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POPIS SKRACENICA i AKRONIMA

99mTc SPECT — engl. Technetium-99m single-photon emission computerized tomography

Aktl — engl. Protein kinase B

GCS-F- engl. Granulocyte-colony stimulating factor

IL-10—engl. Interleukin 10

IL-2— engl. Interleukin 2

IL-4 — engl. Interleukin 4

IL-5— engl. Interleukin 5

JAK?2- engl. Janus kinase 2

JAK2/STAT3 — engl. Janus kinase 2/signal transducer and activator of transcription

LPS-engl. Lipopolysaccharide

p-Aktl- engl. phosphorylated Protein kinase B

PI3k/Akt- engl. phosphatidylinositol 3-kinase/ protein kinase B

p-JAK2- engl. phosphorylated Janus kinase 2

p-STAT3- engl. phosphorylated Signal transducer and activator of transcription

STAT3-engl. signal transducer and activator of transcription

TNF-o- engl. tumor necrosis factor alpha
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1. UvOD

G-CSF je faktor rasta koji stimulira proliferaciju i maturaciju neutrofila te pospjesuje njihov
prelazak iz koStane srzi u krv. Posreduje svoje uinke vezanjem na jedan homodimerni
receptor, G-CSFR. Koncentracije G-CSF-a u plazmi obi¢no su niske, ali brzo rastu kao
odgovor na infekciju i nakon toga opadaju s oporavkom. Mnoga tkiva mogu proizvoditi G-
CSF kada su prikladno stimulirana, uz pomo¢ medijatora upale kao Sto su lipopolisaharid,
faktor tumorske nekroze , faktor rasta vaskularnog endotela, interleukin-17 i interleukin-1
koji induciraju ekspresiju u endotelnim stanicama, makrofagima, epitelnim stanicama i
fibroblastima. Oslobadanje G-CSF u krvotok od strane tkiva stimulira proizvodnju neutrofila
unutar ko$tane srzi i mobilizaciju iz koStane srzi. Nadalje, lokalno proizvedeni G-CSF unutar
tkiva takoder utjeCe na funkciju neutrofila na mjestu infekcije. G-CSF moze inhibirati

apoptozu neutrofila, povecavajuéi prezivljavanje unutar inficiranih tkiva.

Njegovo genericko ime je filgastrim i koristi se u klni¢koj praksi od 1991. godine. U
klinickoj praksi ima uske terapijske indikacije: febrilna neutropenija, pacijenti koji primaju
mijeloablativnu terapiju prije presadivanja koStane srzi, dodatak uz citotoksi¢nu
kemoterapiju, kongenitalna neutropenija i perzistentna neutropenija u pacijenata oboljelih od
HIV infekcije. Druge ekeperimentalne indikacije su razvijene na temelju animalnih modela u

kojima je G-CSF pokazao pozitivan ucinak.



2. INFEKTIVNA STANJA BEZ NEUTROPENIJE

2.1. Animalni modeli

G-CSF pospjesuje maturaciju neutrofila koji igraju klju¢nu ulogu u antimikrobnom
djelovanju, zato je predlozen sinergisticki model djelovanja antibiotika s G-CSF-om. Mnogi
ne-neutropenijski animalni modeli infekcije su pokazali povoljan uéinak G-CSF-a u

suzbijanju infekcije i sepse.

Ve¢ 1990. godine prva studija na novorodenim Stakorima demonstrira uspjesnost G-CSF-a u
modelu sepse (1). U odraslim S$takorima, G-CSF je smanjio smrtnost od pneumonije
uzrokovane gram-negativnim bakterijama, ukljucujuéi i Klebsiellu pneumoniae, kod Zivotinja
koje su dobivale etanol kako bi se smanjila u¢inkovitost neutrofila i kod Zivotinja koje su
splenektomirane da bi postale osjetljivije na aerosolni test s pneumokokom (2,3,4). Sli¢no,
pokazalo se da je primjena G-CSF-a uspjesna kao dodatak antimikrobnoj terapiji u lijeCenju
infekcije uzrokovane Pseudomonas aeruginosa u modelu opekline, intramuskularne infekcije
i hemoragi¢nog Soka (5,6). U pse¢em modelu, u kojem je ugrusak zarazen Escherichiom coli
postavljen intraperitonealno, pokazalo se da primjena G-CSF-a poboljsava prezivljavanje i
infekciju kardiovaskularnog sustava. U drugom modelu intraperitonealne infekcije,
podvezivanjem cekalnog crijeva u Stakora, pokazalo se da G-CSF povecava preZivljenje vise

nego u skupini kontrolnih Zivotinja (7).

Znacaj ovih studija za ljude sugerira ex vivo studija stimuliranog oslobadanja proupalnih
citokina i inhibitora protuupalnih citokina u krvi dobivenoj od zdravih dobrovoljaca koji su
primili jednu ili dvije dnevne doze G-CSF ili placeba. Kod skupine koja je primila G-CSF
smanjena je proizvodnja TNF-a iz leukocita u krvi kao odgovor na razne podrazaje,
ukljucujuc¢i bakterijski LPS, u usporedbi sa skupinom koja je primala placebo. Suprotno

tome, otpustanje topljivih TNF receptora i1 proteina antagonista IL-1 receptora pojacano je



primjenom G-CSF. Istraziva¢i su zakljuéili da terapija G-CSF moze potaknuti sistemski
protuupalni odgovor tijekom infekcije ili drugih upalnih stanja (8). U drugom slicnom
istrazivanju, zdravi ispitanici su primili 4 ng/kg LPS-a, $to je uzrokovalo groznicu i
neutropeniju. Prethodni tretman s G-CSF-om povecao je broj neutrofila, kao i razine

inhibitora LPS-a dobivenog iz neutrofila, proteina inhibitora propusnosti bakterija (9).

Podatci istrazivanja ne-neutropeni¢nih zivotinjskih modela akutne bakterijske infekcije
podrzavaju zaStitnu ulogu G-CSF-a, za koju se temeljem dosadasnjih istrazivanja
pretpostavlja da ima ucinke od uniStavanja mikroorganizama do smanjenja regulacije nekih
Stetnih aspekata sistemskog upalnog odgovora. Studije ucinaka G-CSF-a na primjenu
endotoksina kod ljudi podrzale su njegovu sigurnost, kao i njegovu sposobnost da blokira

neke od u¢inaka LPS-a, vjerojatno kroz modifikaciju odgovora citokina.

2.2. MEHANIZAM DJELOVANJA

Primjena G-CSF-a kod ne-neutropeni¢ne bakterijske infekcije temelji se na tri moguca
mehanizma djelovanja: pojacana kemotaksija i aktivnost ubijanja bakterija(10);
imunomodulacija citokinskog odgovora u sepsi i poveéanje intracelularnog unosa

antibiotika(11,12).

2.3. Klini¢ka upotreba

2.3.1. Pneumonija

Velik udio smrtnosti uzrokovan upalom pluca povezan je sa sepsom, za koju se smatra da
predstavlja stanje nekontrolirane upale. G-CSF moze se koristiti kao dodatak antibioticima u

lijeenju bakterijske pneumonije u odraslih osoba bez neutropenije. Imunomodulacija ovog



odgovora, koriStenjem fizioloskih doza kortikosteroida i rekombinantnog aktiviranog

proteina C, povezana je s pobolj$anim ishodima(13,14).

Prva studija ukljucuje pacijente s vanbolni¢kom multilobarnom upalom pluca, buduc¢i da su
prethodna ispitivanja sugerirala da bi ova skupina, prepoznata kao skupina s ve¢im rizikom
od smrtnosti, mogla imati koristi od G-CSF-a. lako rezultati nisu pokazali statisticki znac¢ajnu
razliku smrtnosti, u podgrupi ispitanika oboljelih od pneumokokne pneumonije smrtnost je

bila manja u odnosu na kontrolnu skupinu (15).

Sigurnosno testiranje provedeno je na malom broju pacijenata oboljelih od pneumonije sa
znakovima sepse. lako je ishod sepse multifaktorijalan, G-CSF je pokazao smanjenje broja

bakterija u sputumu uz povecanje broja neutrofila (16).

Nakon sigurnosne analize prethodne studije, velika studija procijenila je uc¢inak G-CSF-a u
bolesnika s teskom sepsom i upalom pluca koji zahtijevaju prijem na intenzivnu njegu. Nisu
iskljuceni bolesnici s neutropenijom i oni koji su primali kemoterapiju. U ovom istrazivanju

G-CSF se pokazao siguran bez znac¢ajnog utjecaja na smrtnost (17).

Studija G-CSF-a u bolesnika s teSkom sepsom i pneumonijom zbog sumnje na melioidozu
(tropska infekcija uzrokovana Burkholderiom pseudomallei) provedena je na Tajlandu. Od 60
ukljucenih pacijenata, njih 36 je imalo upalu plu¢a. G-CSF nije bio povezan s redukcijom
mortaliteta u onih s melioidozom ili onih s upalom plu¢a. Primarna mjera ishoda bila je 28-
dnevna smrtnost. Zbog kratkog prezivljenja pacijenata u ovoj studiji, nuspojave se nisu mogle
pripisati lijeCenju (18).

-----

Streptococcus pneumoniae. U studijama pacijenata sa septi¢kim Sokom, postojao je veci udio
Staphylococcusa aureusa u usporedbi s Haemophilusom influenzae, $to odrazava tezu bolest

koja prati infekciju S. aureusom.



2.4. Uéinkovitost

Ova interpretacija rezultata sugerira da G-CSF moze biti povezan s blagim smanjenjem
mortaliteta, ali postoji znatna nesigurnost s rasponom ishoda od 48% smanjenja mortaliteta
do 27% poveéanja mortaliteta. Negativan ili nedefiniran ishod studija, u odnosu na animalne
modele, moze imati nekoliko razloga: lose postavljene hipoteze, neadekvatno doziranje,

neprikladan dizajn studije ili neuspjeSna provedba.

3. DIJABETICKO STOPALO

Infekcije stopala u osoba s dijabetesom tesko se lijece, a terapijski neuspjeh ¢esto dovodi do
amputacije donjih ekstremiteta (19). Gotovo sve inficirane lezije stopala zahtijevaju
antibiotsku terapiju, ali prodor antibiotika do inficiranog mekog tkiva i kosti moze biti
neadekvatan uz rast rezistencije na antibiotike. Ove infekcije takoder mogu biti refraktorne na
lijeCenje zbog neodgovarajuceg kirurSkog debridmana, neoptimalne skrbi za ranu ili teske
ishemije ekstremiteta. Nadalje, dijabetes je povezan s imunoloskim nedostacima, ukljucujuci
abnormalnu kemotaksiju i fagocitozu neutrofila. Ovi ¢imbenici pomazu objasniti prijavljene

stope klini¢kog neuspjeha od 20% do 30% pri lijeenju infekcija dijabeti¢kog stopala (20).

Kod osoba s dijabetesom u klinickoj praksi koriStene su dvije vrste faktora rasta: trombocitni
faktori rasta i G-CSF. Medutim, ova dva ¢imbenika rasta su bioloski razli¢ita i imaju vrlo
razli¢ite klinicke uloge: G-CSF se koristi za lijeenje infekcija, a trombocitni ¢imbenici rasta
za zacjeljivanje rana. Iako su potencijalno povezani (inficirane rane obi¢no ne zacjeljuju dok
ne dode do rezolucije infekcije, a otvorena rana je u opasnosti od infekcije), oni imaju
razliGite patofizioloske puteve i imaju vrlo razlidite pristupe lije¢enju. Stovise, G-CSF se
obi¢no ubrizgava (supkutano, intramuskularno ili intravenozno) i rijetko se primjenjuje

lokalno, dok se faktori rasta dobiveni iz trombocita primjenjuju izravno na povrsinu rane.



Rezultati meta analize pet studija pokazali su da nema dokaza da lije¢enje G-CSF pomaze u
lijeCenju infekcije ili poboljSanju cijeljenja ulkusa stopala u osoba s dijabetesom, medutim
nedostaje veéi broj ispitanika kako bi se procijenila korisnost terapije. U ovome istrazivanju
G-CSF je pokazao i druge pozitivne ucinke. Nije iznenadujuce da je G-CSF povecao broj
leukocita u svakoj od studija u kojima je to ispitivano. Sto je jo§ vaznije, G-CSF terapija bila
je povezana s velikim i statisticki zna¢ajnim smanjenjem amputacije donjih ekstremiteta, kao
1 drugih kirurskih intervencija povezanih s infekcijom stopala. Ovo su najozbiljnije 1
najskuplje posljedice infekcija dijabetickog stopala te bi smanjenje tih dogadaja bilo od

velike Kkoristi i za pacijente i za zdravstveni sustav (21).

3.1. Uéinkovitost

Patofiziologija, mikrobiologija i lijeGenje dijabetickog stopala su slozene (22). lako ima
nekoliko razloga povecane osjetljivosti na infekcije u osoba s dijabetesom, neodgovarajuci
odgovor neutrofila smatra se jednim od vaznijih uzroka. G-CSF povecava oslobadanje
neutrofila iz koStane srzi i poboljSava funkcije neutrofila, no ipak najpozitivniji rezultati koji
su uoceni U G-CSF studijama odnosili su se na smanjenje ucestalosti amputacije i drugih
kirurskih intervencija, a ne na ishode vezane uz status infekcije, Sto sugerira da bi G-CSF bio
prikladna intervencija u bolesnika s infekcijama kojima prijeti amputacija. Na mnoga pitanja
0 primjeni G-CSF-a u lije¢enju infekcije dijabetickog stopala tek treba dati odgovor. Klinicka
heterogenost u ispitivanoj populaciji postavlja pitanje o tome koja podskupina bolesnika
moze imati najviSe koristi od terapije G-CSF-om. S obzirom na nizu stopu amputacije,
dostupni podaci podrzavaju primjenu G-CSF-a koja je najprikladnija u bolesnika s
infekcijama kojima prijeti amputacija. Medutim, buduce studije bi trebale dati specifi¢ne

informacije o djelotvornosti G-CSF na temelju tezine bolesti.



4. ZATAJIVANJE SRCA

4.1 Animalni modeli

Uzimajuci u obzir proucavanje uc¢inka G-CSF na mitohondrije kardiomiocita, provedena je
studija na osam tjedana starim muzjacima miSeva u kojima je doksorubicin ubrizgan 6 puta
tijekom 2 tjedna, nakon Cega je uslijedila primjena G-CSF tijekom 5 kontinuiranih dana.
Terapijske doze doksorubicina izazivaju nepromjenjivu proSirenu kardiomiopatiju pracenu
nekrozom miokarda i teSkim zatajenjem srca. lako je ubrizgavanje blagih doza doksorubicina
in vivo rezultiralo dezorganizacijom mitohondrija u kardiomiocitima i dijastolickom
disfunkcijom, tipi¢ne karakteristike kardiomiopatije nisu se pojavile. Ova studija je pokazala
da se poboljsanje mitohondrijske funkcije kardiomiocita i hemodinamske funkcije srca moze

posti¢i primjenom G-CSF-a 0sobito u ranoj fazi sr¢anog ostecenja (23).

Druga studija je provedena na 24 kunica koji su bolovali od zatajenja srca. Kuniéi su primali
G-CSF 17+4 dana. Terapija G-CSF-om utjecala je na arteriogenezu i angiogenezu §to je
dovelo do poboljsanja kontraktilnosti miokarda i usporilo razvoj disfunkcije lijevog
ventrikula u kuni¢a s neishemi¢nim zatajenjem srca. Suprotno tome, dugotrajno lijecenje G-
CSF-om dovelo je do povecane pojave ventrikularne tahiaritmije. Navedeno istaZivanje
naglaSava kako odabir citokina u lijeCenju zatajenja srca zahtijeva precizno pracenje rada srca

s ciljem prevencije repolarizacije miokarda (24).

U procjenu uc¢inkovitosti G-CSF-a u kardiovaskularnim bolestima uzrokovanim prehranom s
visokim udjelom masnoca povezanim s pretilo$¢u i dijabetesom melitusom tipa 2 ukljuceni
su 20 tjedana stari muzjaci kunica. 1zazvana im je pretilost tako $to su prehranjeni tijekom 36
tjedana. Nakon razdoblja hranjenja, kuni¢i su pretrpjeli znacajne src¢ane ozljede kao $to su
fibroza i smanjen kardiopulmonalni kapacitet te su bili podvrgnuti terapiji G-CSF-om

tijekom pet dana. Ovaj protokol je ponovljen tri puta s vremenskim intervalom od sedam



dana. Nakon terapije G-CSF-om, uoc¢eno je nekoliko pozitivnih u¢inaka, kao $to su smanjenje
sréane fibroze, smanjenje razine inzulina, poboljSanje kardiopulmonalnog kapaciteta, ubrzano
smanjenje tjelesne tezine i reverzibilne sr€ane promjene. Stoga se ¢ini da je G-CSF zastitni
agens za kardiomiocite u sprjecavanju hipertrofije uz moguénost oporavka od dijabeticke

kardiomiopatije (25).

U pokusaju da se utvrdi ucinak G-CSF-a na zastitu od zatajenja srca, miSevima je induciran
sr€ani udar. Podijeljeni su u tri razlicite skupine kako bi se primijenila tri razli¢ita protokola
primjene G-CSF-a. Prvi protokol ukljucivao je primjenu G-CSF-a s manjim dozama i duljim
intervalom. Sréani udar je induciran u 46 miseva i nakon 12 tjedana, od kojih su 24 misa
preziviela. Prezivjeli miSevi su podijeljeni u dvije skupine nakon ispitivanja
ehokardiografskih parametara. Jedna skupina primala je supkutani G-CSF tokom cetiri
uzastopna tjedna. Druga skupina je primila jednaku koli¢inu fizioloSke otopine. Drugi
protokol je napravljen za procjenu odgodenih u¢inaka G-CSF-a nakon dugotrajne terapije G-
CSF-om cak i nakon prekida lijeCenja. Sr¢ani udar izazvan je u 36 miSeva, od kojih je 20
miseva prezivjelo nakon osam tjedana. Procijenjeni su ehokardiografski parametri te su
prezivijeli miSevi razdvojeni u dvije skupine. Istom metodom spomenutom u prvom
protokolu, G-CSF i fizioloSka otopina su ubrizgavani tijekom dva tjedna. Treé¢i protokol
usmjeren je na procjenu ucinka G-CSF-a na indukciju regeneracije miokarda stanicama
kostane srzi. Sréani udar induciran je je u 15 miseva. Dvanaest tjedana kasnije, 9 miseva je
prezivjelo 1 primijenjen je G-CSF ili fizioloska otopina. Razdoblje terapije je bilo Cetiri tjedna
s istim protokolom koji je gore spomenut. Nakon Sesnaest tjedana, rezultati su pokazali G-
CSF stimuliranu ekspresiju receptora za G-CSF u ozlijedenom miokardu s pozitivnom
povratnom spregom ovisnom o sebi (autoindukcija). Poznato je da infarktna mi$ja srca
eksprimiraju receptore za G-CSF endogeno. Terapija G-CSF-om smanjila je fibrozu srca i

hipertrofirane prezivjele kardiomiocite. Drugi rezultat ove studije bio je postojanje stanica



dobivenih iz koStane srzi u srcima sa oziljkom od src¢anog udara koje su sadrzavale mali broj
stanica sli¢nih fibroblastima i leukocita bez kardiomiocita i vaskularnih stanica. Zakljuceno je
da G-CSF nije razlog njihove prisutnosti. Ovaj nalaz ukazuje da G-CSF neznatno pridonosi
regeneraciji miokarda nakon starog infarkta. Ipak, nije moguce iskljuciti moguénost da je
ranije bio prisutan odredeni broj kardiomiocita dobivenih iz kostane srzi. Primjetno je da su

tijekom primjene G-CSF-a njegovi ucinci na sréanu funkciju trajali najmanje dva tjedna (26).

Provedeno je jos$ jedno istrazivanje kako bi se pokazalo djelovanje G-CSF-a na morfoloski i
fizioloski oporavak u ozlijedenim srcima. Ozljeda srca uzrokovana je izoproterenolom.
Ozljeda srca specificirana je hipertrofijom ventrikula, fibrozom srca te povisenim srednjim
arterijskim tlakom i frekvencijom pulsa. G-CSF je zalije¢io sranu ozljedu vjerojatno
mehanizmom regrutacije stanica iz kostane srzi u krv. Terapija G-CSF-om dovela je do
regresije sréane fibroze u odsutnosti slabljenja hipertrofije ili poboljSanja hemodinamskih
parametara. U svrhu utvrdivanja uloge mobiliziranih stanica u reparaciji srca, mobilizirane
matiCne stanice iz jedne skupine zdravih miSeva su uzete 1 prebacene u drugu skupinu koja je
pretrpjela sréanu ozljedu. Rezultati su pokazali isti ishod kao i kod primjene G-CSF-a. Osim
toga, inokulacija je brze stabilizirala arterijski tlak. Ovi rezultati pokazuju da su stanice bez

ovisnosti 0 G-CSF-u odgovorne za rekonstrukciju oste¢enog srca (27).

Druga studija provedena je na 45 muzjaka Stakora otrovanih ugljikovim monoksidom tijekom
Sezdeset minuta u dozi od 3000 ppm kako bi se inducirala sréana ishemija. Nakon procesa
trovanja, Stakori su odmah podvrgnuti terapiji G-CSF-om tijekom pet kontinuiranih dana.
Kako bi se ustanovilo da li se proteini eksprimiraju nakon primitka G-CSF-a, napravljena je
Western blot analiza. Ovi proteini su ukljuéivali JAK2, p-JAK2, STATS3, p-STAT3, Aktl i p-

Aktl. G-CSF stiti sr¢ane miocite nakon ishemije/reperfuzije Aktl fosforilacijom (28).



Nakon izlaganja ugljicnom monoksidu slijedi apoptoza kardiomiocita Stakora. Rezultati su
pokazali da je evidentno sudjelovanje JAK2/STAT3 i PI3k/Akt u prevenciji apoptoze u
sr¢anim miocitima Stakora. Analiza rezultata pokazala je da G-CSF povecava fosforilirani
oblik Aktl, JAK2 i STAT 3 bez promjene ukupne koli¢ine navedenih proteina. Drugim
rijeCima, G-CSF terapija dovela je do zaStite srca zbog svog ulinka na poveéanje
fosforiliranih proteina. Osim toga, G-CSF smanjuje transkripciju proteina koji induciraju
apoptozu kao $to su Bad i kaspaza 3 (29). Ocekuje se da ¢e nakon infarkta miokarda otprilike
polovica svih pacijenata razviti kroni¢no zatajenje srca (30). Sukladno tome, G-CSF bi trebao

poboljsati funkciju kroni¢nog zatajenja srca.

4.2 Mehanizam djelovanja

Toc¢an mehanizam djelovanja G-CSF-a nije u potpunosti razjasnjen. Mobilizacija mati¢nih
stanica kostane srzi i njihov dolazak u o$te¢eni miokard je najrazjas$njeniji mehanizam.
Takoder, predlozeno je da G-CSF ubrzava proces ozdravljenja poticanjem faktora rasta i
smanjenjem rane ekspanzije ventrikula nakon infarkta miokarda kroz talozenje kolagena u
ozljedenom podruéju (31). Nadalje, kroz aktivaciju specifi¢nih receptora u srcu, G-CSF moze
poboljsati preZzivljavanje kardiomiocita i smanjiti u¢estalost apoptoze. Cini se da opskrbom
endotelnih progenitornih stanica i angiogenim ¢imbenicima, G-CSF moze poboljsati sréanu

funkciju i promijeniti ishemijski status zahvac¢enog miokarda .
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4.3 Klinicke studije

4.3.1 Slucajevi teSkog kroni¢nog zatajivanja srca s implantabilnim kardioverter-
defibrilatorom

Provedena je studija koja je uklju¢ivala 6 sluCajeva teSkog zatajenja srca s frakcijom
izbacivanja lijeve klijetke manjom od 35 posto, a sudionici su imali implantabilni
kardioverter-defibrilator. Terapijski plan ukljucivao je davanje G-CSF-a s rastu¢im dozama
radi osiguranja sigurnosti. Pacijenti su podvrgnuti klini¢kim procjenama, ukljuéujuci
elektrokardiografske studije, plazma citokine 1 proto¢nu citometriju za odredivanje broja
CD34+ stanica prije terapije G-CSF-om. Primjena lijeka prekinuta je u 6 pacijenata zbog
povisenja alkalne fosfataze. Medu tim pacijentima, troje je koristilo cijelu dozu od 25 g/kg,
dvoje je koristilo 22,5 g/kg u razdoblju od pet dana, a jedan pacijent primio je ukupnu dozu
od 10 g/kg prije prestanka uzimanja lijeka. Doza se povecavala ukoliko se ucinak lijeka s
prvom primjenom doze nije pokazao. Medutim, svi bolesnici Su reagirali na pocetne doze i
prilagodba doze nije bila potrebna. Pracenje bolesnika s laboratorijskim 1 klinickim
procjenama provedeno je 6, 8 i 10 dana nakon primjene lijeka, a zatim nakon 6 tjedana, 3
mjeseca i 9 mjeseci. Porast razine CD34+ stanica u perifernoj krvi za vise od 10 stanica/ul
bio je primaran cilj. Navedena kolicina CD34+ stanica je prihvatljiva za transplantaciju.
Sekundarne krajnje toc¢ke bile su sigurnost, promjene frakcije izbacivanja lijeve klijetke i
promijenjene razine citokina u plazmi. Primjena doze od 5 pg/kg/dan G-CSF-a u razdoblju od
5 dana povecala je koli¢inu CD34+ hematopoetskih mati¢nih stanica. Primijeceno je znac¢ajno
poboljsanje frakcije izbacivanja lijeve klijetke u 4 bolesnika koji su patili od ishemijske
kardiomiopatije nakon devetomjese¢nog pracenja. Takoder, utvrdeno je nestaticki znacajno
smanjenje sistolicke 1 dijastolicke dimenzije lijeve klijetke. Razine citokina u plazmi
(interferon-y, TNF-a ili IL-2, IL-4, IL-5) nisu se znacajno poboljsale tijekom primjene G-

CSF-a. Medutim, razina IL-10 u plazmi znacajno se povecala. Nakon 6 tjedana vratila se na
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pocetnu razinu. Bolesnici su praceni 9 mjeseci, a kardiovaskularne nuspojave nisu se
pojavile. Predlozeno je da terapija niskim dozama G-CSF-a moze znacajno mobilizirati
hematopoetske mati¢ne stanice u bolesnika s uznapredovalim zatajenjem srca. Takoder, moze
poboljsati funkciju lijeve klijetke u bolesnika s ishemijskom kardiomiopatijom. Ove
prednosti pra¢ene su malim nuspojavama G-CSF-a. Mobiliziranje hematopoetskih mati¢nih
stanica dobivenih iz ko$tane srzi moguca je opcija lijeCenja akutnog infarkta miokarda i
kroni¢nog zatajenja srca. Neutrofilija je uo¢ena pri primjeni G-CSF-a, medutim, to nije
rezultiralo prekidom lijeCenja G-CSF-om ni u jednog bolesnika. Pacijenti s kroni¢nim
zatajenjem srca imaju nize razine IL-10 u plazmi, a s time i o¢ekivano teze zatajenje srca.
Razlog tome je inhibicija oslobadanja TNF-a od strane I1L-10 iz mononuklearnih stanica u
perifernoj krvi pacijenata koji pate od kroni¢nog zatajenja srca. G-CSF utjeCe na proizvodnju
IL-10 i kao rezultat toga smanjuje ex-vivo proizvodnju TNF-a. Stoga je moguée da osim
ucinka G-CSF na neovaskularizaciju i diferencijaciju mati¢nih stanica u stanice miokarda, G-
CSF mijenja ukupni ucinak citokina u protuupalni fenotip. Dakle, ova studija na maloj
populaciji pacijenata s uznapredovalim zatajenjem srca pokazuje da G-CSF terapija moze
rezultirati daljnjim komplementarnim dobrobitima za miokard. Ograni¢enje ove studije bila

je mala ispitivana populacija (32).

4.3.2 Slucajevi teSkog kroni¢nog zatajivanja srca s prijasnjim infarktom

Provedena studija je ukljucivala 13 pacijenata s infarktom miokarda i ishemijskim zatajenjem
srca s klasom New York Heart Association (NYHA) i/ili Canadian Cardiovascular Society
(CCS) >3. Odabrani bolesnici bili su neprikladni za revaskularizaciju, a njihovi simptomi se
nisu promijenili nakon mjesec dana lijeCenja ili implantacije biventrikularnog pacemakera.

Pacijenti su podvrgnuti klinickim pregledima ukljucuju¢i procjenu SPECT snimanja
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usmjerenog na stres/mirovanje, te indekse simptoma i kvalitete zivota na pocetku studije 1 4
mjeseca nakon lijeCenja. NYHA 1 CCS razredi, Seattle Angina Questionnaire (SAQ),
Minnesota Living with Heart Failure Questionnaire (MLHFQ) i Visual Analogue Scale
(VAS) bili su koristeni kao indeksi procjene simptoma i kvalitete zivota. SAQ je upitnik od
19 stavki koji procjenjuje ucinak angine na tjelesnu aktivnost, nedavne promjene tezine
angine, ucestalost napadaja angine, zadovoljstvo lije€enjem 1 percepciju bolesti. Ovaj upitnik
ima raspon od 0 do 100, a veéi rezultat znaci bolje zdravstveno stanje pacijenata. MLHFQ
procjenjuje kako zatajenje srca i njegovo lijeCenje utjeCu na kvalitetu Zivota pacijenta. Ovaj
upitnik sadrzi 21 pitanje o tome kako je bolest sprijecila pacijente da Zive kako su zeljeli i
trazi od njih da ocjenjuju te aspekte od 0 do 5. Za procjenu volumena lijevog ventrikula,
perfuzije i funkcije koristen je 99mTc SPECT. Ovi indeksi mjereni su prema Cedars-
Sinaiovim kriterijima. Kako bi se procijenio broj CD34+ stanica, uzet je uzorak krvi na
pocetku studije te 5. i 10. dan nakon primjene G-CSF-a. Klase NYHA i CSS pokazale su
znacajno poboljSanje, a isto tako i tjelesna ograniCenja, ucestalost i stabilnost angine,
kvaliteta zivota i rezultati perfuzije. Malo je vjerojatno da su se mobilizirane mati¢ne stanice
iz koStane srzi usadile u sr¢ano tkivo. Osim toga, ¢ini se da G-CSF nema utjecaja na
apoptoti¢ki put kardiomiocita i kao rezultat toga nije sprijeCeno nepozeljno remodeliranje.
Prema ovom istrazivanju, koriStenje G-CSF-a je sigurno u bolesnika koji pate od ishemijskog
zatajenja srca 1/ili perzistentne angine pektoris. Slu€ajevi ishemijskog zatajenja srca koji nisu
kandidati za revaskularizaciju bolje reagiraju na G-CSF, vjerojatno zbog smanjenja ishemije
izazvane stresom. Za bolju kvalitetu Zivota vjerojatno je odgovorno smanjenje stresom
inducirane ishemije. Unato¢ pobolj$anju simptoma i kvalitete zivota, nije otkrivena znacajna
ispitivanja citoterapije u akutnom infarktu miokarda i kroni¢énom zatajenju srca. Medutim,

tesko je pronaci jasnu korelaciju izmedu perfuzije miokarda, kvalitete zivota i simptoma. Ova

13



studija je pokazala znacajno poboljSanje perfuzije miokarda pod stresom te moguce
objasnjenje za poboljSanje simptoma i bolju kvalitetu zivota bolesnika. Bez drugih
ucinkovitih mogucnosti lijeCenja, u bolesnika koji nisu prikladni kandidati za
revaskularizaciju 1 imaju teske simptome , korisStenje G-CSF-a moze biti opcija . Kako bi se
pokazali dugoro¢ni korisni u¢inci novog lijeCenja, potrebno je randomizirano dvostruko

slijepo klini¢ko ispitivanje (33).

4.3.3 Slucajevi teSkog kroni¢nog zatajivanja srca s dilatativnom ili ishemijskom

kardiomiopatijom

U ovom klinickom ispitivanju sudjelovalo je 16 muskih pacijenata koji su patili od kroni¢nog
sr¢anog zatajenja, NYHA klase III ili IV zbog proSirene ili ishemijske kardiomiopatije.
Bolesnici su primili 4 ciklusa terapije G-CSF-om supkutano. Svaki ciklus je trajao 10 dana
nakon Cega je uslijedila desetodnevna stanka, tijekom koje nije bila ordinirana terapija.
Kontrolni pregledi provodeni su jednom mjeseéno nakon pocetka lijeCenja, tijekom 6
mjeseci. Doza G-CSF-a (pocetna doza: 480 pg/sc dva puta dnevno) prilagodavala se na
dnevnoj bazi kako bi se postigao broj leukocita od 45.000/ul do 4. dana i odrZavala razina od
45.000 — 50.000/ul do 10. dana. Ovaj ciljni raspon je odabran jer se prethodno pokazalo da se
dobro podnosi i da je povezan s visokom razinom mobilizacije mati¢nih stanica. Broj
leukocita je utvrdivan svakodnevno, a CD34+ stanice odredivane su proto¢nom citometrijom.
Sigurnosne analize su ukljucivale fizikalni pregled, ultrazvuk slezene, elektrokardiogram i
laboratorijske pretrage. Kako bi se procijenila ucinkovitost, provedena je ehokardiografija,
Sestominutni test hoda i procjena NYHA Kklasifikacije. Najve¢i broj CD34+ stanica bio je
nepromijenjen u svakom ciklusu. Nakon cetiri primjene G-CSF-a, 9 od 12 pacijenata

pokazalo je znacajno poboljSanje u udaljenosti od Sest minuta hoda i NYHA razredu.
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Suprotno ovim nalazima, niti jedna od 8 kontrola ishemijske kardiomiopatije nije imala
promjenu u NYHA Kklasi tijekom slicnog vremenskog razdoblja. Ehokardiografski parametri
nisu se znacajno promijenili tijekom ispitivanja. Odgovor u skupini pacijenata s dilatativnom
kardiomiopatijom bio je jednak ishemijskoj skupini. Najveca zabrinutost bila je pojava
ventrikularne fibrilacije i pove¢ane mogucnosti pojave angine pektoris uz primjenu G-CSF-a.
Studija moze otkriti da pacijenti s koronarnom arterijskom boles¢u koji primaju G-CSF mogu
biti izloZzeni velikom riziku. Zbog strukturalnih razloga, bolesnici s dilatativnom
kardiomiopatijom imaju manji rizik od Stetnih u¢inaka visokog broja leukocita u usporedbi s
bolesnicima s ishemijskom. Mobiliziranje mati¢nih stanica uzastopnim koristenjem G-CSF-a
u spomenutoj studiji bilo je prakti¢no. Najznaéajnije ograniCenje ove studije bila je mala
veli¢ina uzorka, a osim toga, veza izmedu poboljSanja simptoma i placebo ucinka nije mogla

biti iskljucena zbog odsutnosti kontrolne skupine (34).

4.3.4 Uéinkovitost

Nakon analize animalnih modela u kojima se navodi da G-CSF mobilizira mati¢ne stanice
kosStane srzi u infarktno srce i ubrzava diferencijaciju vaskularnih stanica i kardiomiocita,
pokazalo se sli¢no djelovanje u klinickom modelu . G-CSF djeluje kroz razli¢ite mehanizme
ukljuéujuci prevenciju remodeliranja lijeve klijetke i disfunkciju nakon infarkta miokarda,
smanjenjem apoptotickih stanica 1 poveéanjem vaskularnih stanica, promicanjem
angiogeneze 1 aktivacijom razli¢itih signalnih putova kao §to su Akt, kinaza regulirana
izvanstani¢nim signalom i Janus kinaza 2/pretvornik signala i aktivator transkripcije 3. Ovi
nalazi upucuju na to da G-CSF, ne samo da inducira mobilizaciju mati¢nih stanica i
progenitornih stanica, ve¢ takoder djeluje izravno na kardiomiocite. Stoga se G-CSF moze

upotrijebiti kao novo sredstvo za zastitne i regenerativne ucinke na ozlijedeni miokard.
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Sigurnost 1 ucinkovitost njegove primjene potrebno je potvrditi dodatnim klinickim
ispitivanjima, ali dosadasnja istrazivanja sugeriraju da bi primjena G-CSF-a mogla

predstavljati novu terapijsku strategiju za lije¢enje bolesnika s kroni¢nim zatajenjem srca.
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5. RASPRAVA

Otkako je osamdesetih godina proslog stolje¢a doslo do otkrica G-CSF-a, provedena su
brojna klinicka istrazivanja njegovih ucinaka, mehanizma djelovanja, interakcija s drugim
lijekovima 1 spojevima. Brojne studije ukljuivale su najprije klinicka ispitivanja na
animalnim modelima, a kasnije se pokusalo i s eksperimentalnom primjenom u ljudi. Jedan
od prvih pozitivnih uéinaka G-CSF-a otkriven je istrazivanjem provedenim u animalnom
modelu sepse. Dokazano je smanjenje smrtnosti od pneumonije uzrokovane gram-negativnim
bakterijama, ukljucujuci i Klebsiellu pneumoniae, a osim toga, pokazalo se da je primjena G-
CSF-a uspjesna kao suplement antimikrobnoj terapiji u lijeCenju infekcije uzrokovane
Pseudomonas aeruginosa u modelu opekline, intramuskularne infekcije i hemoragi¢nog $oka.
U animalnim modelima intraaperitonealne infekcije, upotrebom G-CSF-a dokazano je vece
prezivljenje u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja. PoboljSano prezivljenje dokazano je i u
animalnim modelima infekcije kardiovaskularnog sustava. Studije koje su provedene na
animalnim modelima od velikog su znacaja za ljude jer se otkricem ovih pozitivnih u¢inaka
moglo pristupiti eksperimentalnom ispitivanju u¢inka G-CSF-a kod infekcija u ljudi pa je
provedena ex vivo studija stimuliranog oslobadanja proupalnih citokina i inhibitora
protuupalnih citokina u krvi dobivenoj od zdravih dobrovoljaca koji su primili jednu ili dvije
dnevne doze G-CSF ili placeba. Istrazivaé¢i su zakljuéili da terapija G-CSF moze potaknuti
sistemski protuupalni odgovor tijekom infekcije ili drugih upalnih stanja. Temeljem
dosadasnjih istraZivanja pretpostavlja se da G-CSF ima ucinke od uniStavanja
mikroorganizama do smanjenja regulacije nekih Stetnih aspekata sistemskog upalnog
odgovora. Provedena istrazivanja ucinaka G-CSF-a na primjenu endotoksina kod ljudi
podrZale su njegovu sigurnost, kao 1 njegovu sposobnost da blokira neke od uc¢inaka LPS-a,

vjerojatno kroz modifikaciju odgovora citokina.
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Osobe koje boluju od dijabetesa melitusa Ceste su infekcije, osobito stopala, koje se tesko
lijece, a terapijski neuspjeh Cesto dovodi do amputacije donjih ekstremiteta. Gotovo sve
inficirane lezije stopala zahtijevaju antibiotsku terapiju, ali prodor antibiotika do inficiranog
mekog tkiva 1 kosti moze biti neadekvatan. Ove infekcije takoder mogu biti refraktorne na
lijecenje zbog neodgovarajuceg kirurSkog debridmana, neoptimalne skrbi za ranu ili teske
ishemije ekstremiteta. Osim toga, dijabetes je povezan s imunoloSkim nedostacima,
ukljucujuéi abnormalnu kemotaksiju 1 fagocitozu neutrofila. Istrazivanja provedena na ovoj
populaciji ukljuc¢ivala su primjenu G-CSF-a supkutano, intramuskularno ili intravenozno.
Iako su rezultati nekih studija pokazali da nedostaju dokazi da lije¢enje G-CSF-om pomaze u
lijeCenju infekcije ili poboljsanju cijeljenja ulkusa stopala u osoba s dijabetesom, potrebno je
provodenje dodatnih istrazivanja na ve¢em broju ispitanika kako bi se procijenila korisnost
terapije. No, bez obzira na ove rezultate, G-CSF je pokazao pozitivne ucinke $to se tice
smanjenja ucestalosti amputacija donih ekstremiteta i ostalih kirurSkih intervencija povezanih
s infekcijom stopala, a smanjenje ucestalosti ovih komplikacija od velikog je znacaja ne samo

za pacijenta vec i za cjelokupni zdravstveni sustav.

Provedena su i istrazivanja na animalnim modelima koja uklju¢uju ucinak G-CSF-a na
kardiovaskularni sustav. Po izazvanim sréanim ozljedama, zivotinjama je ordinirana terapija
G-CSF-om te je nakon terapije G-CSF-om, uoceno nekoliko pozitivnih uc¢inaka, kao $to su
smanjenje sréane fibroze, smanjenje razine inzulina, poboljSanje kardiopulmonalnog
kapaciteta, ubrzano smanjenje tjelesne teZine i reverzibilne sr¢ane promjene. Primjenom G-
CSF-a u ljudi koji boluju od kroni¢nog sr€anog zatajenja ili su prezivjeli infarkt miokarda
istrazivanja su pokazala da G-CSF, ne samo da inducira mobilizaciju mati¢nih stanica i
progenitornih stanica, ve¢ takoder djeluje izravno na kardiomiocite. Stoga se G-CSF moze
upotrijebiti kao novo sredstvo za zaStitne i1 regenerativne ucinke na ozlijedeni miokard.

Sigurnost i ucinkovitost njegove primjene potrebno je potvrditi dodatnim klinickim
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ispitivanjima, ali dosadasnja istrazivanja sugeriraju da bi primjena G-CSF-a mogla

predstavljati novu terapijsku strategiju za lijecenje bolesnika s kroni¢nim zatajenjem srca.
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6. ZAKLJUCAK

G-CSF je faktor rasta koji stimulira proliferaciju i maturaciju neutrofila te pospjesuje njihov
prelazak iz kostane srzi u krv, a njegovi ucinvci posredovani su vezanjem na G-CSF receptor.
U klini¢koj praksi ima uske terapijske indikacije kao §to su febrilna neutropenija, pacijenti
koji primaju mijeloablativnu terapiju prije presadivanja kostane srzi, dodatak uz citotoksi¢nu
kemoterapiju, kongenitalna neutropenija i perzistentna neutropenija u pacijenata oboljelih od
HIV infekcije. U studijama koje se bave primjenom G-CSF-a kod populacije koja boluje od
dijabetesa melitusa uoceni su brojni pozitivni uinci kao S§to su povecano oslobadanje
neutrofila iz koStane srzi i poticanje njihove funkcije te smanjenje ucestalosti amputacije
udova i ostalih kirurskih intervencija. Pozitivni u¢inci G-CSF-a uoceni su i u klini¢kim
istrazivanjima akutne bakterijske infekcije, gdje se doslo do zakljucka da G-CSF blokira neke
od uc¢inaka LPS-a modifikacijom odgovora citokina. Sigurnost i uéinkovitost primjene G-
CSF-a potrebno je potvrditi dodatnim klinickim ispitivanjima, ali dosadaSnja istrazivanja
sugeriraju da bi njegova primjena mogla takoder predstavljati novu terapijsku strategiju za

lijecenje bolesnika s kroni¢nim zatajenjem srca.
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7. SAZETAK

G-CSF je faktor rasta bijelih krvnih stanica koji pospjesuje maturaciju neutrofila koji igraju
klju¢nu ulogu u antimikrobnom djelovanju te takoder stimulira njihovu proliferaciju i potice
prelazak iz kostane srzi u krv. Vezanjem na homodimerni receptor, G-CSFR, ostvaruje svoje
ucinke. Klini¢kim istrazivanjima na animalnim modelima, a kasnije i eksperimentalnom
upotrebom u ljudi, doSlo se do mnogobrojnih spoznaja o samom ucinku i1 mehanizmu
djelovanja G-CSF-a. Provedenim istrezivanjima dokazani su mnogobrojni pozitivni ucinci
koji ukljucuju blokiranje ucinaka LPS-a modifikacijom odgovora citokina, smanjenje
ucestalosti amputacije ekstremiteta 1 kirurSkih zahvata povezanih s komplikacijama
dijabetickog stopala, indukciju mobilizacije mati¢nih stanica i progenitornih stanica uz
izravan ucinak na kardiomiocite u miokardu koji je pretrpio infarkt ili kod kroni¢nog sréanog
zatajenja. Sigurnost i u¢inkovitost njegove primjene potrebno je potvrditi dodatnim klinickim
ispitivanjima, ali dosadasnja istrazivanja sugeriraju da bi primjena G-CSF-a mogla
predstavljati novu terapijsku strategiju za lijeCenje bolesnika s kroni¢nim zatajenjem srca,

dijabetickim stopalom ili bakterijskom infekcijom.

Kljucne rijeci: G-CSF, animalni modeli, klini¢ko istrazivanje, lijeCenje
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8. SUMMARY

G-CSF is a white blood cell growth factor that promotes the maturation of neutrophils that
play a key role in antimicrobial activity and also stimulates their proliferation and promotes
the transition from bone marrow to blood. By binding to the homodimeric receptor, G-CSFR,
it exerts its effects. Clinical research on animal models, and later experimental use in humans,
has provided much insight into the effect and mechanism of action of G-CSF. Numerous
positive effects have been demonstrated, including blocking the effects of LPS by modifying
cytokine responses, reducing the frequency of limb amputations and surgical procedures
associated with diabetic foot complications, inducing stem cell and progenitor cell
mobilization with a direct effect on cardiomyocytes or myocardial infarction. in chronic heart
failure. The safety and efficacy of its use need to be confirmed by additional clinical trials,
but research to date suggests that the use of G-CSF could represent a new therapeutic strategy

for the treatment of patients with chronic heart failure, diabetic foot or bacterial infection.

Keywords: G-CSF, animal models, clinical research, treatment
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10. ZIVOTOPIS
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