćenje njihove povezanosti s kliničkim karakteristikama 

bolesti. Rezultati ove analize omogućit će bolje razumijevanje potencijalne genetske 

predispozicije za KOPB te pružiti nove uvide u ulogu gena ACE2 u patofiziološkim 

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

      U svrhu određivanja indirektne funkcionalne značajnosti pronađenih genomskih 

promjena korištena je metoda ELISA (engl. enzyme -linked immunosorbent assay). ELISA je 

imunoenzimski test visoke osjetljivosti za određivanje prisutnosti i koncentracije specifičnih 

analita (proteina) pomoću protutijela. Antigeni iz uzorka (analiti) vežu se na primarno antitijelo 

prethodno vezano za površinu polistirenske mikrotitarske ploče. Zatim se nanosi specifično 

detekcijsko antitijelo, koje tvori kompleks s analitom i sadrži kovalentno vezan enzim.  Po 

inkubaciji ploče se ispiru otopinom deterdženta kako bi se uklonili proteini ili antitijela koja 

nisu specifično vezana. Nakon konačnog koraka ispiranja, ploča se razvija dodatkom 

enzimskog supstrata kako bi se proizveo vidljiv signal (promjena boje), što ukazuje na količinu 

antigena u uzorku. Analiza ELISA provedena je na serumima periferne krvi ispitanika uz 

korištenje komercijalno dostupnih reagensa u svrhu određivanja koncentracije proupalnih 

citokina (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8 i TNF-α). Ovom metodom određena je  koncentracija 

specifičnih citokina u serumu ispitivanih bolesnika s poznatim genotipom koji boluju od 

KOPB-. Utvrđena vrijednost uspoređena je sa genetičkom podlogom, kako bi na taj način dobili 

uvid u funkcionalnost analiziranih gena.  

 

3.2.8 Statistička obrada podataka  

 Kategorijski podaci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike 

kategorijskih varijabli testirane su χ2 testom. Normalnost raspodjele kontinuiranih varijabli 

testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Kontinuirani su podaci opisani medijanom i granicama 

interkvartilnog raspona, u slučaju preživljenja aritmetičkom sredinom s pripadnim 95% 

rasponom pouzdanosti. Razlike kontinuiranih varijabli između dviju nezavisnih skupina 

testirane su Mann-Whitneyevim U testom (Hodges Lehmannova razlika s pripadnim 95 % 

intervalom pouzdanosti razlike). Razlike normalno raspodijeljenih numeričkih varijabli za više 

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

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

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

Preživljenje bolesnika s KOPB-om u odnosu na varijante gena ACE2 prikazane su Kaplan – 

Meierovim krivuljama, a razlike su testirane Log-rank testom. Za statističku analizu korišteni 
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su statistički paket MedCalc® Statistical Software version 20.100 (177) i  SPSS Statistics 23 

(178) a dobiveni rezultati prikazani su tablično i grafički.
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4 REZULTATI  

4.1  Rezultati analize općih karakteristika ispitanika  

Cilj analiza bio je ispitati opće karakteristike studijske populacije tj. bolesnika koji boluju 

od KOPB-a, usporedno sa kontrolnom skupinom zdravih ispitanika. Ispitivana je dob, spol, 

pušački status. U bolesnika koji boluju od KOPB-a uključeni su spirometrijski parametri: 

forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (FEV1), forsirani vitalni kapacitet (FVC), te 

Tiffeneau indeks (FEV1/FVC), kao pokazatelji stupnja opstrukcije dišnih putova. Težina 

KOPB-a je klasificirana prema GOLD kriterijima počevši od najblažeg do najtežeg stadija 

bolesti (1, 2, 3, 4). U bolesnika s KOPB-om određene su serumske koncentracije proupalnih 

citokina (IL-1α, IL-1ß, IL-6, IL-8, TNF-α), neutrofila, fibrinogena i CRP-a radi daljnje potrebe 

asocijacijskih studija u svrhu istraživanja povezanosti odabranih polimorfnih biljega s rizikom 

za nastanak KOPB-a. Svi demografski i klinički parametri prikazani su u Tablicama 1-3, te 

Slici 5.  

Istraživanje je provedeno na 576 ispitanika, od kojih je 263 (45,7 %) zdravih ispitanika 

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

Rezultati pokazuju da su značajno stariji bolesnici s KOPB-om, u odnosu na kontrolnu 

skupinu (medijan 61 godina vs. 37 godina) (Mann Whitney U Test, P <0,001) (Tablica 1). 

Muškarci su značajno više zastupljeni u kontrolnoj skupini a žene u skupini s KOPB-om 

(χ2 test, P < 0,001). Obzirom na pušački status najviše je bivših pušača, 196 (35,9 %) od kojih 

su značajno svi s KOPB-om, dok su nepušači značajnije više zastupljeni u kontrolnoj skupini 

(χ2 test, P < 0,001) (Tablica 1). 
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Tablica 1. Opća obilježja ispitanika u odnosu na skupine 

 

Kontrolna 

Skupina 
KOPB Ukupno 

Razlika
‡ 

95% CI 

(raspon 

pouzdanosti

) 

P* 

Dob bolesnika  

(godine) 

[Medijan (IQR)] 

37 

 (28 – 44) 

61 

 (54 – 69) 

 

25 23 do 27 
<0,001

† 

Pušački status (n = 546) [n (%)]    

Aktivni pušač 64 (24) 69 (24) 133 (24) 
  <0,001

* 

Bivši pušač 0 196 (69) 196 (35,9)    

Nepušač 199 (76) 18 (6) 217 (40)    

Ukupno 263 (100) 283 (100) 546 (100)    

Spol (n = 574) [n (%)]      

Muškarci 
231 (88) 209 (67) 440 (77) 

  <0,001
* 

Žene 32 (12) 102 (33) 134 (23,3)    

Ukupno 263 (100) 311 (100) 574 (100)    

IQR – interkvartilni raspon; * χ2 test; †Mann Whitney U test; ‡Hodges-Lehmann razlika 

medijana    

 

Nalazi plućnih funkcija kod oboljelih od KOPB-a prikazani su u Tablici 2. 

 

Tablica 2. Nalazi plućne funkcije u skupini bolesnika  oboljelih od KOPB-a 

 Broj 

 Bolesnika 

Medijan 

(interkvartilni 

raspon) 

Raspon od najmanje do 

najviše vrijednosti 

FVC  110 
2,29 

 (1,74 - 2,77) 
0,55 - 4,03 

FEV1 (L) 110 
1,11 

 (0,69 - 1,61) 
0,3 - 4,2 

FEV1 (%)  246 
46,05 

 (29,33 - 63,05) 
10,5 – 120 

 

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

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

bolesti: GOLD 1 (blagi), GOLD 2 (umjereni), GOLD 3 (teški) i  GOLD 4   (vrlo teški).  
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Obzirom na vrijednosti FEV1 uočava se da je najviše bolesnika s KOPB-om, njih 89 (36,2 %) 

s umjerenim stadijem bolesti GOLD 2 (50 % – 79%), 74 (30,1 %) bolesnika s umjereno teškim 

stadijem bolesti GOLD 3, (30 % - 49 %), a 66 (26,8 %) s teškim stadijem bolesti GOLD 4 (0 – 

29 %). Blagi oblik bolesti GOLD 1 s vrijednostima FEV1  ≥80% (GOLD 1) detektiran je kod 

17 (6,9 %) bolesnika (Slika 4). 

 

Slika 5. Raspodjela bolesnika s KOPB-om u odnosu na forsirani izdisajni volumen u prvoj 

sekundi (FEV1(%)), tj. prema težini bolesti 

U skupini bolesnika koji boluju od KOPB-a određivali smo serumske razine proupalnih 

citokina, neutrofila, CRP-a i fibrinogena. Budući da kao proupalne komponente imaju svoje 

važno mjesto u patogenezi KOPB-a, vrijednosti ovih parametara koristile su se kasnije 

isključivo u svrhu asocijacijskih studija radi određivanja indirektne funkcionalne značajnosti 

ispitivanih polimorfizama. Prikazani su kroz raspon od najmanje do najviše vrijednosti (Tablica 

3).  

Rezultati pokazuju široki 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-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα), 

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

 Broj 

 Bolesnika 

Medijan 

(interkvartilni raspon) 

Raspon od najmanje do 

najviše vrijednosti 

Interleukin - 1α 109 0,43 (0,31 - 2,13) 0,305 - 591,27 

Interleukin  - 1β 109 6,9 (0,59 - 24,32) 0,1 - 175,2 

Interleukin – 6 109 32,17 (10,56 - 64,39) 0,53 - 291,47 

Interleukin – 8 109 8,73 (3,56 - 17,95) 0,12 - 175,16 

TNFα  109 8,24 (0,35 - 19,3) 0,35 - 92,32 

Neutrofili 248 5,4 (3,9 – 7,6) 1,72 – 84,0 

Neutrofili (%) 248 65,45 (59 – 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 polimorfnih biljega 

Pretraživanjem baze podataka i dostupne literature odabrali smo dva polimorfna biljega 

gena ACE2 koji su smješteni na X kromosomu, rs879922 i rs2285666. Oba polimorfizma 

smještena su u nekodirajućoj regiji gena ACE2. Polimorfizam rs879922 smješten je u intronu 

11 gena ACE2.  Karakterizira ga promjene dušične baze C (citozin)  u bazu G (guanin) unutar 

nukleotida.  Polimorfizam rs2285666 poznat i kao G8790A  smješten je u  3 intronu gena ACE2, 

a karakterističan je zbog promjene dušične baze C (citozin) u A (adenin), G (guanin) i T (timin) 

(Tablica 4) (175). Obzirom da su oba polimorfizma smještena u nekodirajućoj regiji gena ne 

utječu na promjenu u slijedu aminokiselina, a obzirom na epigenetske faktore mogu utjecati na 

razinu ekspresije gena/proteina ili na funkcionalnost proteina.  

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

učestalost manje zastupljenog alela (MAF, od 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 – učestalost 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 učestalost raspodjele polimorfnih biljega između dvije skupine ispitanika: 

ispitanici s dijagnosticiranim KOPB-om (slučajevi; od engl. cases) i zdrava skupina ispitanika 

(kontrole). Cilj je bio istražiti povezanost raspodjele genotipova u navedenim skupinama 

ispitanika te tako ispitati postoji li povezanost specifičnog genotipa sa sklonošću za razvoj 

KOPB-a. Uspoređivana je distribucija frekvencije alela odabranih polimorfizama među 

definiranim skupinama. Modelom logističke regresije utvrđena je povezanost između 

izdvojenih polimorfizama i kategoriziranih skupina. Ishod ili zavisnu varijablu predstavlja 

pripadnost skupini dok nezavisnu ili eksplanatornu varijablu predstavljaju kombinacije alela 

(AA, AB, BB). Mjeru učinka tog SNP-a na rizik za razvoj KOPB-a izražena je pomoću omjera 

izgleda (engl. OR, Odds Ratio). 

Uspoređujući rezultate kontrolne skupine i skupine bolesnika s KOPB-om, utvrđena je 

statistički značajna razlika u učestalosti u razdiobi alelnih kombinacija unutar polimorfizma 

rs2285666, odnosno značajno je učestalija heterozigotna alelna kombinacija CT u bolesnika s 

KOPB-om (OR = 5,4, CI 95 % 2,3 – 12,3, P = <0,001). Također,  utvrđena je statistički značajna 

razlika u učestalosti i razdiobi genotipova SNP-a rs2285666, kako u dominantnom (za CT-TT: 

OR = 1,6, CI 95 % 1,03 – 2,39, P = 0,03) tako i u super dominantnom (za CT: OR = 5,5, CI 95 

% 2,4 – 12,5, P < 0,001) genetičkom modelu, doprinoseći riziku za KOPB od 1,06 – 5,5  puta 

ovisno o genetičkom modelu nasljeđivanja. U razdiobi alela polimorfizma rs879922, utvrđena 

je statistički značajna razlika u učestalosti i razdiobi genotipa samo u superdominantnom (za 

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

Rezultati istraživanja sugeriraju da su oba istraživana polimorfizma rs2285666 i rs879922 

ACE2 gena statistički značajno povezana sa nastankom KOPB-a.  
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Tablica 5. Raspodjela i učestalost genetičkih modela nasljeđivanja dva SNP-a ACE2 gena 

između skupine bolesnika s KOPB-om i kontrolne skupine 

  Genotip [n (%)]  Omjer izgleda  

(95 % interval 

pouzdanosti) 

P* Kontrolna skupina 

(n = 261) 

KOPB 

 (n = 290) 

ars2285666 Kodominantno    

 CC 193 (81) 195 (73) 1 

<0,001  CT 7 (3) 38 (14) 5,4 (2,3 – 12,3) 

 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 
0,30 

 TT 39 (16) 35 (13) 0,8 (0,47 – 1,26) 

 Superdominantno    

 CC-TT 232 (97) 230 (86) 1 
<0,001 

 CT 7 (3) 38 (14) 5,5 (2,40 – 12,5) 

ars879922 Kodominantno    

 GG 145 (56) 94 (33) 1 

0,07  GC 22 (8) 42 (15) 1,9 (1,05 – 3,24) 

 CC 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-

GC 167 (64) 192 (67) 
1 

0,48 

 CC 93 (36) 94 (33) 0,9 (0,62 – 1,25) 

 Superdominantno    

 GG-CC 238 (92) 244 (85) 1 
0,02 

 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 

*2 test 

 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

37 
 

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. Točnije, zanimalo nas je ima li prisutnost specifičnog 

genotipa utjecaj na razinu ekspresije gena ACE2. Obzirom da ne postoje literaturni podaci o 

razini ekspresije gena ACE2 u stanicama perifernih mononukleara, prilikom postavljanja ciljeva 

ovog doktorskog rada pretpostavili smo da bi visoko osjetljivom metodom kao što je RT-PCR 

trebali biti u stanju detektirati i minimalnu razinu ekspresije. Međutim, rezultati naših analiza 

pokazuju da ekspresiju gena ACE2 nije bilo moguće detektirati lančanom reakcijom polimeraze 

u stvarnom vremenu (qPCR, engl. quantitative Polymerase Chain Reaction). Sve to ukazuje na 

činjenicu da primjenom odabrane metode nije bilo moguće ispitati postavljeni cilj.     

Prema rezultatima analize testnih uzoraka, prikazanim na (Slici 6a, 6b), jasno se vidi da 

je uspješnost amplifikacije endogene kontrole (aktin – krivulja ljubičaste boje) zadovoljavajuća, 

za razliku od amplifikacijske krivulje gena od interesa (ACE2 – krivulja zelene boje), što 

ukazuje na činjenicu da je kvaliteta korištenog materijala dobra. U uzorku niti nakon 

predamplifikacije (Slika 6b) nije bilo moguće detektirati razinu ekspresije mRNA.  
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Slika 6a. Prikazan je pomak u Ct (engl. cycle treshold ) vrijednosti aktina (ljubičasta 

krivulja) u uzorku (46C) prije predamplifikacije,  bez pomaka Ct vrijednosti mRNA 

ACE2  (zelena krivulja). 
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Slika 6b. Prikazan je pomak u Ct vrijednosti aktina ((ljubičasta krivulja) u uzorku 

(46C) nakon predamplifikacije, bez pomaka Ct vrijednosti mRNA ACE2  (zelena 

krivulja). 

 

Budući da u dva testna uzorka nismo uspjeli detektirati ekspresiju gena ACE2 u nastavku 

istraživanja kako bi ispitali ekspresiju gena ACE2 i na ostalim uzorcima poznatog genotipa, 

uključili smo i ostale ispitanike. Predamplifikaciji, te zatim qPCR analizi podvrgnuto je ukupno 

47 uzoraka, te je u samo 2 uzoraka (15C i 113C) detektirana ekspresija gena ACE2, što 

potvrđuje ispravnost probe. 

Rezultati ovih analiza prikazuju da je bilo moguće detektirati ekspresiju gena ACE2 

samo kod 2 ispitanika, i to samo pod uvjetima predamplifikacije (Slika 7a, 7b). 
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Slika 7a. Uz pomak u Ct vrijednosti aktina (ljubičasta krivulja) u uzorku (15C) nakon 

predamplifikacije, vidi se jasan pomak i u Ct vrijednosti mRNA ACE2 (zelena krivulja). 

 

 

Slika 7b. Uz pomak u Ct vrijednosti aktina (ljubičasta krivulja) u uzorku (113C) nakon 

predamplifikacije, vidi se jasan pomak i u Ct vrijednosti mRNA ACE2 (zelena krivulja). 
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Zaključno možemo reći da obzirom na krivu pretpostavku o mogućnosti detekcije 

ekspresije gena ACE2 u stanicama perifernih mononukleara, nismo bili u mogućnosti ispitati 

postoji li potencijalna povezanost prisutnosti određenih polimorfnih biljega unutar gena ACE2 

s promjenom ekspresije toga gena.  

4.5 Rezultati funkcionalne analize testiranih SNP-ova 

Cilj ovih analiza bio je ispitati indirektnu funkcionalnu povezanost ispitivanih 

polimorfizama  rs2285666 i rs879922 unutar gena ACE2 u bolesnika s KOPB-om kroz mjeru 

serumske koncentracije odabranih proupalnih citokina, općih upalnih biljega i parametara 

plućne funkcije. 

4.5.1 Rezultati analize povezanosti serumske koncentracije proupalnih citokina IL-1α, 

IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα ) s polimorfizmima rs2285666 i rs879922 unutar gena 

ACE2 u bolesnika s KOPB-om 

Obzirom da su rezultati analize povezanosti genotipova i rizika za razvoj bolesti 

istaknule da su oba polimorfizma gena ACE2 rs2285666 i rs879922  statistički značajno 

povezana sa razvojem KOPB-a, cilj ove analize bio je ispitati indirektnu funkcionalnu 

značajnost navedenih polimorfizama. Ovim testiranjem željeli smo ispitati  da li prisutnost 

navedenih polimorfizama  utječe na  koncentraciju testiranih proupalnih citokina (IL-1α, IL-1β, 

IL-6, IL-8, TNFα ) u serumu bolesnika, imajući na umu da kao proupalne komponente imaju 

ulogu u patogenezi KOPB-a. Korišten je ELISA test (eBioscience, San Diego, SAD). Rezultati 

su prikazani kao odnos koncentracija navedenih ispitivanih citokina  i alelnih varijanti 

polimorfizma.  Prikazana je distribucija heterozigotnih i homozigotnih nosioca oba varijantna 

alela.  

4.5.1.1 Rezultati analize povezanosti serumske koncentracije proupalnih citokina IL-

1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα ) s polimorfizmom rs2285666 unutar gena ACE2 u 

bolesnika s KOPB-om 

Istraženo je da li prisutnost SNP-a rs2285666 gena ACE2 za koji je utvrđeno da je povezan 

sa rizikom za nastanak KOPB-a utječe na koncentraciju IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα u 

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

Rezultati pokazuju da prisutnost polimorfizma rs2285666 ne utječe 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)  
P* 

rs2285666 N CC n CT N TT 

IL - 1α 

[pg/ml] 66 

0,66 

(0,31 - 1,89) 
18 

0,31 

(0,31 - 2,26) 
13 

0,31 

(0,31 - 2,56) 
0,69 

IL  - 1β 

[pg/ml] 66 

6,59 

(0,56 - 26,25) 
18 

8,13 

(2,5 - 21,98) 
13 

3,87 

(0,42 - 12,89) 
0,59 

IL – 6 

[pg/ml] 66 

36,09 

(10,21 - 75,89) 
18 

28,39 

(7,08 - 64,29) 
13 

20,58 

(9,71 - 36,39) 
0,55 

IL – 8 

[pg/ml] 66 

9,7 

(3,71 - 19,33) 
18 

6,6 

(2,19 - 19,46) 
13 

6,4 

(3,2 - 9,48) 
0,16 

TNFα  

[pg/ml] 66 

8,21 

(0,35 - 20,5) 
18 

4,73 

(0,47 - 17,72) 
13 

6,62 

(0,35 - 15,08) 
0,72 

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover) 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL - 1α (P=0,69) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 8). 

 

Slika 8. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL - 1α (P=0,69) u serumu. 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL-1β (P=0,59) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 9). 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

43 
 

 

Slika 9. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL - 1 β (P=0,59) u serumu. 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL  - 6 (P=0,55) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 10). 

 

Slika 10. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL - 6 (P=0,55) u serumu. 
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 Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL  - 8 (P=0,16) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 11). 

 

Slika 11. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL – 8 (P = 0,16) u serumu. 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL  - TNFα  (P=0,72) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 12). 

 

Slika 12. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija TNFα (P = 0,72) u serumu. 
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4.5.1.2 SNP rs2285666 u dominantnom genetičkom modelu gena ACE2 i 

koncentracija IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα u serumu 

 

  Istraženo je da li u dominantnom genetičkom modelu prisutnost SNP-a rs2285666 gena 

ACE2 za koji je utvrđeno da je povezan sa rizikom za nastanak KOPB-a utječe na koncentraciju 

IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα u serumu ispitanika. Rezultati su prikazani u obliku tablice i 

slika.  

Rezultati pokazuju da niti u dominantnom genetičkom modelu prisutnost polimorfizma 

rs2285666 ne utječe na koncentracije testiranih proupalnih citokina u serumu bolesnika s 

KOPB-om  (Tablica 7).  

Tablica 7. Vrijednosti serumske koncentracije proupalnih citokina ovisno o genotipu u 

dominantnom genetičkom modelu SNP-ova gena ACE2  

 Medijan (interkvartilni raspon) 
Razlika 

95% raspon 

pouzdanosti 
P* 

rs2285666 N CC N CT – TT 

IL - 1α 

[pg/ml] 
66 

0,66 

(0,31 – 1,86) 
31 

0,31 

(0,31 – 2,45) 
0 -0,09 - 0 0,52 

IL  - 1β 
[pg/ml] 

66 
6,593 

(0,56 – 25,86) 
31 

5,06 

(0,56 – 

17,05) 

-0,28 -5,95 – 2,63 0,58 

IL – 6 

[pg/ml] 
66 

36,09 

(10,40 – 

71,90) 

31 

22,66 

(9,53 – 

59,60) 

-6,01 -22,7 – 6,32 0,38 

IL – 8 

[pg/ml] 
66 

9,69 

(3,77 – 18,9) 
31 

6,40 

(2,91 – 

12,22) 

-2,95 -6,85 – 0,12 0,06 

TNFα  

[pg/ml] 
66 

8,21 

(0,35 – 20,16) 
31 

5,46 

(0,39 – 

17,01) 

-0,42 -5,70 – 1,02 0,48 

*Mann Whitney U test 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL - 1α (P = 0,52) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 13). 
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Slika 13. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL - 1α  (P = 0,52) u serumu 

  

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL  - 1β (P = 0,58) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 14).                   

 

Slika 14. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL  - 1β (P = 0,58 ) u serumu 
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         Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL – 6 (P = 0,38) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 15).                                                

 

Slika 15. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL – 6 (P = 0,38 ) u serumu 

         Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL – 8 (P = 0,06) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 16).                                                 

       

Slika 16. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija IL – 8 (P = 0,06 ) u serumu 
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Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina TNFα (P = 0,48) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 

(Slika 17).                                                 

 

Slika 17. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija TNFα (P = 0,48 ) u serumu 

                              

4.5.1.3 SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα u 

serumu 

Istraženo je da li prisutnost SNP-a rs879922 gena ACE2 za koji je utvrđeno da je povezan 

sa rizikom za nastanak KOPB-a utječe na koncentraciju IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα u 

serumu ispitanika.  

U polimorfizmu rs879922, nositelji alelne kombinacije GG u odnosu na CC i CG imaju  

značajno niže serumske vrijednosti IL - 1β  (Kruskal Wallis test, P = 0,004), IL – 6 (Kruskal 

Wallis test, P = 0,002), IL – 8 (Kruskal Wallis test, P = 0,02) te TNFα (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)  P* 

rs879922 N CC N CG N GG  

IL - 1α 

[pg/ml] 36 

0,61 

(0,31 - 2,11) 
16 

0,48 

(0,31 - 1,44) 
48 

0,48 

(0,31 - 2,31) 
0,73 

IL  - 1β [pg/ml] 
36 

12,51 

(2,7 - 44,5) 
16 

17,88 

(1,36 - 40,6) 
48 

3,18 

(0,41 - 11,24) 
0,004† 

IL – 6 

[pg/ml] 36 

43,2 

(15,53 - 117,57) 
16 

64,07 

(13,44 - 103,88) 
48 

15,21 

(8,89 - 37,31) 
0,002† 

IL – 8 

[pg/ml] 36 

11,77 

(4,12 - 41,52) 
16 

13,98 

(4,09 - 25,12) 
48 

6,62 

(3,26 - 10,88) 
0,02† 

TNFα  

[pg/ml] 36 

12,58 

(2,99 - 23,32) 
16 

13,46 

(1,31 - 42,2) 
48 

2,08 

(0,35 - 10,89) 
0,006† 

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

 

 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti serumske 

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

(Slika 18). 

 

Slika 18. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 1α (P=0,73) u serumu. 
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Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL - 1ß (P = 0,004) za polimorfizam rs879922 gena ACE2. 

Rezultati prikazuju da nositelji alelne kombinacije GG u odnosu na CC i CG imaju  značajno 

niže serumske vrijednosti IL - 1β  (Slika 19).  

 

Slika 19. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 1ß (P = 0,004) u serumu. 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL - 6 (P = 0,002) za polimorfizam rs879922 gena ACE2.  

Rezultati prikazuju da nositelji alelne kombinacije GG u odnosu na CC i CG imaju  značajno 

niže serumske vrijednosti IL - 6 (Slika 20). 
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Slika 20. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 6 (P = 0,002) u serumu. 

 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL - 8 (P = 0,002) za polimorfizam rs879922 gena ACE2.   

Rezultati prikazuju da nositelji alelne kombinacije GG u odnosu na CC i CG imaju  značajno 

niže serumske vrijednosti IL - 8 (Slika 21).                               

 

Slika 21. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 8 (P = 0,02) u serumu. 
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Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina TNFα (P = 0,006) za polimorfizam rs879922 gena ACE2. 

Rezultati prikazuju da nositelji alelne kombinacije GG u odnosu na CC i CG imaju  značajno 

niže serumske vrijednosti TNFα (Slika 22).                               

 

Slika 22. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija TNFα (P = 0,006) u serumu. 

 

4.5.1.4 SNP rs879922 u dominantnom genetičkom modelu gena ACE2 i 

koncentracija IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα u serumu 

Istraženo je da li u dominantnom genetičkom modelu prisutnost SNP-a rs879922 gena 

ACE2 za koji je utvrđeno da je povezan sa rizikom za nastanak KOPB-a utječe na koncentraciju 

IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα u serumu ispitanika. Rezultati su prikazani u obliku tablice i 

slika.  

Rezultati istraživanja pokazuju da je u dominantnom genetičkom modelu prisutnost 

polimorfizma rs879922 u bolesnika s KOPB-om značajno povezana sa višim vrijednostima svih 

proupalnih citokina za alelne kombinacije CC-CG osim za za IL-1α, gdje se ne uočava značajna 

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

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

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

Razlika 
95% raspon 

pouzdanosti 
P* 

rs879922 N GG n CC – GC    

IL - 1α 

[pg/ml] 
48 

0,48 

(0,31 – 2,31) 
52 

0,48 

(0,31 – 1,95) 
0 -0,09 – 0,02 0,86 

IL  - 1β 
[pg/ml] 

48 
3,19 

(0,42 – 11,23) 
52 

12,51 

(2,97 – 38,81) 
7,75 2,12 – 16,76 <0,001 

IL – 6 

[pg/ml] 
48 

15,21 

(8,98 – 36,92) 
52 

46,72 

(14,97 – 100,89) 
25,63 9,44 – 43,9 <0,001 

IL – 8 

[pg/ml] 
48 

6,62 

(3,26 – 10,63) 
52 

11,80 

(4,25 – 32,26) 
5,71 1,31 – 10,91 0,005 

TNFα  

[pg/ml] 
48 

2,08 

(0,35 – 10,85) 
52 

12,58 

(2,96 – 25,56) 
5,36 1,20 – 12,05 0,001 

*Mann Whitney U test 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da u dominantnom genetičkom modelu prisutnost 

polimorfizma rs879922 u bolesnika KOPB-om ne utječe na vrijednosti serumske koncentracije 

proupalnog citokina IL - 1α (P = 0,86) između ispitivane homozigotne i heterozigotne alelne 

kombinacije (Slika 23). 

 

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

         Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

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

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

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

  Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL - 6  (P <0,001) u dominantnom genetičkom modelu 

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

imaju  značajno više serumske vrijednosti IL  - 6   (Slika 25).                               

 

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

 

Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina IL  - 8  (P = 0,005) u dominantnom genetičkom modelu 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

55 
 

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

imaju  značajno više serumske vrijednosti IL  - 8   (Slika 26).   

 

                  Slika 26. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija IL - 8  (P = 0,005) u serumu       

 

Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije proupalnog citokina TNFα (P=0,001) u dominantnom genetičkom modelu 

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

imaju  značajno više serumske vrijednosti TNFα (Slika 27).                               

 

Slika 27. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija TNFα (P = 0,001) u serumu 
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4.5.2 Rezultati analize povezanosti općih 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 utječe 

na status općih upalnih biljega. Analizirana je raspodjela vrijednosti općih upalnih biljega; 

neutrofila, CRP-a i fibrinogena ovisno o različitim 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 

Istraženo je da li prisutnost SNP-a rs2285666 gena ACE2 za koji je utvrđeno da je povezan 

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

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

Uočeno je da u testiranom polimorfizmu rs2285666 nositelji alelne kombinacije CC u 

odnosu na TT imaju značajno više 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 značajno razlikovale.  

Tablica 10. Vrijednosti serumske koncentracije općih upalnih biljega neutrofila, CRP-a i 

fibrinogena  ovisno o genotipu 

 Medijan (interkvartilni raspon)  
P* 

rs2285666 N CC n CT N TT 

Neutrofili 148 5,8 (4,6 – 7,9) 33 4,3 (3,5 – 7,1) 30 5,1 (4,0 – 7,6) 0,04† 

Neutrofili (%) 148 68 (61 – 79) 33 60 (57 – 69) 30 64 (60 – 81) 0,02† 

CRP 148 6,9 (2,4 – 33,7) 33 3,5 (1,4 – 6,2) 30 4,5 (1,6 – 22) 0,03† 

Fibrinogen 
145 

4,1 (3,4 – 5,0) 33 3,8 (3,7 – 4,5) 30 4,1 (3,2 – 5,3) 0,66 

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover) 
†na razini P<0,05 značajno se razlikuje CC vs. CT 
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Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije neutrofila (P = 0,04) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2. Rezultati 

istraživanja prikazuju da nositelji alelne kombinacije CC u odnosu na TT imaju značajno više 

vrijednosti neutrofila   (Slika 28).              

 

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

 

Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije neutrofila % (P = 0,02) za polimorfiazm rs2285666 gena ACE2. Rezultati 

istraživanja prikazuju da nositelji elele kombinacije CC u odnosu na TT imaju značajno više 

konecentaracije neutrofila % (Slika 29).  

 

Slika 29. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija neutrofila % (P=0,04) u serumu. 
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Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije CRP-a (P = 0,03) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2. Rezultati istraživanja 

prikazuju da nositelji alelne kombinacije CC u odnosu na TT imaju značajno više vrijednosti 

CRP-a (Slika 30).                                            

 

Slika 30. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija CRP-a (P=0,03) u serumu. 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije fibrinogena  (P = 0,66) za polimorfizam rs2285666 gena ACE2 (Slika 31).  

 

Slika 31. SNP rs2285666 gena ACE2 i koncentracija fibrinogena (P=0,66) u serumu. 
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4.5.2.2      SNP rs2285666 u dominantnom genetičkom modelu gena 

ACE2 i vrijednosti općih upalnih biljega – neutrofila, CRP-a i fibrinogena u 

serumu 

 

  U ovom dijelu istraženo je da li u dominantnom genetičkom modelu prisutnost SNP-a 

rs2285666 gena ACE2 za koji je utvrđeno da je povezan sa rizikom za nastanak KOPB-a utječe 

na koncentraciju neutrofila, CRP-a i fibrinogena u serumu ispitanika. Rezultati su prikazani u 

obliku tablice i slika.  

Rezultati istraživanja pokazuju da je u dominantnom genetičkom modelu prisutnost 

polimorfizma rs2285666 unutar gena ACE2 u bolesnika s KOPB-om značajno  povezana sa 

nižim vrijednostima neutrofila, neutrofila (%) i CRP-a za alelne kombincije CT-TT, osim za 

fibrinogen, gdje se ne uočava značajna razlika između homozigotne i heterozigotne alelne 

kombinacije (Tablica 11). 

Tablica 11. Vrijednosti neutrofila, CRP-a i fibrinogena ovisno o genotipu u dominantnom 

genetičkom modelu SNP-ova gena ACE2  

 Medijan (interkvartilni raspon) 
Razlika 

95% raspon 

pouzdanosti 
P* 

rs2285666 N CC n CT - TT 

Neutrofili 148 5,8 (4,6 – 7,9) 63 4,9 (3,7 – 7,4) -0,9 -1,6 do -0,2 0,02 

Neutrofili 

(%) 
148 68 (61 – 79) 63 63 (57 – 75) -4 -8 do -0,4 0,02 

CRP 148 6,9 (2,4 – 33,7) 63 3,6 (1,5 – 11,9) -1,9 -4,7 do -0,3 0,01 

Fibrinogen 145 4,1 (3,4 – 5,0) 63 3,9  (3,4 – 4,6) -0,1 -0,5 do 0,2 0,42 

*Mann Whitney U test 
 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije neutrofila (P = 0,02) u dominantnom genetičkom modelu polimorfizma 

rs2285666 gena ACE2. Nositelji alelene kombinacije CT-TT u odnosu na CC imaju značajno 

niže serumske vrijednosti neutrofila (Slika 32).  
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Slika 32. SNP rs2285666 gena ACE2 i vrijednosti neutrofila (P = 0,02) u serumu 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije neutrofila (%) (P = 0,02) u dominantnom genetičkom modelu polimorfizma 

rs2285666 gena ACE2. Nositelji alelene kombinacije CT-TT u odnosu na CC imaju značajno 

niže serumske vrijednosti neutrofila (Slika 33).  

 

 

Slika 33. SNP rs2285666 gena ACE2 i vrijednosti neutrofila % (P = 0,02) u serumu 
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Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije CRP-a (P = 0,01) u dominantnom genetičkom modelu polimorfizma rs2285666 

gena ACE2. Nositelji alelene kombinacije CT-TT u odnosu na CC imaju značajno niže 

serumske vrijednosti CRP-a (Slika 34).  

 

Slika 34. SNP rs2285666 gena ACE2 i vrijednosti CRP-a (P = 0,01) u serumu 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije fibrinogena (P = 0,42) u dominantnom genetičkom modelu polimorfizma 

rs2285666 gena ACE2 (Slika 35).  
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Slika 35. SNP rs2285666 gena ACE2 i vrijednosti fibrinogena (P = 0,42) u serumu 

 

 

4.5.2.3     SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija neutrofila, CRP-a i 

fibrinogena u serumu 

Istraženo je da li prisutnost SNP-a rs879922 gena ACE2 za koji je utvrđeno da je povezan 

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

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

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

značajno niže vrijednosti neutrofila  (Kruskal Wallis test, P = 0,04) dok u ostalim vrijednostima  

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

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

fibrinogena  ovisno o genotipu  

 Medijan (interkvartilni raspon)  P* 

rs879922 N CC N CG n GG  

Neutrofili 72 5,5 (4,7 – 20,9) 35 4,7 (3,1 – 7,2) 117 5,6 (4,3 – 7,7) 0,04‡ 

Neutrofili (%) 72 67,2 (60 – 80) 35 63 (57 – 71) 117 67 (60 – 78) 0,13 

CRP 72 6,3 (1,9 – 29,3) 35 3,9 (1,5 – 14,7) 117 5,5 (2,4 – 30,3) 0,53 

Fibrinogen 70 4,1 (3,6 – 4,8) 35 4,1 (3,5 – 4,9) 116 4,0 (3,3 – 5,0) 0,83 

*Kruskal Wallis test (post hoc Conover) 
‡na razini P<0,05 značajno se razlikuje CG vs. (CC i GG) 
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Rezultati istraživanja pokazuju da je nađena značajna 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  značajno niže vrijednosti 

neutrofila (Slika 36).                         

 

Slika 36. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija neutrofila (P=0,04) u serumu. 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije neutrofila % (P = 0,13) za polimorfizam rs879922 gena ACE2 (Slika 37).                           

 

Slika 37. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija neutrofila % (P=0,13) u serumu. 
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Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije CRP-a (P = 0,53) za polimorfizam rs879922 gena ACE2 (Slika 38).                               

 

 

Slika 38. SNP rs879922 gena ACE2 i koncentracija CRP-a (P=0,53) u serumu. 

 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađena značajna razlika u vrijednosti serumske 

koncentracije fibrinogena (P = 0,83) za polimorfizam rs879922 gena ACE2 (Slika 39).                               

 

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 genetičkom modelu gena ACE2 i 

vrijednosti općih upalnih biljega – neutrofila, CRP-a i fibrinogena u serumu 

 

     Istraženo je da li u dominantnom genetičkom modelu prisutnost SNP-a rs879922 

gena ACE2 za koji je utvrđeno da je povezan sa rizikom za nastanak KOPB-a utječe na 

koncentraciju neutrofila, CRP-a i fibrinogena u serumu ispitanika. Rezultati su prikazani u 

obliku tablice i slika.  

Rezultati pokazuju da niti u dominantnom genetičkom modelu prisutnost polimorfizma 

rs879922 ne utječe 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 i fibrinogena ovisno o genotipu u dominantnom 

genetičkom modelu SNP-ova gena ACE2  

 
Medijan (interkvartilni raspon) 

Razlika 
95% raspon 

pouzdanosti 
P* 

rs879922 N GG n CC - GC    

Neutrofili 117 
5,6 (4,3 – 

7,7) 
107 

5,4 (4,0 – 

7,6) 
-0,2 -0,8 do 0,5 0,56 

Neutrofili 

(%) 
117 67 (60 – 78) 107 65 (59 – 78) -1,5 -4,8 do 2 0,40 

CRP 117 
5,5 (2,4 – 

30,3) 
107 

5,2 (1,7 – 

23) 
-0,3 -1,8 do 1,1 0,68 

Fibrinogen 116 
4,0 (3,3 – 

5,0) 
105 

4,1 (3,5 – 

4,8) 
0,1 -0,2 do 0,4 0,54 

*Mann Whitney U test 
 

 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti neutrofila  

(P = 0,56) u dominantnom genetičkom modelu polimorfizma rs879922 gena ACE2 (Slika 40). 
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Slika 40. SNP rs879922 gena ACE2 i vrijednost neutrofila  (P = 0,56) u serumu           

 
 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti neutrofila  

(%) (P = 0,40) u dominantnom genetičkom modelu polimorfizma rs879922 gena ACE2 (Slika 

41). 

 

Slika 41. SNP rs879922 gena ACE2 i vrijednost neutrofila (%) (P = 0,40) u serumu 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti CRP-a  (P 

= 0,68) u dominantnom genetičkom modelu polimorfizma rs879922 gena ACE2 (Slika 42). 
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Slika 42. SNP rs879922 gena ACE2 i vrijednost CRP-a (P = 0,68) u serumu 

   

Rezultati istraživanja pokazuju da nije nađeno značajne razlike u vrijednosti fibrinogena  

(P = 0,54) u dominantnom genetičkom modelu polimorfizma rs879922 gena ACE2 (Slika 43). 

 

Slika 43. SNP rs879922 gena ACE2 i vrijednost fibrinogena (P = 0,54) u serumu 

 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

68 
 

4.5.3 Rezultati analize povezanosti testiranih polimorfizama rs2285666 i rs879922 

unutar gena ACE2 sa fenotipskim obilježjima KOPB-a (plućna funkcija) 

 

  Cilj ove analize bio je ispitati povezanost analiziranih polimorfizama sa kliničkim 

karakteristikama ispitanika obzirom da smo za oba testirana polimorfizma utvrdili da su 

povezani s razvojem KOPB-a. Kliničke karakteristike ispitanika ispitivali smo kroz 

objektivizaciju parametara plućne funkcije (FEV1 i FVC) u bolesnika koji boluju od KOPB-a, 

te težinu bolesti prema GOLD stadiju.  

 

4.5.3.1   Rezultati analize povezanosti parametara plućne funkcije (FEV1 i FVC) s 

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

 

U ovome dijelu prikazujemo rezultate istraživanja povezanosti vrijednosti forsiranog 

vitalnog kapaciteta pluća (FVC) i forsiranog izdisajnog volumena u prvoj sekundi (FEV1 %) s 

raspodjelom različitih genotipova dva testirana SNP-a rs2285666 i rs879922 unutar gena ACE2 

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

Rezultati analize pokazuju da heterozigotni nositelji alelne kombinacije CT u polimorfizmu 

rs2285666 imaju značajno niže vrijednosti FVC u odnosu na homozigotnu alelnu kombinaciju 

CC i TT (Kruskal Wallis test, P = 0,005), dok za vrijednosti FEV1 (%) nema značajnih razlika 

prema genotipu (Tablica 14). 

U polimorfizmu rs879922, nositelji heterozigotne kombinacije alela CG imaju značajno 

niže vrijednosti FVC-a (Kruskal Wallis test, P < 0,001) u odnosu na homozigotnu kombinaciju 

CC i GG, dok za vrijednosti FEV1 (%) nema značajnih razlika prema genotipu (Tablica 14). 
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Tablica 14. Vrijednosti parametara plućne funkcije ovisno o genotipu oboljelih od KOPB-a 

 Medijan (interkvartilni raspon)  
P* 

rs2285666 N CC n CT n TT 

FVC 66 
2,36 

(1,72 - 2,98) 
18 

1,87 

(1,25 - 2,28) 
13 

2,52 

(2,09 - 3,23) 
0,005† 

FEV1 (%) 168 
44 

(28,3 - 62) 
33 

35 

(26,95 - 62,1) 
27 

53,6 

(35,5 - 66,7) 
0,12 

rs879922 N CC n CG n GG  

FVC 36 
2,57 

(1,77 - 3,3) 
16 

1,59 

(1,17 - 2,2) 
48 

2,4 

(1,82 - 2,76) 
<0,001‡ 

FEV1 (%) 76 
49,35 

(32,38 - 67,4) 
35 

36,5 

(26,7 - 62,3) 
123 

43,4 

(27,3 - 59,8) 
0,11 

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

 

 

4.5.3.2  Rezultati analize povezanosti težine bolesti prema GOLD klasifikaciji s  

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

U ovome dijelu prikazujemo rezultate istraživanja   povezanosti težine bolesti prema 

GOLD klasifikaciji s raspodjelom različitih genotipova dva testirana SNP-a rs2285666 i 

rs879922 unutar gena ACE2 u skupini bolesnika  s KOPB-om. Rezultati su prikazani u obliku 

tablice. 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nema značajnih razlika u raspodjeli genotipova oba 

testirana polimorfizma rs2285666 i rs879922 unutar gena ACE2  u odnosu na težinu bolesti 

prema GOLD klasifikaciji (Tablica 15).  
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Tablica 15. Raspodjela i učestalost genotipova dva SNP-a gena ACE2 u odnosu na težinu 

bolesti prema GOLD klasifikaciji  

 Genotip [n (%)] prema GOLD klasifikaciji  

P* GOLD 1 

(n = 12) 

GOLD 2  

(n = 83) 

GOLD 3 

(n = 69) 

GOLD 4 

(n = 64) 

Ukupno 

(n = 228) 

rs2285666       

CC 8 (67) 58 (70) 53 (77) 49 (77) 168 (74) 

0,17 CT 2 (17) 11 (13) 7 (10,1) 13 (20) 33 (15) 

TT 2 (17) 14 (17) 9 (13) 2 (3) 27 (12) 

rs879922 (n = 15) (n = 84) (n = 69) (n = 66) (n = 234)  

CC 9 (60) 28 (33) 24 (35) 15 (23) 76 (33) 

0,12 GC 2 (13) 11 (13) 8 (11,6) 14 (21) 35 (15) 

GG 4 (27) 45 (54) 37 (54) 37 (56) 123 (53) 

*2 test 

 

 

4.6 Preživljenje bolesnika s KOPB-om u odnosu na varijante gena ACE2 

 

Cilj ove analize bio je ispitati ukupno preživljenje ciljane skupine ispitanika s KOPB-om. 

Osim ukupnog preživljenja ispitali smo utječe li prisutnost ispitivanih polimorfizama 

rs2285666 i rs879922 gena ACE2 na preživljenje bolesnika koji boluju od KOPB-a. Navedeno 

je istraženo i za dominantni genetički model oba ispitivana polimorfizma rs2285666 i rs879922 

gena ACE2 za koje je utvrđeno da su povezani sa rizikom za nastanak KOPB-a.  

Rezultati istraživanja pokazuju da je ukupno preživljenje bolesnika oboljelih od KOPB-a  

73,4 % s aritmetičkom 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 preživljenje bolesnika s KOPB-om 

 
Umrli Živi Preživljenje  

Aritmetička sredina  

(95% CI) 

Medijan 

(95% CI) 

Ukupno preživljenje 

(mjeseci) 
18 81 73,4 % 284 (251 – 318) - 
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Slika 44. Kaplan – Meierova krivulja ukupnog preživljenja oboljelih od KOPB-a 

Rezultati istraživanja pokazuju da nema značajnih razlika u preživljenju u bolesnika s KOPB-

om, obzirom na prisutnost polimorfizma rs2285666 ACE2 gena. Nisu zabilježene niti razlike 

u preživljenju za alelne kombinacije u dominantnom modelu nasljeđivanja (Tablica 17. i Slike 

45a i 45b). 

 

Tablica 17. Preživljenje bolesnika s KOPB-om u odnosu na prisutnost polimorfizma rs2285666 

rs2285666 Umrli Živi Preživljenje  
Aritmetička sredina  

(95% CI) 

Medijan 

(95% CI) 

Log – rank test 

Preživljenje      

CC 13 56 70,1 % 258 (221 – 296) - 

0,97 CT 3 10 74,0 % 235 (166 – 304) - 

TT 2 13 86,7 % 145 (117 – 172) - 

Preživljenje       

CC 13 56 70,1 % 258/ (221 – 296) - 
0,90 

CT – TT 5 23 72,3 % 246 (199 – 293) - 
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     45a.                                                                       45b. 

 

Slika 45a i 45b. Kaplan – Meierove krivulje preživljenja  s obzirom na prisutnost 

polimorfizma rs2285666 kod podjele na CC/CT-TT (45 a) i na podjelu CC/CC-CT/TT (45 

b) 

 

Rezultati istraživanja pokazuju da nema značajnih razlika u preživljenju u bolesnika s 

KOPB-om, obzirom na prisutnost polimorfizma rs879922 gena ACE2. Nisu zabilježene niti 

razlike u preživljenju za alelne kombinacije u dominantnom modelu nasljeđivanja (Tablica 18. 

i Slika 46a i 46b). 

Tablica 18. Preživljenje bolesnika s KOPB-om u odnosu na prisutnost polimorfizma rs879922 

rs879922 Umrli Živi Preživljenje  
Aritmetička sredina  

(95% CI) 

Medijan 

(95% CI) 

Log – rank test 

Preživljenje      

CC 5 23 70,3 % 190 (156 – 225) - 

0,95 CG 3 11 60,9 % 124 (100 – 148) - 

GG 10 45 76,6 % 290 (249 – 331) - 

Preživljenje       

GG 10 45 76,6 % 290 (249 – 331) - 
0,88 

CG – CC 8 34 64,0 % 183 (151 – 214) - 
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     46a.                                                                        46b. 

 

 

Slika 46a i 46b. Kaplan – Meierove krivulje preživljenja oboljelih od KOPB-a s obzirom 

na prisutnost polimorfizma rs879922 kod podjele na CC/CC-CG/GG (46 a) i na podjelu 

GG/CC-CG (46 b) 
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5. RASPRAVA 

KOPB  je jedna od vodećih kroničnih plućnih bolesti današnjice. Učestalost je u stalnom 

porastu s varijacijama između spolova, različitih zemljopisnih regija, socio-ekonomskog statusa 

(34), a odnedavno je na trećem mjestu ukupne učestalosti od smrtnog ishoda nakon 

cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti. Štetni inhalacijski čimbenici od kojih dominira 

pušački staž u genetski predisponiranih pojedinaca, precipitirat će nastanak bolesti. Kronična 

upala s nakupljanjem proupalnih stanica i citokina u osnovi je patofiziološkog zbivanja. Ima 

značajan utjecaj na kvalitetu života. Unatoč svakodnevnom napretku, terapijske mogućnosti su 

ograničene, mehanizmi koji reguliraju upalu i progresiju bolesti nisu potpuno razjašnjeni. 

Novija istraživanja sugeriraju na genetsku predispoziciju kao mogući čimbenik za nastanak 

različitih fenotipova bolesti. Geni regulatori proupalnih zbivanja svakodnevno se istražuju a 

jedan od potencijalnih je gen ACE2.  Poznat je po regulaciji RAAS-a i imunoloških odgovora, 

te potencijalno ima važnu ulogu u patogenezi KOPB-a (100). Prema dosadašnjim saznanjima 

istoimeni protein ACE2 dio je RAAS kaskade, djeluje kao protuteža svim štetnim učincima 

aktivacije RAAS-a, smanjuje aktivaciju proupalne kaskade i čini ga potencijalnim čuvarom 

pluća. U cilju boljeg razumijevanja etiopatogeneze KOPB-a u ovom smo istraživanju 

pretpostavili da bi proučavanjem polimorfizama gena ACE2 mogli pridonijeti boljem 

razumijevanju genetskih faktora koji moduliraju upalne procese u bolesnika s KOPB-om.  

Istraživanjem u sklopu izrade ove disertacije analizirana je povezanost polimorfizama 

rs2285666 i rs879922 u genu ACE2 sa pojavnošću KOPB-a, sistemskim upalnim odgovorom i 

kliničkim ishodima. Rezultati sugeriraju na značajne razlike u distribuciji genotipova između 

dvije praćene skupine – zdrave kontrolne skupine i bolesnika s KOPB-om. Polimorfizam 

rs2285666 pokazao je značajnu povezanost s KOPB-om, pri čemu je heterozigotna alelna 

kombinacija CT bila učestalija 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 značajnu povezanost 

s KOPB-om samo u superdominantnom modelu nasljeđivanja (GC). Analiza koncentracije 

upalnih biomarkera otkrila je razlike između polimorfizama. Polimorfizam rs2285666 nije 

pokazao značajnu povezanost s citokinima, ali je bio povezan  s povišenim razinama neutrofila 

i CRP-a. Polimorfizam rs879922 pokazao je pozitivnu korelaciju s višim razinama proupalnih 

citokina IL-1β, IL-6, IL-8 i TNF-α te povezanost s neutrofilima. Niti jedan testirani 

polimorfizam nije pokazao značajnu povezanost s plućnom funkcijom (FEV1), niti s 

preživljenjem bolesnika. Navedeno nam sugerira da iako mogu utjecati na upalni odgovor, ne 
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odražavaju nužno progresiju bolesti ili dugoročni klinički ishod. Ekspresijska analiza ACE2 

nije bila moguća zbog niske razine ekspresije u uzorcima.  

Rezultati našeg istraživanja pokazali su statistički značajne razlike između dviju 

ispitivanih skupina, što je u skladu s prethodnim istraživanjima i epidemiološkim podacima o 

KOPB-u. Bolesnici s KOPB-om u pravilu su starije životne dobi, što potvrđuje i naše 

istraživanje. Naši su podaci potvrdili kako su bolesnici s KOPB-om u pravilu starije životne 

dobi, što je očekivano s obzirom na prirodu bolesti koja nastaje kao posljedica dugotrajnog 

izlaganja duhanskom dimu i drugim zagađivačima zraka (179) (180). Zanimljivo, u našem 

uzorku prevladavale su žene, što se razlikuje od tradicionalnog shvaćanja KOPB-a kao bolesti 

koja češće pogađa muškarce, što se dosad pripisivalo učestalijem pušenju među muškarcima. 

Međutim, noviji epidemiološki podaci ukazuju na sve češću pojavnost KOPB-a među ženama, 

osobito u urbanim sredinama i zemljama s visokim dohotkom, kao što je navedeno u najnovijem 

GOLD izvješću za 2025. godinu Važno je napomenuti da se gen ACE2, čiji polimorfizmi čine 

predmet našeg istraživanja, nalazi na kromosomu X. Time postaje relevantno promatrati spolnu 

distribuciju ispitanika, s obzirom na mogućnost različitog fenotipskog izražaja između žena i 

muškaraca. Iako teorijski dvostruki kromosom X kod žena može pružiti zaštitni učinak 

zahvaljujući funkcionalnoj rezervi, epidemiološki podaci ukazuju da su žene zapravo 

osjetljivije na štetno djelovanje duhanskog dima, imaju raniji početak bolesti i brži razvoj 

respiratorne insuficijencije (181)(182). Velika studija koja je obuhvatila 17.139 bolesnika iz 22 

kohorte pokazala je da su žene s KOPB-om bile mlađe, imale manji pušački staž, ali su imale 

učestalije egzacerbacije u usporedbi s muškarcima (183). Budući da samo 20% pušača razvije 

KOPB, jasno je da u etiologiji bolesti sudjeluju i drugi čimbenici. Kod dijela oboljelih, posebice 

nepušača, uzrok ostaje nejasan, što otvara prostor za razmatranje genetskih utjecaja, uključujući 

X-vezano nasljeđivanje i ulogu ACE2 polimorfizama u nastanku bolesti (184). Pušački status 

pokazao se kao ključni čimbenik u našoj studiji. Najviše je bivših pušača, od kojih su značajno 

svi s KOPB-om, dok su nepušači zastupljeniji u kontrolnoj skupini. Pušački status pokazao se 

kao važan čimbenik u našoj studiji. Većinu ispitanika činili su bivši pušači, među kojima su svi 

bolesnici imali dijagnosticiran KOPB. S druge strane, nepušači su bili značajno zastupljeniji u 

kontrolnoj skupini. 

 

Analiza plućne funkcije pokazala je da su bolesnici bili raspoređeni prema stupnjevima 

bolesti sukladno GOLD kriterijima. Najveći broj ispitanika imao je umjereni stupanj 

opstrukcije (GOLD 2), dok su teški i vrlo teški oblici (GOLD 3 i 4) bili prisutni u značajnom 
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postotku. Ovakav raspored odražava tipičnu progresiju bolesti, pri čemu se KOPB često 

dijagnosticira tek u uznapredovaloj fazi. Laboratorijska analiza upalnih parametara, uključujući 

serumske koncentracije proupalnih citokina, neutrofila, CRP-a i fibrinogena, pokazala je širok 

raspon vrijednosti među oboljelima. 

Dosadašnja istraživanja pokazala su da ACE2 ima značajnu ulogu u regulaciji upale u 

organizmu te održavanju homeostaze u plućima. Gen ACE2 zadnjih godina predmet je 

istraživanja zbog svoje uloge u različitim plućnim bolestima, ponajprije COVID 19 bolesti, 

astmi i intersticijskoj bolesti pluća. Uloga gena ACE2 u modulaciji RAAS -a sugerirala je 

moguću ulogu genetskih varijacija unutar gena na razvoj i progresiju KOPB-a. Pregledom 

literature uočili smo da su podaci  o specifičnim polimorfizmima unutar gena ACE2 u KOPB-

u ograničeni. Nismo našli niti jednu studiju koja se bavi navedenima.  Polimorfizam rs2285666 

povezan je s regulacijom ekspresije ACE2 u različitim populacijama, ali podaci o njegovoj 

ulozi u KOPB-u su rijetki. Pretraživanjem literature ciljajući na polimorfizme koji su predmet 

naše studije pronašli smo rezultate koji polimorfizam rs2285666 gena ACE2 povezuju s 

protektivnim učinkom od smrtnosti od teških kardiovaskularnih incidenata u populaciji žena 

(185), rizikom od esencijalne hiperteznije (186) rizikom od dijabetesa tipa 2 i moždanog udara 

u bolesnika sa dijabetesom melitusom tip 2 (187). Naime, dosadašnja istraživanja navode da 

ovaj polimorfizam može utjecati na proces alternativnog spajanja mRNA te na taj način utjecati 

na promjenu razine ekspresije gena ACE2. Istraživanja pokazuju da je alel A povezan sa višim 

vrijednostima ACE2 u serumu zdravih osoba.  Povezuju ovaj polimorfizam s dijabetesom, 

moždanim udarom, koronarnom bolesti i hiperteznijom  (188) (189). Povezuju ga s povećanim 

rizikom od SARS-CoV-2 infekcije i težim oblicima  COVID 19 bolesti, iako su rezultati 

različiti među populacijama (165). Naime, distribucija ovoga polimorfizma varira između 

etničkih skupina, što može objasniti razlike u učestalosti bolesti (175). U našem istraživanju 

polimorfizam rs2285666 iako je pokazao pozitivnu korelaciju s KOPB-om, nije pokazao 

povezanost s proupalnim citokinima ali jest sa koncentracijom neutrofila i CRP-a. Iako je u 

istraživanjima korelirao sa težim ishodom od COVID 19, također nije bilo jasnih dokaza o 

njegovoj izravnoj povezanosti s razinama proupalnih citokina. Navedeno može biti zbog 

složenijih mehanizama koji su u podlozi ili utjecaja okolišnih čimbenika koji moduliraju 

njegovu funkciju. Ovo istraživanje doprinosi novom saznaju o potencijalnoj ulozi u patogenezi 

bolesti. Nasuprot tome, polimorfizam rs879922 koji se u našem istraživanju pokazao povezan 

s KOPB-om, pokazao je i korelaciju s povećanim razinama IL-1β, IL-6, IL-8 i TNF-α. Iako ne 

postoje radovi koji pružaju jasnu povezanost ovog polimorfizma u genu ACE2 s razinama 
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proupalnih citokina naše istraživanje ukazuje na njegovu moguću povezanost s ekspresijom 

proupalnih citokina u bolesnika s KOPB-om što je u skladu s prethodnim studijama koje su 

ukazivale na proinflamatorne učinke ACE2 u određenim kontekstima (190) (191). Dosadašnja 

saznanja navode i dvostruku ulogu ACE2 u kome aktivacija može suprimirati upalnu, dok neki 

polimorfizmi unutar gena mogu dovesti do neravnoteže u RAAS-u pridonoseći kroničnom 

upalnom procesu (192). Ovi rezultati ukazuju da ipak, unatoč do sada naglašavanom 

protektivnom učinku ACE2 zbog svog utjecaja na angiotenzin II signalizaciju u plućima,  

određeni polimorfizmi mogu modulirati upalni odgovor doprinoseći progresiji bolesti. Razlike 

u navedenome mogu biti povezane s genetskom heterogenosti ispitanika, okolišnim 

čimbenicima (pušenje ili zagađenje zraka) ili samim konceptom istraživanja. Nadalje, varijacije 

u učestalosti ovih polimorfizama među etničkim skupinama također mogu također mogu 

pridonijeti razlikama. Rezultati naše studije pokazuju da prisutnost određenog polimorfizma 

određuje citokinski sastav što ukazuje da bi tijek i težina bolesti mogla biti predisponirana 

genetskim zapisom. Do sada prema našim saznanjima ne postoji istraživanje kojim je isto 

navedeno potvrđeno. Ukoliko bi se isto potvrdilo u narednim istraživanjima mogle bi se 

ciljanjem na genetički zapis ipak puno ranije predvidjeti nastanak KOPB-a te ranim 

intervencijama spriječiti nastanak bolesti. Naime, novija istraživanja u liječenju KOPB-a 

temeljena na boljem razumijevanju involviranosti citokina nagovješćuju biološku terapiju u 

liječenju KOPB-a (193). Pretražujući ostale komponente RAAS sustava koje su potencijalno 

uključene u patogenezu KOPB-a nailazimo na radove koji istražuju polimorfizme unutar gena 

ACE te istražuju njihovu poveznicu sa KOPB-om. Dosadašnje studije uglavnom su rađene na 

malom broju uzoraka a rezultati istraživanja su oprečni. Iako neki autori u svojim radovima 

niječu 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 istraživanja. 

  Rezultati istraživanja u sklopu izrade ove disertacije kojima je cilj bio ispitati 

povezanost analiziranih polimorfnih biljega rs2285666 i rs879922 s parametrima plućne 

funkcije u KOPB bolesnika ukazuju da nema statistički značajne razlike prema genotipu za 

razlike u vrijednosti FEV1 (%) i omjer FEV1/FVC (%), odnosno za težinu bolesti prema GOLD 

klasifikaciji. Rezultati ipak ukazuju na razlike u vrijednostima FVC. Heterozigotni nositelji 

alelne kombinacije CT u polimorfizmu rs2285666 imaju značajno niže 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 značajno niže 
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vrijednosti FVC-a (Kruskal Wallis test, P < 0,001) u odnosu na homozigotnu kombinaciju CC 

i GG (Tablica 14). Pretraživanjem literature naišli smo na brojna istraživanja koja su do sada 

potvrdila preko 100 lokusa u genomu povezanih sa plućnom 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 određivanje težine KOPB-a (194)(195)(196)(197) (198) (199) (200) (201) 

(202). Navedena istraživanja uglavnom nisu istraživala lokuse na X kromosomu. Povezanost 

između genetskih lokusa na X kromosomu i rizika od KOPB-a do sada nije u potpunosti 

istražena. Kada se u pretraživanju baziramo na lokuse smještene na X kromosmu kao i lokusi 

koji su predmet našeg istraživanja nailazimo na rezultate istraživanja Haydena  i suradnika koji 

su pronašli korelaciju pojedinih lokusa X kromosoma u bolesnika s KOPB-om sa parametrima 

plućne funkcije (203). Vrijednosti FVC-a također su se pokazale značajnima u korelaciji sa 

KOPB-om u drugim asocijacijskim studijama,  a kriju li se iza alelnih kombinacija sa sniženim 

vrijednostima FVC u našem istraživanju KOPB bolesnici fenotipa emfizema s afekcijom 

intersticija u daljnjem istraživanju moglo bi se istražiti. Dodatna genetska istraživanja s 

uključivanjem gena smještenih na X kromosomu mogla bi doprinijeti boljem razumijevanju 

spolnih razlika u KOPB-u.  

Kao dodatak istraživanju u sklopu izrade ove doktorske disertacije istražili smo 

preživljenje bolesnika s KOPB-om u odnosu na varijante gena ACE2 te prema dobivenim 

rezultatima u našem istraživanju nije nađeno značajnih razlika. Sličnih istraživanja nismo našli 

te nismo mogli niti provesti korelacije. Uspjeli smo pronaći slična istraživanja u bolesnika s 

COVID 19 bolesti. Pozitivna korelacija polimorfizma rs2285666 s preživljenjem u bolesnika s 

COVID 19 bolesti pokazana je u radu iranskih autora u kojemu navode da su pacijenti s 

genotipom ACE2 rs2285666 CC bili izloženi većem riziku od smrti od COVID-19 od TT 

genotipa  (204)što korelira sa rezultatima drugih istraživanja  (205)  (206). Međutim, učinak 

ovog SNP-a na težinu bolesti ili stopu smrtnosti od COVID-19  u radovima Gomeza i Karakasa 

nije pronađen (207)(208). Nevedena razlika može biti povezana s veličinom uzorka ili 

posljedica etničkih razlika između skupina,  no nema dokaza da su polimorfizmi gena ACE2 

izravno povezani s težinom COVID-19 (208). Ukupna istraživana populacija u navedenim 

istraživanjima jest premalena no značajan je podatak o mogućem utjecaju  polimorfizma 

rs2285666 s preživljenjem u bolesnika s COVID 19 bolesti. U konačnici, budući da nismo našli 

radove u kojima je istraživan utjecaj utjecaj polimorfizama gena ACE2 u bolesnika s KOPB-

om, navedeno ostavlja prostora za daljnja istraživanja.   
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 Individualni pristup, traganje za fenotipovima i definiranje gena koji pridonose razvoju 

bolesti mogli bi poboljšati ishode liječenja. Individualna osjetljivost na nokse iz okoline čini se 

da je genetski definirana, a sklonost egzacerbacijama najbolje ilustrira važnost te 

predodređenosti. Ulaganje napora u istraživanje genetske podloge KOPB-a s ciljem ranog 

probira i individualnog pristupa liječenju čini se da bi moglo spriječiti uzlaznu putanju 

morbiditeta od ove bolesti. Naše istraživanje otvara jednu novu ideju kojom genetski faktori 

igraju ulogu u sistemskom upalnom odgovoru u bolesnika s KOPB-om, što bi moglo biti od 

kliničke važnosti. Identifikacija rizičnih genotipova mogla bi biti od pomoći u probiru 

pacijenata podložnih jačem upalnom odgovoru i potencijalno lošijim ishodima. Personalizirani 

pristup liječenju mogao bi omogućiti veću korist od protuupalne terapije  bolesnicima sa 

genotipom u kojemu je uočena povećana razina proupalnih citokina kao što je u našem 

istraživanju polimorfizam rs879922. Odsutnost povezanosti s FEV1 i preživljenjem ukazuje da, 

iako polimorfizmi mogu utjecati na upalni odgovor, nisu nužno  glavni  prediktori progresije 

KOPB-a.  

Kao i svako istraživanje i naša studija ima svoja ograničenja. Obuhvatila je populaciju 

KOPB bolesnika iz jednog respiratornog centra s relativnom malim brojem ispitanika. Iako su 

utvrđene značajne povezanosti potrebno je istraživanje na većem broju ispitanika kako bi se 

potvrdila snaga ovih nalaza. Žene su prednjačile u skupini ispitanika s KOPB-om što bi također 

obzirom na spolne razlike u učestalosti KOPB-a moglo imati utjecat na ovakve rezultate 

istraživanja. Utjecaj okolišnih faktora kao to su pušenje (većina ispitanika s KOPB-om 

uključenih u istraživanje u bivši pušači), komorbiditeti i izloženost zagađivačima nisu u 

potpunosti kontrolirani što može utjecati na rezultate.  Potrebne su daljnje populacijske studije 

kako bi se utvrdilo ima li razlika u rezultatima među različitim etničkim skupinama koje 

obitavaju u različitim zemljopisnim područjima, uključujući profesionalnu i socijalnu 

anamnezu. Naša studija nije uspjela jasno razjasniti razlike u genskoj ekspresiji obzirom da smo 

imali poteškoća sa detekcijom ACE2 proteina. Nastavak ovoga/neko drugo istraživanje moglo 

bi upotpuniti navedene manjkavosti. 

KOPB i dalje ostaje kompleksna bolest koju karakterizira velika klinička varijabilnost i 

nepostojanje jasno definiranih uniformiranih dijagnostičkih kriterija.  Lancetova komisija u 

svom posljednjem izvješću također napominje promišljanje o heterogenosti KOPB-a, 

podsjećaju na potrebu definiranja boljih dijagnostičkih kriterija osim postbronhodilatatorne 

spirometrije za koju kažu da nije osjetljiva na rane patomorfološke promjene, često je pogrešno 

interpretirana te ne predviđa tijek bolesti. Znanstvenici smatraju da je potvrda opstrukcije kao 
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kriterija za dijagnozu bolesti prema sadašnjim preporukama ujedno znak nepovratnosti, a 

ranijim medikamentoznim intervencijama ovo stanje moglo bi se prolongirati. Navode da je 

terapija uniformirana unatoč jasnoj heterogenosti bolesti a ulaganja na svjetskoj razini u  bolje 

razumijevanje patofiziologije bolesti, smanjenje utjecaja štetnih čimbenika i razvoja novih 

terapijskih metoda je nedostatna. Predlažu ispravniju klasifikaciju temeljenu na pet glavnih 

čimbenika rizika; genetike,  događaja u ranoj životnoj dobi (prijevremeni porod, astma u 

djetinjstvu), plućne funkcije, plućnih infekcija (infekcije u dječjoj dobi, KOPB povezan s 

tuberkulozom i HIV-om), izloženosti duhanskim dimu, izloženost zagađenjima iz okoliša 

(209). Rezultati naše studije nose neke nove ideje za buduća istraživanja u ovome području. 

Analiza dodatnih  polimorfizama unutar gena ACE2 provođenjem većih genetskih studija 

mogla bi dati bolju sliku o genetskoj podlozi KOPB-a.   Nastavak istraživanja kroz funkcionalne 

studije  mogao bi istražiti kako polimorfizmi rs2285666 i rs879922 utječu na ekspresiju i 

funkciju ACE2 i  plućima.  Potencijalna upotreba genetskih biomarkera i personalizirana 

terapija u predviđanju odgovora na  protuupalnu terapiju mogla bi poboljšati kliničke ishode  

pacijenata s KOPB-om.  

Navedeno istraživanje pruža nove dokaze o ulozi polimorfizama gena ACE2    u patogenezi 

KOPB-a, ponajprije kroz regulaciju sistemskog upalnog odgovora. 
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6. ZAKLJUČCI 

 

1. Rezultati analize povezanosti pokazali su da postoji pozitivna korelacija (povezanost) 

ispitivanih genotipova rs2285666 i rs879922 gena ACE2  sa  ispitivanim skupinama 

(KOPB vs. ZDRAVI). 

2. Analize razine ekspresije ACE2 i korelacije s genotipom nisu bile provedive obzirom 

na nisku razinu ekspresije ACE2 u PBMCs. 

3. Rezultati analize povezanosti pokazali su da postoji pozitivna korelacija genotipa 

rs879922 s koncentracijom proupalnih citokina IL - 1ß, IL – 6, IL – 8 i TNFα. 

4. Rezultati analiza povezanosti pokazali su da postoji pozitivna korelacija testiranih  

genotipova s općim upalnim biljezima - neutrofili i CRP. 

5. Rezultati analiza povezanosti nisu pokazali korelaciju testiranih genotipova s vrijednosti 

FEV1, no jesu u vrijednostima FVC-a. 

6. Rezultati analiza povezanosti nisu pokazali korelaciju testiranih genotipova s 

preživljenjem bolesnika s KOPB-om.  
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8. SAŽETAK 

Usprkos velikom napretku u smanjenju globalnog utjecaja nezaraznih bolesti uključujući 

kardiovaskularne, cerebrovaskularne bolesti i neoplazme, pojavnost i smrtnost od kronične 

opstruktivne bolesti pluća (KOPB) i dalje bilježi porast. KOPB je progresivna kronična upalna 

bolest obilježena ireverzibilnom opstrukcijom protoka zraka s kompleksnim interakcijama 

genetskih i okolišnih čimbenika. Unatoč prepoznatim vanjskim rizičnim čimbenicima poput 

pušenja i izloženosti štetnim česticama, bolest se razvija samo u manjem postotku izloženih 

osoba, što upućuje na ulogu genetske predispozicije. Angiotenzin-konvertirajući enzim 2 

(ACE2) kodiran istoimenom genom, kao dio renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava 

(RAAS) povezan je s promjenom aktivnosti upalnih procesa u organizmu. Obzirom da je upala 

u osnovi patogeneze KOPB-a, željeli smo ispitati je li se prisutnost pojedinih polimorfizama 

smještenih u genu ACE2 može povezati s mehanizmom nastanka i razvoja bolesti. 

Pretraživanjem baze podataka odabrali smo dva polimorfizma smještena unutar gena ACE2, 

rs2285666 i rs879922. Odabrani su funkcionalni jednonukleotidni polimorfizmi (SNP) koji su 

dovoljno zastupljeni u populaciji (MAF>1%), a obzirom na epigenetske faktore mogu utjecati 

na razinu ekspresije gena/proteina ili funkcionalnost proteina, odnosno nastanak i tijek bolesti. 

Obzirom na činjenicu da je regulacija aktivnosti gena/proteina ACE2 povezana s promjenom 

aktivnosti upalnih procesa, a neregulirana upala ima značajnu ulogu u etiopatogenezi KOPB-a, 

željeli smo ispitati postoji li povezanost polimorfnih biljega smještenih u genu ACE2 s 

nastankom i razvojem KOPB-a te ispitati njihov utjecaj na ekspresiju gena ACE2. Cilj ovoga 

istraživanja bio je doprinijeti boljem razumijevanju do sada neistražene uloge gena ACE2 u 

molekularnim mehanizmima uključenima u razvoj i progresiju KOPB-a. Ispitana je distribucija 

i učestalost jednonukleotidnih polimorfizama rs2285666 i rs879922 u bolesnika s KOPB-om i 

zdravim ispitanicima te njihova povezanost s upalnim biomarkerima, plućnom funkcijom i 

kliničkim ishodima. Studija je obuhvatila pacijente s KOPB-om i zdravu kontrolnu skupinu. 

Molekularna analiza tj. genotipizacija rs2285666 i rs879922 je provedena metodom lančane 

reakcije polimerazom (PCR) korištenjem TaqMan proba. Određivanje ekspresije gena ACE2 

provedeno je metodom reverzne transkripcije i PCR-a u stvarnom vremenu (RT-qPCR). Razina 

sistemske upale procijenjena je određivanjem koncentracije IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8 i TNF-α 

uz pomoć protutijela metodom ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay), a 

koncentracija upalnih biomarkera (neutrofila, C-reaktivnog proteina i fibrinogena) 

određivanjem standardnim analizatorima iz uzoraka periferne krvi. Klinički parametri 

uključivali su opće demografske podatke, pušački status, nalaze funkcionalne obrade pluća, 
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stadij bolesti po GOLD klasifikaciji i petogodišnje preživljenje. Istraživanjem je pronađena 

razlika u povezanosti oba polimorfizma s KOPB-om. Unutar polimorfizma rs228566 značajno 

je učestalija heterozigotna alelna kombinacija CT u bolesnika s KOPB-om, usporedno sa 

skupinom zdravih ispitanika. Utvrđena je također statistički značajna razlika u učestalosti i 

razdiobi genotipova kako u dominantnom (CT-TT) tako i superdominantnom modelu (CT) 

doprinoseći riziku za KOPB od 1,06-5,5 puta ovisno o genetičkom modelu nasljeđivanja. 

Unutar polimorfizma rs879922 utvrđena je statistički značajna razlika u učestalosti i razdiobi 

genotipa samo u superdominantnom (GC) genetičkom modelu. Nije bilo značajnih razlika u 

vrijednostima proupalnih citokina za polimorfizam rs2285666, dok su vrijednosti proupalnih 

citokina IL-1β, IL-6, IL-8 i TNF-α pozitivno korelirale s polimorfizmom rs879922. Nađena je 

značajna razlika u vrijednostima neutrofila i CRP unutar polimorfizma rs2285666, a za 

polimorfizam rs879922 pozitivna korelacija pronađena je samo za vrijednost neutrofila. Unatoč 

razlikama u upalnim markerima nije pronađena značajna korelacija testiranih polimorfizama s 

FEV1 niti s preživljenjem pacijenata. Analize ekspresije ACE2 nisu bile provedive zbog niske 

razine ekspresije  u analiziranim uzorcima. Ovo istraživanje potvrđuje povezanost 

polimorfizama rs228566 i rs879922 s upalnim odgovorom u bolesnika s KOPB-om, osobito 

kroz korelaciju s proupalnim citokinima i sistemskim upalnim markerima. Ovi rezultati upućuju 

na mogući utjecaj genetskih varijacija ACE2 na upalne procese u KOPB-u, ali su potrebna 

daljnja istraživanja 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. COPD 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/ >1%) and can, considering the 

epigenetic factors, influence the level of the gene/protein expression or protein functionality, 

i.e., the occurrence and course of the disease. Since regulation of the ACE2 gene/protein activity 

is associated with altered inflammatory process activity, and unregulated inflammation has a 

prominent role in the pathogenesis 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 COPD, 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 TaqMan 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-1α, IL-1β, 

IL-6, IL-8 and tumour necrosis factor-alpha (TNF-α) 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 of inheritance. 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-1β, IL-6, IL-8 and TNF-α cytokines yielded positive correlation 

with the rs879922 polymorphism. There was a significant difference in the neutrophil and CRP 

levels within the rs2285666 polymorphism, whereas in the rs879922 polymorphism positive 

correlation was only recorded for neutrophil level. Despite differences recorded in the levels of 

inflammatory markers, there was no significant correlation of the tested polymorphisms with 

forced expiratory volume (FEV1) or patient survival. Analysis of ACE2 expression could not 

be analysed due to the low level of expression in analytical samples. This study confirmed the 

association of rs2285666 and rs879922 polymorphisms with inflammatory response in COPD 

patients, especially through correlation with proinflammatory cytokines and systemic 

inflammatory markers. 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. 

 

 

 

 

 

 

 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

101 
 

10. PRILOZI 

 

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

 

mMRC                                                      Simptomi 

Stupanj                 Nedostatak zraka nije prisutan (osim u ekstremnom opterećenju) 

0 

Stupanj                 Nedostatak zraka pri penjanju uzbrdicom 

1 

Stupanj                 Nedostatak zraka pri hodu po ravnom, sporiji od vršnjaka 

2 

Stupanj                 Nedostatak zraka nakon manje od 100 m ili par minuta, radi čega moraju stati 

3       

Stupanj                 Nedostatak zraka pri minimalnom naporu, npr. odijevanju, stoga ne mogu 

4                           izlaziti iz kuće 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ocje
na

 ra
da

 

u t
ije

ku

102 
 

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

  

Za svaku tvrdnju navedenu ispod, označite (znakom X) kućicu koja Vas trenutno  

najbolje opisuje. Pazite da za svako pitanje odaberete samo jedan odgovor  

  

CAT upitnik  

 Nikada ne kašljem                            0  1  2  3  4  5          stalno kašljem  

Uopće nemam sekreta(sluzi)            0  1  2  3  4  5          moja su pluća u cijelosti  

u plućima                                                                           puna sekreta (sluzi)                                                                                                                

                                                                       

Uopće ne osjećam stezanje u            0  1  2  3  4  5         Osjećam jako stezanje u  

prsnom košu                                                                     prsnom košu  

  

Kada se penjem uzbrdo ili po           0  1  2  3  4  5         Kada se penjem uzbrdo ili po   

stepenicama ne nedostaje mi                                           stepenicama jako mi nedostaje zraka                                                                                 

zraka  

                                                                                            

Nisam ograničen/ograničena u          0  1  2  3  4  5       Vrlo sam ograničen/ograničena     

obavljanju bilo kojih kućanskih                                      u obavljanju kućanskih                                    

aktivnosti                                                                         aktivnosti  

  

S povjerenjem izlazim iz kuće          0  1  2  3  4  5        Uopće nemam povjerenja kad  

bez obzira na svoju plućnu bolest                                   izlazim iz kuće zbog svoje   

                                                                                         plućne bolesti                                                                                     

                        

Čvrsto spavam                                   0  1  2  3  4  5        Ne spavam čvrsto zbog svoje  

                                                                                         plućne bolesti                                                      

  

Imam puno energije                          0  1  2  3  4  5         Uopće nemam energije   

  

  

Rezultat se iskazuje kao zbroj bodova svih odgovora 
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