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SAZETAK

Kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja (cGVHD) osnovni je uzrok kasnog morbiditeta 1
mortaliteta nakon alogeni¢ne transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica (alo-TKMS). Rezim
kondicioniranja, imunosupresivna terapija te komplikacije cGVHD-a mogu negativno utjecati
na status vitamina D, kao i na nutritivni 1 funkcionalni status bolesnika. Ovo je prvo
prospektivno istrazivanje utjecaja nadomjesne terapije vitaminom D na nutritivni i funkcionalni
status alo-TKMS ispitanika, kao i na karakteristike cGVHD-a.

U istrazivanje su bila uklju¢ena ukupno 102 alo-TKMS bolesnika (spol: 54 M i 48 Z; dob 50
(39-59)), od kojih je bilo 65 cGVHD i 37 kontrolnih bolesnika koji nisu razvili cGVHD. Svim
ispitanicima je na prvom i kontrolnom pregledu odreden nutritivni i funkcionalni status, status
vitamina D 1 ostali laboratorijski parametri te im je, ovisno o inicijalnim serumskim
vrijednostima, propisana nadomjesna terapija vitaminom D.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je malnutricija, prema subjektivnoj globalnoj
procjeni bolesnika (PG-SGA), prisutna u oko 40 %, narusenost funkcionalnog statusa prema
snazi stiska Sake (HGS) i PG-SGA procjeni u oko 50 %, a nedostatak (<50 nmol/L) i manjak
vitamina D (<75 nmol/L) kod oko 50 i 30 % ispitanika bez obzira na prisutnost cGVHD-a. U
istrazivanju je nadena snazna povezanost nutritivnog i funkcionalnog statusa (P<0,0005). Niski
HGS (30,2 % ¢cGVHD, 10,8 % kontrole) i blagi gubitak miSi¢ne mase kod ispitanika ukazuju
na povisen rizik za razvoj sarkopenije. Zahvacenost probavnog sustava cGVHD-om bio je
¢imbenik rizika umjerene i teSke malnutricije prema PG-SGA-u (B+C), a malnutricija,
prisutnost cGVHD-a, zahvacdenost probavnog sustava, jetre i plu¢éa cGVHD-om ¢imbenici
rizika niskog HGS-a. Nije pronadena povezanost serumskih vrijednosti vitamina D s
nutritivnim i funkcionalnim statusom, kao ni s njthovom promjenom nakon nadomjesne terapije
vitaminom D. Ispitanici koji su primali najviSu dozu nadomjesne terapije vitaminom D (2000
IU) imali su i najve¢u promjenu njegovih serumskih vrijednosti. Niske vrijednosti vitamina D
bile su povezane s cGVHD-om jetre (P<0,05). Cimbenik rizika nedostatka vitamina D kod svih
ispitanika bilo je mijeloablativno kondicioniranje, a kod cGVHD bolesnika aktivnost bolesti.
Rezultati pokazuju da alo-TKMS bolesnici, neovisno o prisutnosti cGVHD-a, imaju naruSen
nutritivni i funkcionalni status, kao 1 nedostatak vitamina D, ne samo u prvim mjesecima nakon
alo-TKMS-a nego i godinama nakon toga. Nadomjesna terapija vitaminom D utjecala je na

oporavak serumskih vrijednosti, ali ne i na promjenu misiéne mase i snage.

Klju¢ne rijeci: vitamin D, cGVHD, mi$i¢na snaga, nutritivni status, funkcionalni status



SUMMARY

Introduction. Chronic graft versus host disease (cGVHD) is the underlying cause of late
morbidity and mortality after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT).
It is presented as a chronic inflammatory and sclerotic autoimmune disorder with symptoms
often resembling other autoimmune diseases such as systemic sclerosis, Sjogren’s syndrome,
or systemic lupus erythematosus. Most commonly it affects the skin, oral mucosa, liver, eyes,
and digestive system, and results in irreversible damage caused by fibrosis, which is a
characteristic feature of this disease. Conditioning regimen, immunosuppressive therapy, and
complications of cGVHD may affect vitamin D status, as well as nutritional and functional
status of patients several months to several years after transplantation. This is the first
prospective study of the impact of vitamin D replacement therapy on the nutritional and
functional status of allo-HSCT subjects, as well as on the characteristics of cGVHD.

Methods. In the period from November 2016 to March 2021, a total of 102 allo-HSCT patients
(gender: 54 M and 48 F; age 50 (39-59)) were included in the study, of whom 65 were cGVHD
and 37 were control patients (control patients did not have current acute GVHD at the time of
evaluation, did not meet the criteria for a cGVHD diagnosis, and were examined at least 100
days after allo-HSCT). A total of 67 patients completed the study, 43 cGVHD patients, and 24
control patients. The diagnosis of cGVHD was made based on the established NIH Consensus
Recommendations which are based on generally accepted clinical, laboratory, radiological,
endoscopic, and histological criteria evaluated by competent hematologists. In all participants,
nutritional and functional status, vitamin D levels, and other laboratory parameters were
assessed at the first and control examinations (follow-up examination after 8 months + 4 weeks)
and depending on the initial serum values, they were prescribed vitamin D replacement therapy.
The following methods were used to assess the nutritional status of all subjects: anthropometric
methods (body height, body weight, BMI, triceps skinfold, TSF) and upper arm circumference
(MUAC), patient-generated subjective global assessment PG-SGA and bioelectrical impedance
analysis (BIA). According to the PG-SGA, patients were classified as well-nourished (SGA A),
moderately malnourished (SGA B), or severely malnourished (SGA C), with a calculation of
the total PG-SGA score. Body composition was assessed with single-frequency BIA (Tanita
BC-420MA with an operating frequency of 50 kHz at 90 pA) and skeletal muscle mass index
(SMI) and fat mass index (FMI) were calculated. Functional status was assessed with handgrip
strength (HGS) measured with a hydraulic hand dynamometer (Jamar, Sammons Preston
Rolyan) and functional capacity by PG-SGA in all subjects and a two-minute gait test 2MWT)
and the Karnofsky index (KPI) of performance status in subjects with cGVHD. Laboratory tests



from patient serum samples included a standardized measurement of leukocytes, platelets, C-
reactive protein (CRP), albumin, total protein, lipidogram (total cholesterol, triglycerides, LDL,
HDL) and creatinine. Serum 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) concentration was estimated by
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS). Blood vitamin D levels above 75
nmol / L were considered normal, below 75 nmol / L vitamin D deficiency or insufficiency, and
serum levels below 50 nmol / L were considered vitamin D deficiency. Dosage of colecalciferol
was determined in each patient based on initial serum values of 25(OH)D. Adherence to vitamin
D was monitored by an indirect method of interviewing patients by telephone during the study
and at follow-up. Patients also completed a vitamin D questionnaire and a three-day diet diary.
The effect of currently prescribed immunosuppressive therapy, primarily prednisone and
methylprednisolone was monitored during the study. All patients signed an informed consent
form and the study protocol was approved by the Ethical Committee of the University Hospital
Centre Zagreb, and the University of Zagreb School of Medicine, Zagreb, Croatia. Medcalc
v11.4 software package (Medcalc Software, Belgium) was used for statistical data analysis. We
used a chi-square test, t-test, t-test for paired samples, and the analysis of variance (ANOVA)
and their non-parametric versions. Risk factors for low muscle strength, low vitamin D levels
and malnutrition were determined by univariate and multivariate logistic regression.

Results. The demographic characteristics of all participants did not differ significantly except
for the time from allo-HSCT to enrollment in the study and the primary disease. In the cGVHD
group 21.5% had mild, moderate 41.5%, and severe 36.9% cGVHD according to the NIH
criteria. More than 60% of patients had 3 or more organs affected by cGVHD. The results of
this study showed an incidence of malnutrition assessed with PG-SGA in 40% of patients with
cGVHD and 27% of control patients (categories B and C). Gastrointestinal cGVHD was a risk
factor for moderate and severe malnutrition as assessed by PG-SGA (B + C). According to the
BMI, malnutrition was present in 13,9% of patients with cGVHD and 13,7% of control patients.
Body composition analysis according to BIA found a higher fat mass index (FMI) in subjects
with cGVHD (P = 0.0131) but no difference between the groups fat-free mass index (FFMI)
and skeletal muscle index (SMI). Impaired functional status assessed with hand grip strength
(HGS) and PG-SGA was found in about 50% of all participants with no difference between the
groups. We also found a statistically significant association of HGS with functional capacity
according to PG-SGA (p <0.0001). KPI lower than 90 was found in 50% of cGVHD patients.
A strong correlation between nutritional and functional status was found in the study (P
<0.0005). Malnutrition correlated with lower HGS in all patients and with KPI in cGVHD
patients. Low HGS (30.2% c¢GVHD, 10.8% control) defined by the European Working Group



on Sarcopenia in Older People (EWGSOP) criteria and mild loss of muscle mass in our patients
indicate an increased risk of sarcopenia. Risk factors for low HGS were malnutrition, cGVHD
diag,nosis and cGVHD of the digestive system, liver, and lungs. In cGVHD patients, impaired
functional status according to PG-SGA and Karnofsky index was statistically significantly
associated with the assessment of cGVHD activity and the severity of cGVHD according to
NIH criteria. Vitamin D deficiency (<50nmol / L) was found in about 50% and insufficiency
(<75nmol / L) in about 30% of all subjects regardless of the presence of cGVHD. Vitamin D
replacement therapy of 2000IU was prescribed in 62.7%, of 1600 IU in 17.9% and of 800 -
1200 IU in 19.4% of patients. Adherence to vitamin D replacement therapy was 86.1% in
cGVHD and 66.7% in control patients. A significant increase in vitamin D status was found in
subjects with lower initial status who were prescribed vitamin D replacement therapy at a dose
of 1600 to 2000 IU per day. The average daily intake of vitamin D in pg through the vitamin D
questionnaire was 2.08 = 1.12 without a statistically significant difference between cGVHD
patients and the control patients. There was no significant correlation between the serum
vitamin D concentration in nutritional and functional status. Vitamin D replacement therapy
did not significantly improve nutritional or functional status of the participants. In cGVHD
patients, low vitamin D levels were associated with liver cGVHD (P <0.05). Risk factors for
vitamin D deficiency in all subjects was myeloablative conditioning, and in cGVHD patients
disease activity. There was no statstical difference in the change in serum 25 (OH) D values
between subjects who received glucocorticoid therapy during the study and those who did not.
Discussion. Higher incidence of malnutrition according to PG-SGA versus BMI in this study,
similar to previous studies, especially in the oncology population, showed that BMI is not a
good independent indicator of nutritional status because it does not take into account changes
in muscle mass. The difference in the incidence of malnutrition between groups, although
statistically not significant, can be explained with the presence of cGVHD symptoms
(especially gastrointestinal involvement with cGVHD) that affect PG-SGA scores and thus the
change in the PG-SGA category. Functional status was impaired in both groups although
cGVHD patients initially had lower HGS values compared to the control group, which was
expected given the presence of chronic disease. Patients after allo-TKMS are often
accompanied by temporary impairment of functional status and, although most recover well in
the first year after transplantation, in patients with comorbidities, especially cGVHD, it may
worsen further and may progress to disability. Univariate regression analysis showed that
cGVHD of the digestive system, liver and lungs are predictors of low muscle strength, which

is understandable given that patients with severe cGVHD of these three organs have a 6.5 times



higher incidence of mortality than patients with severe cGVHD of other organs with an 2.8-
fold higher incidence compared with patients without cGVHD. Strong association of nutritional
and functional status in our participants is explained by the fact that malnutrition and sarcopenia
accompany many chronic and severe diseases and often occur at the same time. Therefore, the
recovery of the patient cannot be adequate if the rehabilitation intervention does not include a
rehabilitation plan, i.e. physical activity in order to try to change the course of malnutrition and
sarcopenia. High frequency of vitamin D deficiency our study indicates that vitamin D
hypovitaminosis is a common problem in patients after allo-TKMS regardless of the presence
of cGVHD. Risk factors for low serum 25 (OH) D in allo-TKMS patients include glucocorticoid
therapy, insufficient sun exposure and, in some patients, impaired absorption from food due to
drug side effects, GVHD of the digestive system and bacterial overgrowth. Lower vitamin D in
cGVHD patients with liver cGVHD is expected given the role of the liver in the biological
activation (first hydroxylation) of vitamin D that occurs in the liver. Disease activity as a risk
factor for vitamin D deficiency in cGVHD patients is explained by the fact that patients with
active disease have a higher intensity of systemic immunosuppression, and thus an additional
risk of vitamin D deficiency. The lack of association between corticosteroid therapy and low
vitamin D levels could be explained by the length and dose of prednisone, which varied in a
small number of patients. The limitations of this study are primarily the small number of
patients due to the heterogeneity of the study groups in terms of demographic characteristics,
and cGVHD subjects and cGVHD characteristics, insufficient data on vitamin D, previous lines
of immunosuppressive therapy status, and nutritional and functional status of patients prior to
allo-TKMS.

Conclusion. Our results showed that allo-HSCT patients, regardless of the presence of cGVHD,
have impaired nutritional and functional status as well as vitamin D deficiency, not only in the
first months but also in the years after allo-HSCT. Disease-related malnutrition accompanies a
number of chronic diseases, and its consequences are reflected in changes in muscle function
with an emphasis on loss of muscle mass and strength, especially in the geriatric population.
Therefore, it is important to introduce clearly defined protocols for monitoring the nutritional
and functional status of patients, as well as physical therapy, not only after, but also before allo-
TKMS in order to prevent malnutrition and loss of muscle mass and strength, and thus the risk
of sarcopenia. Vitamin D supplementation affected the recovery of vitamin D serum values, but
not the change in muscle mass and strength. The results of our research show that a higher
intake of vitamin D is needed, not only to correct vitamin D deficiency, but also to maintain an

adequate nutritional status. Individual approach to prescribing vitamin D supplementation



(according to disease activity and other organ involvement with cGVHD, glucocorticoid
therapy, malabsorption syndrome, obesity, osteoporosis, infections, etc.) would be more
effective than routinely prescribing according to a glucocorticoid dosing regime. Moreover,
impaired nutritional and functional status of allo-TKMS patients point to the need to implement
protocols for monitoring nutritional and functional status with the emphasis on muscle mass

and strength and timely intervention.

Keywords: vitamin D, cGVHD, muscle strength, nutritional status, functional status
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1 UVOD

1.1 Alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS) jedinstvena je metoda u lije¢enju, prije
svega razli€itih malignih i nemalignih hematoloskih bolesti, a u posljednja dva desetljeca 1
nekih nasljednih i autoimunih metabolickih poremecaja (1). Uspjesno lijeCenje ovom metodom
zapocelo je prije viSe od 50 godina otkri¢em antileukemijskog uc¢inka transplantiranih stanica
(engl. graft-versus-leukemia effect, GVL) 1 uloge glavnih antigena tkivne podudarnosti - HLA
sustav (engl. human leukocyte antigen) koji imunosni sustav koristi kako bi razlikovao vlastite
stanice od stranih (2). TKMS se temelji na transplantaciji, odnosno presadbi zdravih
krvotvornih mati¢nih stanica (KMS) iz kostane srzi, periferne ili umbilikalne krvi, bolesniku
koji je prethodno kondicioniran visokim dozama kemoterapije i/ili zracenja. KMS su
pluripotentne stanice koje omogucuju samoobnavljanje cijelog hematopoetskog sustava. Sve
diferencirane krvne stanice iz limfoidnog i mijeloidnog sustava potjecu iz KMS-a (3).
Razlikujemo tri osnovne vrste TKMS-a: autolognu (darivatelj je sam bolesnik), alogenicnu
(darivatelj 1 primatelj su razli¢ite osobe; srodnu (najc¢esc¢e brat ili sestra) i nesrodnu) i singenu
(darivatelj i primatelj su jednojajcani blizanci) transplantaciju. Prvi alo-TKMS od srodnog
podudarnog davatelja u Hrvatskoj u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb 1983. godine izveli
su prof. dr. sc. Labar i prim. dr. Bogdani¢, a danas ih se u prosjeku izvodi do 100 godisnje.
Uspjeh alo-TKMS-a kod bolesnika sa zlo¢udnim bolestima proizlazi iz sposobnosti lijecenja
intenzivnom kemoradioterapijom i antileukemijskog uc¢inka transplantata. Primjenom visokih
doza citotoksi¢nih lijekova i zracenja ili mijeloablativnim kondicioniranjem uniStava se
zlo¢udna bolest i imunosni sustav primatelja. Transplantacijom davateljevih mati¢nih stanica
nadomjesta se oSte¢eni imunosni 1 krvotvorni sustav primatelja. Rekonstitucija imunoloSkog
sustava, nastanak reakcije davatelja protiv primatelja (engl. graft-versus-host disease, GVHD)
1 prezivljenje bolesnika ovisit ¢e o razlikama u tkivnoj snosljivost HLA sustava darivatelja 1
primatelja (4).

Komplikacije alo-TKMS-a ukljucuju: odbacivanje presatka, relaps bolesti, pojavu infekcija (u
razdoblju pancitopenije i ranog oporavka te kasnog oporavka poslije 120. dana od
transplantacije), GVHD (aGVHD, akutni oblik ili cGVHD, kroni¢ni oblik) te rane i kasne
toksi¢ne komplikacije najceSce vezane za kondicioniranje (5).

Napredak tehnologije i lijeCenja na podrucju alo-TKMS-a rezultirali su porastom stopa
prezivljenja bolesnika, a time i pove¢anom potrebom za dugotrajnu skrb, osobito kod bolesnika

s razli¢itim dugotrajnim komplikacijama kao $to su cGVHD, disfunkcija organa ili sekundarne



maligne bolesti (6). Upravo zbog toga u KBC-u Zagreb 2013. godine zapocinje projekt pod
vodstvom prof. dr. Nemeta i u suradnji s prof. dr. Pavleti¢em ,,Klinicki i bioloski ¢cimbenici koji
odreduju tezinu i aktivnost kroni¢ne reakcije davatelja protiv primatelja nakon alogeni¢ne
transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica“ uz projektnu potporu fonda ,,Jedinstvo uz pomo¢
znanja*“ (eng. Unity Through Knowledge Fund, UKF) s primarnim ciljem formiranja
multidisciplinarnog tima stru¢njaka za cGVHD po uzoru na tim Center for Cancer Research
National Institutes of Health (NIH, Bethesda, SAD). Drugi ¢etverogodisnji projekt, ,,Novi
biomarkeri kroni¢ne bolesti presatka protiv primatelja®“ pod vodstvom doc. dr. sc. Drazena
Pulani¢a, zapoc€eo je u ozujku 2017. godine. Kroz oba projekta multidisciplinarni tim, koji
danas broji viSe od 40 clanova razli¢itih specijalnosti, nastavlja s pra¢enjem bolesnika s
cGVHD-om te sa znanstvenim i struénim uspjesima. Tema ovog doktorata proizlazi iz
viSegodiSnjeg rada s hematoloskim bolesnicima koji su prosli alo-TKMS te razvili cGVHD

jednog ili visSe organskih sustava.

1.2 ¢GVHD

Reakcija davatelja protiv primatelja (GVHD) ili, prema recentno usvojenoj terminologiji,
reakcija presatka protiv primatelja komplikacija je alo-TKMS-a gdje T i B limfociti presatka
prepoznaju i napadaju antigene primatelja. Ovisno o vremenu nastanka razlikujemo akutni i
kroni¢ni oblik GVHD-a. Akutni GVHD (aGVHD) nastaje najces¢e u manje od 100 dana nakon
alo-TKMS-a, a karakteriziraju ga upalne reakcije koje najceS¢e zahvacaju kozu,
gastrointestinalni trakt, usta, genitalni trakt ili jetru (7).

Kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja (¢cGVHD) najznacajnija je kasna komplikacija alo-
TKMS-a koja negativno utjece na kvalitetu zivota te je vodeci razlog morbiditeta 1 mortaliteta u
oko 25 % bolesnika (8). Prezentira se kao kroni¢ni upalni i skleroti¢ni autoimuni poremecaj sa
simptomima koji ¢esto nalikuju drugim autoimunim bolestima poput sistemske skleroze,
Sjogrenova sindroma ili sistemskog eritemskog lupusa. lako moze zahvatiti bilo koji organski
sustav ili viSe njih, najées¢e zahvaca kozu, sluznicu usne Supljine, jetru, o€i i probavni sustav (9),
a rezultira ireverzibilnim oSte¢enjima uzrokovanima fibrozom, koja je karakteristicno obiljezje
ove bolesti. Nastaje u 30 - 70 % bolesnika, najces¢e nakon 100 dana poslije alo-TKMS-a (10)
iako vremenska granica nije glavni ¢imbenik razlikovanja akutnog od kroni¢nog GVHD-a nego
se dijagnoza postavlja iskljuivo na temelju klinickih manifestacija, a prema kriterijima
dogovorenim NIH konsenzusom 2005. godine (11). Najznacajniji ¢imbenici rizika za nastanak

cGVHD-a su: prethodni aGVHD, krvotvorne mati¢ne stanice iz periferne krvi, koristenje Zenskih



donora za muske primatelje, HLA nepodudarnost, nesrodna transplantacija i dob (8, 12). U
posljednjih nekoliko godina dijagnoza cGVHD-a postavlja se prema NIH konsenzusu iz 2015.
koji je osobito revidirao podrucja vezana uz preklapaju¢i GVHD, razlike izmedu aktivne bolesti
1 prethodnih oStecenja tkiva te kriterije za dijagnostiku cGVHD-a usta, o¢iju, genitalija i pluca
(13). Prema nastanku cGVHD moze biti preklapajuci (kada se nadovezuje na aGVHD, odnosno
kod bolesnika su prisutni jedan ili viSe znakova i simptoma aGVHD-a); moZe nastati nakon
aGVHD-a ili se manifestirati de novo (oko 30 % bolesnika (10)). Prema ozbiljnosti simptoma

razlikujemo blagi, umjereni i teski oblik cGVHD-a (13).

1.2.1 Patofiziologija cGVHD-a

Za razliku od aGVHD-a za koji znamo da nastaje aktivacijom donorovih T stanica i
oslobadanjem proupalnih citokina, imunopatofiziologija cGVHD-a jo§ nije u potpunosti
razjasnjena, zbog ¢ega nam i nedostaju ucinkovite terapije. cGVHD je slozen proces koji
ukljucuje viSestruke interakcije izmedu alorekativnih i disreguliranih T 1 B limfocita te stanica
urodene imunosti (makrofaga, dendritickih stanica i neutrofila) koje su vazne u procesu
nastajanja fibroze (14).

Patofiziologija ¢cGVHD-a moze se opisati kroz tri faze (15): rana faza upale uzrokovana
oSte¢enjem tkiva (faza 1) koja zatim prelazi u kroni¢nu upalu, disfunkciju timusa i promjene u
regulaciji imunoloskog sustava posredovanog B i T stanicama (faza 2) do obnavljanja tkiva
nastajanjem fibroze koja moze zahvatiti bilo koji organ (faza 3).

Rana ili prva faza ukljucuje brzu aktivaciju stanica urodene imunosti, endotelnih stanica 1
fibroblasta. Prije alo-TKMS-a tkivo primatelja je oSteeno zbog osnovne bolesti, prisutnosti
infekcije te kondicioniranja, zbog €ega se iz oSteenih stanica otpustaju metaboliti purina, ATP,
mokracna kiselina, protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBI1) i druge molekule koje
se u normalnim uvjetima ne nalaze u visokim koncentracijama u ekstracelularnom prostoru 1
cirkulaciji. Takoder dolazi do translokacije mikroba, a time i stimulacije imunoloskog
odgovora. Posljedi¢no otpustanje proupalnih citokina, kao Sto su ¢imbenik tumorske nekroze
alfa (TNFa prema engl. tumor necrosis factor alpha) i interleukina 1 (IL-1), dovodi do
aktivacije antigen-prezentiraju¢ih stanica (APC prema engl. antigen presenting cells)
domacdina, a tako na kraju i aktivacije donorskih T limfocita koji prepoznaju aloantigene
primatelja (16).

Tijekom druge faze bolesti oslobodeni upalni medijatori pojacavaju interakciju izmedu APC 1

T limfocita iz donorskih stanica i stvaranje efektorskih i regulatornih stanica te uzrokuju njihov



konacni prelazak iz krvi u sekundarne limfoidne organe, ukljucujuci slezenu i limfne ¢vorove,
a time 1 u ciljna tkiva GVHD-a. Ekspanzija efektorskih stanica imunoloSkog sustava, osobito B
i1 T limfocita, te polarizacija T limfocita prema tipu 1, tipu 2 i tipu 17 pomo¢nih T limfocita
(Thl, Th2, Th17) dalje dovodi do produkcije citokina i citolitickih enzima koji pridonose
nastanku GVHD-a. Za induciranje aGVHD-a najvaZznija je podskupina CD4+ T limfocita, Thl
limfociti, koju ostvaruju putem upalnih citokina ukljucujuéi interferon gama (IFNy) i TNFa.
Glavni pokretaci cGVHD-a su Th2 limfociti i producirani citokini (14,15). Vazan korak u
patogenezi cGVHD-a je oStecenje timusa tijekom prve i druge faze te disregulacija uobicajene
negativne selekcije T limfocita koja vodi gubitku centralne tolerancije. Nadalje, smanjenje
aktivnosti regulatornih T stanica (Treg) (inhibicijom kalcineurina) narusava indukciju
tolerancije perifernih mehanizama (17). Uloga B stanica u nastanku cGVHD-a pokazuje se
povec¢anom ekspresijom aktivirajuéeg faktora za B-limfocite (eng. B-lymphocyte Activating
Factor, BAFF) koji je klju¢ni ¢imbenik u regulaciji homeostaze B stanica jer blokira njihove
receptore (eng. B-cell receptor BCR) odgovorene za apoptozu. Posljedi¢no se selektivno potice
prezivljavanje autoreaktivnih i aloreaktivnih B stanica, ¢cime je povecana produkcija antitijela
reaktivnih na autoantigene i aloantigene (18).

U tre¢oj fazi dolazi do obnavljanja tkiva aktivacijom fibroblasta i proizvodnjom ekstracelularnog
matriksa koji povecava neelasti¢nost tkiva. Stanje kroni¢ne upale odrzava se aktivnoS¢u Th17
stanica koje su izbjegle imunolosku regulaciju u drugoj fazi. Daljnja oSte¢enja tkiva
disreguliranom populacijom limfocita donora uz neprirodne mehanizme obnove tkiva dovode do

aktivacije fibroblasta, taloZenje kolagena, fibroze i nepovratne disfunkcije krajnjih organa (15).



1.2.2 Lijefenje cGVHD-a

Lijecenje cGVHD-a, unato¢ ograni¢enoj uc¢inkovitosti i dugotrajnoj toksicnosti, jos se temelji
na imunosupresivnoj terapiji, poglavito glukokortikoidima (monoterapija prednizonom ili
metilprednizolonom) koji se mogu koristiti kao monoterapija ili uz druge imunosupresivne
lijekove (19). Dugotrajno lijeCenje cGVHD-a glukokortikoidima dodatno povecava mortalitet
1 morbiditet s obzirom na to da dovodi do brojnih komplikacija kao §to su veca pojavnost
oportunistickih infekcija (zbog narusavanja imunoloske funkcije), avaskularna nekroza,
intolerancija glukoze, hipertenzija, promjene tjelesnog sastava i osteoporoza. Uvodenje
inhibitora kalcineurina uz glukokortikoide ne poboljSava odgovor na terapiju, ali omoguéuje
smanjenje doze glukokortikoida, a time i negativne u¢inke dugotrajne terapije (20). cGVHD
rezistentan na steroide lije¢i se takrolimusom i inhibitorima kalcineurina (kao Sto je
ciklosporin), no gotovo 50 % bolesnika ne reagira na terapiju te im je potrebna druga linija
lijecenja (21). Prvi lijek za lije¢enje cGVHD-a, koji je 2017. godine odobrio FDA, jest ibrutinib,
inhibitor Brutonove tirozin kinaze, koji dovodi do proliferacije, prezivljavanja i sazrijevanja B

stanica (22).

1.3 Vitamin D

Vitamin D ima mnogostruke uloge u organizmu, od regulacije metabolizma kalcija i kostanog
sustava, preko Sirokog spektra imunomodulatornih u¢inaka do djelovanja na misi¢nu masu i
funkciju. Otkri¢e receptora za vitamin D (eng. Vitamin D Receptor, VDR) u tkivima izvan
kostiju i bubrega dovelo je do ekspanzije istrazivanja protektivne uloge vitamina D u razli¢itim
bolestima kao Sto su tumori, hipertenzija, dijabetes, autoimune, kardiovaskularne i
dermatoloske bolesti (23).

Nedostatak vitamina D velik je javnozdravstveni problem u cijelom svijetu. Prema recentnom
preglednom radu utvrdeno je da godiSnje u prosjeku 13 % od 55.844 Europljana ima
koncentracije 25(OH)D u krvi <30 nmol/L, dok je prevalencija vrijednosti <50 nmol/L ¢ak 40,4
% (24). Prema podacima NHANES 2011-2012 nedostatak vitamina D jednako je prisutan i u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama s prevalencijom od oko 40 % (25(OH)D <50 nmol/L) (25).
Glavni cirkulirajuéi oblik vitamina D i najbolji pokazatelj razine vitamina D u organizmu je
25(0OH)D. Njegovo vrijeme poluraspada (T1/2) iznosi dva do tri tjedna, za razliku od bioloski
aktivnog oblika vitamina D (1,25(OH)2D) ¢iji je T2 samo dva do tri dana (26). Koncentracija
25(OH)D od 50 nmol/L smatra se granicnom vrijednosti prilikom lije¢enja hipovitaminoze

vitamina D s obzirom na to da su niZe vrijednosti povezane s ve¢om prevalencijom padova i



prijeloma te gubitkom mineralne gustoce kosti, dok su koncentracije nize od 30 nmol/L dodatno
povezane s povecanim mortalitetom, pojavnos¢u infekcija i drugih bolesti (27). Prema
smjernicama za prevenciju, prepoznavanje i lije¢enje nedostatka vitamina D u odraslih (28)
preporucena koncentracija vitamina D u serumu je >75 nmol/L s obzirom na to da je pri toj
koncentraciji manji rizik nastanka bolesti nego pri nizim vrijednostima (29).

Cimbenici rizika hipovitaminoze vitamina D ukljuéuju: rijetko izlaganje suncu, nosenje zastitne
odjece 1 sredstva za zastitu od sunca, tamniju put, pretilost, stariju dob i uzimanje lijekova koji
utjecCu na metabolizam vitamina D kao Sto su glukokortikoidi (30). Hospitalizirani bolesnici
pod veéim su rizikom za pojavu hipovitaminoze vitamina D (31), a osobito su rizi¢ni bolesnici
u jedinicama intenzivne skrbi. Brojni epidemioloski i1 klinicki dokazi ukazuju na to da je
nedostatak vitamina D povezan s nastankom i napredovanjem razli¢itih kroni¢nih bolesti poput
kardiovaskularnih bolesti, metabolickog sindroma, Secerne bolesti tip 2, malignih bolesti,

depresije, smanjenja kognitivnih sposobnosti te s pove¢anom smrtnoscu (32).



1.3.1 Metabolizam vitamina D

Vitamin D moze se sintetizirati djelovanjem sunc¢eva UVB zrafenja na 7-dehidrokolesterol u
kozi. lako se u organizam unosi i prehranom, obi¢no je rije¢ o nedostatnom dnevnom unosu jer
se nalazi u malom broju namirnica (ulja masnih riba, losos, bakalar, tuna, srdele, Zzumanjak
jajeta, gljive 1 mlijecni proizvodi dodatno obogaceni vitaminom D). Endogenom sintezom,
ovisno o intenzitetu UVB zracenja (290 - 300 nm), odnosno godiSnjem dobu i geografskoj
Sirini, dobiva se 80 - 90 % vitamina D u organizmu, dok je unos putem hrane samo 10 - 20 %.
Vecéi egzogeni unos moze se ostvariti obogacivanjem namirnica s vitaminom D ili putem
nadomjesne terapije vitaminom D (33). Razlikujemo dva osnovna oblika vitamina D: vitamin
D2 ili ergokalciferol iz biljnih izvora i vitamin D3 ili kolekalciferol iz zivotinjskih izvora. Oba
oblika se nakon unosa u organizam hranom ili transporta iz koZze u cirkulaciji vezu na vitamin
D vezuju¢i protein (DBP, od engl. vitamin D binding protein) te prolaze dvije hidroksilacije
kako bi nastao aktivan oblik D vitamina.

Prvi korak u aktivaciji vitamina D dogada se u jetri gdje dolazi do hidroksilacije vitamina D2 i
D3 na 25-C atomu u kalcidiol ili 25(OH)D pod djelovanjem enzima 25-hidroksilaze (Slika 1).
CYP2R1 25-hidroksilaza, protein iz porodice citokroma P-450, identificiran je kao kljucni
enzim u hidroksilaciji vitamina D s obzirom na to da bolesnici s mutacijom CYP2R1 imaju
nedostatak 25(OH)D (34).

DBP transportira 25(OH)D u bubreg vezuéi se na megalin, transmembranski protein koji djeluje
kao receptor za DBR na stani¢noj povrsini epitelnih stanica bubreznih tubula, $to je drugi korak
u sintezi aktivnog oblika vitamina D. U proksimalnom bubreznom tubulu dolazi do
hidroksilacije 25(OH)D na 1-C atomu prstena A putem enzima la-hidroksilaze u aktivni oblik
vitamina D, odnosno 1,25(OH).D (kalcitriol) koji je odgovoran za sve bioloske ucinke vitamina
D (35). Moguca je i ekstrarenalna sinteza 1,25(OH):D s obzirom na to da i druga tkiva,
primjerice epitelne stanice epiderme, prostate, kolona, makrofagi, osteoblasti, stanice gusterace,
placente i stanice mozga, sadrze la-hidroksilazu (36). Regulacija metabolizma 1,25(OH).D
ovisi o aktivnosti la-hidroksilaze i 24-hidroksilaze (enzim 24-hidroksilaza odgovoran je za
inaktivaciju 1 izlu¢ivanje 1,25(OH):D), odnosno serumskim vrijednostima kalcija, fosfora i
kalcitriola. Niske vrijednosti kalcija i vitamina D stimuliraju lu€enje paratiroidnog hormona
(PTH) koji stimulira sintezu 1a-hidroksilaze i inhibira 24-hidroksilazu te povecava aktivnost
1,25(OH)2D (37). Suprotno tome, kod visokih vrijednosti kalcija u serumu smanjuje se lu¢enje
PTH, aktivacija kalcitriola te mobilizacija kalcija iz kosti, a povecava se bubrezno izlu€ivanje

kalcija 1 fosfora.
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Slika 1. Metabolizam vitamina D.

1.3.2 BioloSka uloga vitamina D

Bioloski aktivni oblik vitamina D ili 1,25(OH).D ponasa se kao steroidni hormon koji regulira
ekspresiju ciljnih gena uglavnom putem VDR-a (vezanje za VDR u jezgri stanice), ali ostvaruje
1 niz drugih u¢inaka negenomskim mehanizmima (vezanje za membranski VDR ili VDR u
citoplazmi). Veéina ucinaka pripisuje se genomskom djelovanju 1,25(OH):D posredovanom
VDR-om, transkripcijskim faktorom koji regulira ekspresiju gena ¢iji promotori sadrze
specificne sekvence DNA poznate kao elementi odgovora na vitamin D (engl. vitamin D
response elements, VDRE). Vezanjem na VDR vitamin D ostvaruje raznolike fizioloske ucinke,
od srediSnje uloge u regulaciji metabolizma Ca 1 fosfata do regulacije stanicne diobe,
proliferacije i diferencijacije tkiva, regulacije fibroze i imunomodulatornih u¢inaka. VDR je
¢lan obitelji nuklearnih hormonskih receptora koji ukljucuju receptore za steroidne hormone,
hormone S§titnjace, retinoide, kolesterol, Zu¢ne i masne kiseline, eikozanoide itd. Nalazimo ga
u gotovo svim tkivima, §to iznova naglasava Sirinu bioloskih uc¢inaka vitamina D. Genomsko
djelovanje zapocinje vezanjem 1,25(OH);D za VDR u jezgri stanice, nakon ¢ega dolazi do
heterodimerizacije s retinoidnim X-receptorom (RXR), Sto povecava afinitet VDR/RXR
kompleksa za VDRE. Vezanjem na VDRE nastaje transkripcijski faktor 1,25D-VDR-RXR i
dolazi do daljnje aktivacije kompleksa, ¢ime se inicira transkripcija gena kako bi se proizveo
odgovaraju¢i mRNA 1 translacija u svrhu sinteze odgovaraju¢eg proteina pod utjecajem
vitamina D (38). Sve se vise istrazuju i negenomski uc¢inci vitamina D koji ne ukljucuje sintezu
proteina (utjecaj na lucenje inzulina i migracija glatkih miSiénih stanica (39)).

I drugi hormoni, kao $to su estrogen, progesteron, testosteron, glukokortikoidi i hormon $titnjace,
koji su ligandi za nuklearne receptore, pokazuju i bioloske ucinke djelovanjem putem
membranskih, a ne nuklearnih receptora. Negenomsko djelovanje 1,25(OH).D putem VDR-a na

membrani stanice i/ili citoplazmi ispoljava se kao brzo aktiviranje razli¢itih unutarstani¢nih



signalnih molekula (raspon tih molekula ovisi o njihovoj povezanosti s tipom stanice i statusom
sazrijevanja stanice) koje dovode do aktivacije sekundarnih glasnika, a potom aktivacije protein
kinaza te intracelularnih enzima ili Ca?* i CI” ionskih kanala (40). Negenomski u¢inci prvi su put
zabiljeZeni kod brzog povecanja apsorpcije kalcija u crijevima nakon primjene 1,25(OH);D, a

zatim 1 u drugim stanicama kao hondrocitima, osteoblastima, keratinocitima i fibroblastima (41).

1.3.3 Povezanost statusa vitamina D i nutritivnog statusa

Indeks tjelesne mase (ITM) najjednostavnija je antropometrijska mjera, koriStena u brojnim
znanstvenim studijama u svrhu procjene nutritivnog statusa. Podaci studija vezanih uz debljinu
1 vitamin D ukazuju na to da je visoki ITM (kategorije prekomjerne tjelesne mase i pretilosti 1.,
2.1 3. stupnja) povezan s niskim serumskim vrijednosti vitamina D (42—44).

Sliéno je i kod bolesnika oboljelih od kroni¢nih bolesti kao Sto su kroni¢na bubrezna
insuficijencija (45), nealkoholna masna bolest jetre (46), upalne bolesti crijeva (47), dijabetes
1 metabolicki sindrom (48) i drugo, gdje su studije pokazale povezanost niskih vrijednosti
vitamina D u krvi s debljinom, ali ne i s malnutricijom ili normalnom tjelesnom masom. Ipak,
zbog ¢imbenika kao $to su osnovna bolest, malapsorpcija ili farmakoterapija, mnogi pothranjeni
bolesnici, kao i oni s normalnom tjelesnom masom mogu imati niske koncentracije vitamina D
u krvi (28). Osobito je ranjiva bolni¢ka populacija pothranjenih bolesnika gdje je nedostatak
vitamina D, poglavito u onih bolesnika koji ne primaju vitamin D, povezan s pove¢anom
smrtnosc¢u (49). Nadalje, nedostatak vitamina D vrlo je Cest i u onkoloskih bolesnika (87,3 %
ima vrijednosti < 50 nmol/L) koji, u usporedbi s kontrolnom skupinom, imaju nizZe vrijednosti
vitamina D (50). Medutim, prema istrazivanju Trukove i suradnika (51), koje je ukljucivalo 737
onkoloskih bolesnika, nutritivni status procijenjen putem SGA upitnika i albumina, suprotno

o¢ekivanjima, nije bio povezan s nedostatkom vitamina D.



1.3.4 Povezanost vitamina D s miSicnom masom i snagom

Prvi pokusaji identifikacije 1 odredivanja aktivnosti receptora 1,25(OH),D u miSi¢nim stanicama
zapoCinju 80-ih godina proslog stolje¢a (52). Od tada su razvijeni razli¢iti miSi¢éni modeli i
metode u svrhu identifikacije VDR-a u skeletnim misi¢ima. Razine ekspresije VDR-a u misi¢ima
podlozne su promjenama ovisno o fazama razvoja misic¢a. Vise su razine prisutne u nezrelim
misi¢nim stanicama, mioblastima i prekursorima misi¢nih stanica, a puno nize kod potpuno
diferenciranih miSiénih vlakana. Studije na animalnim modelima pokazuju da mlade Zivotinje
(miSevi) imaju viSe razine VDR-a od starijih (53). Medutim, pri povredi miSi¢a kod starijih
miSeva tijekom regeneracije moze se primijetiti znatan porast razine VDR-a (54). Danas vise nije
upitno nalazi li se VDR u misi¢ima, nego utjece li i u kojoj mjeri njegova razina ekspresije u
misSi¢ima na bioloski ucinak vitamina D. Dosadasnje studije razjasnile su ulogu VDR-a u
oporavku nakon ozljede i odrZzavanju mitohondrijske funkcije, ali ne i jasne mehanizme
djelovanja kao ni utjecaj doze vitamina D, duljine primjene te optimalnog statusa vitamina D na
zdravlje miSic¢a (55). Nizak status vitamina D (25(OH)D < 50 nmol/L) povezuje se s promjenama
miSi¢ne fiziologije 1 funkcije, odnosno misiéne snage kod ljudi i kod Zivotinja (56,57).

Istrazivanja koja pokazuju povezanost nedostataka vitamina D sa smanjenom miSi¢nom
masom, miSi¢nom slabos¢u (59, 60) i padovima (60) kod starije populacije uglavnom su
opservacijska. Eksperimentalna istrazivanja ucinaka nadomjesne terapije vitaminom D na
misi¢nu masu i funkciju pokazuju razlicite rezultate s obzirom na rezim doziranja, ispitanike 1
primijenjene metode odredivanja miSi¢ne funkcije (57). Recentna metaanaliza koja je
obuhvatila 54 studije i istrazivala utjecaj nadomjesne terapije vitaminom D na zdravlje miSi¢a
ne podupire opravdanost terapije i ne pokazuje znacajne ucinke na misi¢nu masu, snagu i
funkciju, odnosno tjelesnu izvedbu (61). Prema istoj metaanalizi nadomjesna terapija
vitaminom D nije mnogo utjecala ni na tjelesnu izvedbu prema SPPB (engl. Short Physical
Performance Battery), 6O MWT (engl. 6 minute walk test), testu ustajanja sa stolca, kao ni na
miSiénu masu i snagu prema ekstenziji i fleksiji lakta i koljena te snazi stiska Sake (engl. hand-
grip strength, HGS). Stovise, ¢ini se da postoji i negativan u¢inak na tjelesnu izvedbu prema

TUG testu (dulje vrijeme izvedbe) i miSi¢ne snage prema fleksiji koljena.
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1.3.5 Svrha istraZivanja utjecaja vitamina D na nutritivni i funkcionalni status

¢GVHD bolesnika

Istrazivanje uloge vitamina D u razvoju GVHD-a kod bolesnika nakon alo-TKMS-a zanimljivo
je upravo zbog njegova potencijalnog uc¢inka na imunosni sustav, a u kontekstu usmjeravanja
diferencijacije, aktivacije 1 proliferacije T i B limfocita (62). Prema retrospektivnim studijama
(64, 65), nedostatak vitamina D (25(OH)D < 50 nmol/L) prije alo-TKMS smatrao se neovisnim
¢imbenikom rizika za razvoj cGVHD-a.

Medutim, prema recentnoj metaanalizi (8 studija) nije nadena statisticki znacajna povezanost
nedostataka vitamina D niti s cGVHD-om (OR=1,75, 95 %CI 0,72 - 4,26, P=0,2189) niti s
aGVHD-om (OR=1,06, 95 % CI 0,74 — 1,53; P=0,739). Studije koje su bile ukljucene u
metaanalizu uglavnom su definirale nedostatak vitamina D kao serumske koncentracije
25(OH)D < 50 nmol/L (65). Nedostatak vitamina D Cest je i u pedijatrijskoj i adultnoj populaciji
bolesnika i nakon alo-TKMS-a, a ucestalost suboptimalnog statusa uvelike ovisi i 0 pracenju
serumskih vrijednosti te adekvatnom propisivanju nadomjesne terapije (63, 67, 68). Prema
opservacijskoj studiji koja je obuhvatila 95 bolesnika s dugotrajnim prezivljenjem nakon alo-
TKMS-a, utvrdeno je da je vecina ispitanika redovito uzimala nadomjesnu terapiju vitamina D,
Sto je rezultiralo urednim statusom (25(OH)D >75 nmol/L) u 65 % bolesnika, naspram 10,5 %
koji su imali neadekvatan status (25(OH)D < 50 nmol/L). Ispitanici na terapiji prednizonom (u
studiji nije navedeno u kojoj dozi) imali su nize vrijednosti 25(OH)D u usporedbi s ostalim
bolesnicima (64 naspram 86,5 nmol/L, P=0,002). Autori su zaklju¢ili da je doza od 400 do 600
IU vitamina D na dan optimalna za odrzavanje koncentracije 25(OH)D u krvi >75 nmol/L (68).
Na problem pracenja koncentracije vitamina D u krvi bolesnika nakon alo-TKMS-a, ali i
adekvatne nadomjesne primjene vitamina D ukazuje na rad prema kojemu je status vitamina D
odreden kod samo 58 bolesnika, $to ¢ini 20,1 %. Pri tome je kod ¢ak 89,7 % bolesnika utvrden
nedostatak vitamina D, a 10,3 % imalo je normalan status. Samo 12 bolesnika uzimalo je
nadomjesnu terapiju vitamina D. Vecina bolesnika imala je GVHD 1 bili su na terapiji
glukokortikoidima (69).

Promjene nutritivnog statusa, miSi¢ne mase i snage mogu pratiti bolesnike nakon alo-TKMS-a
nekoliko mjeseci do nekoliko godina nakon transplantacije (67, 71). Izrazit gubitak tjelesne
mase > 10 % 1 malnutricija nakon alo-TKMS-a povezuje se s losijim klinickim ishodom (71),
dok se gubitak miSi¢ne mase povezuje sa smanjenim funkcionalnim kapacitetom (72).
Potrebna su daljnja istrazivanja kod alo-TKMS populacije, ne samo kako bi se jasno utvrdile

uzro¢no-posljedi¢ne veze vitamina D, nutritivnog i1 funkcionalnog statusa pacijenata, nego i
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kako bi se postavili jasni protokoli i smjernice za prevenciju i lijeCenje malnutricije i
sarkopenije. Upravo zbog toga su glavni ciljevi ovog istrazivanja bili utvrditi nutritivni i
funkcionalni status ispitanika nakon alo-TKMS-a, poglavito kod cGVHD bolesnika, te istraziti

utjecaj nadomjesne terapije vitamina D na njihov nutritivni 1 funkcionalni status.
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2 HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1

Hipoteza istraZivanja

Oboljeli od cGVHD-a imaju losiji nutritivni i funkcionalni status, §to ukljucuje gubitak miSi¢ne

mase 1 snage u usporedbi s bolesnicima koji nisu razvili ¢cGVHD, odnosno kontrolnom

skupinom. Gubitak miS§i¢éne mase i snage veci je u bolesnika koji imaju aktivnu bolest pa se u

toj skupini bolesnika ocekuju i nize koncentracije 25(OH)D u krvi. Nadomjesna terapija

vitaminom D (kolekalciferol, vitamin D3) u bolesnika s niskim koncentracijama 25(OH)D u

krvi (<50 nmol/L), dovodi do porasta miSi¢ne snage.

2.2 Opéi ciljevi istraZivanja

L.

Utvrditi nutritivni status bolesnika s cGVHD-om pomocu upitnika subjektivne opcenite
procjene nutritivnog statusa prilagodenog bolesniku (eng. Patient Generated - Subjective
Global Assessment, PG-SGA), antropometrijskih mjerenja i bioimpedancije (BIA).
Utvrditi funkcionalni status bolesnika s cGVHD-om, osobito miSi¢nu snagu pomocu
HGS-a, dvominutnog testa hoda (eng. 2 Minute Walk Test, 2MWT), Karnofskyjeve
ljestvice i PG-SGA.

Istraziti utjecaj tezine 1 stupnja aktivnosti cGVHD-a te trenutane imunosupresivne
terapije (glukokortikoidna terapija) na nutritivni i funkcionalni status bolesnika, osobito
miSi¢nu masu i snagu.

Istraziti u€inak nadomjesne terapije vitaminom D na nutritivni i funkcionalni status

bolesnika, osobito miSi¢nu snagu.

2.3 Specificni ciljevi

1.

Ispitati povezanost cGVHD-a odredenog organa s nutritivnim i funkcionalnim statusom
1 koncentracijama 25(OH)D u krvi.

Utvrditi dosadasnji pristup propisivanja nadomjesne terapije vitaminom D te ukazati na
vaznost pravodobnog uvodenja terapije kod cGVHD bolesnika.

Razviti 1 implementirati protokole odredivanja i pra¢enja nutritivnog statusa bolesnika

s cGVHD-om.
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3 METODE
3.1 Dizajn istraZivanja

Ovo je istrazivanje oblikovano kao prospektivno kohortno istrazivanje s dvije paralelne skupine
u svrhu usporedbe uc¢inka nadomjesne terapije vitaminom D na nutritivni i funkcionalni status
bolesnika nakon alo-TKMS-a ovisno o prisutnosti cGVHD-a. Bolesnici koji su bili ukljuceni u
istrazivanje lijeCe se na Zavodu za hematologiju KBC-a Zagreb te ih je pratio multidisciplinarni
tim KBC-a Zagreb i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. U dnevnoj hematoloskoj
bolnici bolesnicima su uzeti uzorci krvi za odredivanje laboratorijskih parametara, a hematolozi
su procjenjivali tezinu cGVHD-a na pocetku i kraju istrazivanja. U ambulanti za klini¢ku
prehranu KBC-a Zagreb provedeno je ispitivanje nutritivhog i funkcionalnog statusa,

savjetovanje i propisivanje nutritivne te nadomjesne terapije vitaminom D.

3.2 Ispitanici

U razdoblju od 3. studenoga 2016. do 26. ozujka 2021. godine iz dnevne hematoloske bolnice
ukljucena su ukupno 102 bolesnika koja su prosla alo-TKMS. Dijagnoza cGVHD-a postavljala
se na temelju etabliranih preporuka NIH konsenzusa iz 2015. godine (13), a koji se temelji na
opceprihvacenim klini¢kim, laboratorijskim, radioloskim, endoskopskim 1 histoloskim
kriterijima koje su evaluirali nadlezni hematolozi. Bolesnici s cGVHD-om ukljuceni su u
istrazivanje nakon postavljanja kona¢ne dijagnoze, a bolesnici koji nisu udovoljavali kriterijima
za dijagnozu cGVHD-a, ako nisu imali aGVHD i ako je proslo najmanje 100 dana nakon alo-
TKMS-a, smatrani su kontrolnim ispitanicima. Svaki organ/organski sustav zahvac¢en cGVHD-
om bodovan je prema dijagnostickim kriterijima NIH konsenzusa iz 2015. godine, a prema
tome je odredena ukupna NIH-ova ocjena ozbiljnosti na skali 0 - 3 (11). Procjena tezine
cGVHD-a takoder je provedena globalnom ocjenom koju je procijenio nadlezni hematolog
(eng. Health Care Provider, HCP) u skalama 0 - 31 0 - 10 (73). Na skali 0 - 3 nula bodova
znaci da simptomi nisu prisutni, dok su bodovi od jedan do tri dodijeljeni kod blagih, umjerenih
1 ozbiljnih simptoma cGVHD-a. Na skali 0 - 10 nula bodova znaci da simptomi cGVHD nisu
prisutni, a ocjena deset znaci da su prisutni najtezi moguci simptomi cGVHD-a. Kroni¢na
GVHD aktivnost definirana je prema intenzitetu sistemske imunosupresije i terapijskoj namjeri
u vrijeme evaluacije. Bolest je definirana kao ,,aktivna“ ako je lije¢nik odlucio povecati
sustavnu terapiju zbog pogorsanja bolesti, zamijeniti ili povuéi sistemsku terapiju zbog

nedostatka odgovora. Bolest je definirana kao ,,neaktivna“ ako je lije¢nik odlu¢io smanjiti
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sistemsku terapiju jer se cGVHD poboljSava, ne mijenjati trenutacnu sistemsku terapiju jer je
cGVHD bio stabilan ili promijeniti sistemsku terapiju samo zbog toksi¢nosti.

Svi su ispitanici potpisali obrazac za informirani pristanak, a Eti¢ko povjerenstvo KBC-a
Zagreb 1 Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu odobrili su protokol istrazivanja.
Dodatno su praceni i vrijeme od transplantacije do dijagnoze cGVHD-a, vrijeme od dijagnoze
cGVHD-a do prvog pregleda, klasifikacija cGVHD (klasi¢ni ili preklapajuéi) te
glukokortikoidna terapija tijekom istrazivanja. Osim podataka o cGVHD-u, u istrazivanje su
ukljuceni podaci iz povijesti bolesti koji ukljucuju osnovnu bolest, pripremu za transplantaciju,
odnosno tip kondicioniranja (mijeloablativno ili drugo), datum transplantacije, izvor
krvotvornih mati¢nih stanica (periferna krv ili koStana srz), vrsta darivatelja (podudarni srodni

ili podudarni nesrodni), prethodni aGVHD, vrijeme od transplantacije do pregleda.

Prema sljede¢im kriterijima odredena je podobnost za uklju€ivanje bolesnika u istrazivanje:
- ukljucujuéi kriteriji
1. za ispitivanu skupinu postavljena kona¢na dijagnoza cGVHD-a, za kontrolnu
skupinu isklju€ivanje postojanja cGVHD-a
2. vrijeme proteklo od alo-TKMS-a minimalno 100 dana za obje skupine
3. odsutnost znakova aGVHD-a
4. pristanak na provodenje protokola istrazivanja uz potpisani Informirani
pristanak
- iskljuCujuci kriteriji
1. dob manja od 18 godina
2. trudnoca
3. aGVHD
4

. trenutacno lijecenje hipovitaminoze vitamina D.

3.3 Opisi tijek istraZivanja

Svi ispitanici ukljuceni u studiju potpisali su informirani pristanak. Bolesnici su bili podijeljeni
u dvije skupine, odnosno ispitivanu i kontrolnu skupinu. Ispitivanu skupinu €inili su bolesnici
s dijagnosticiranim cGVHD-om, a kontrolnu bolesnici koji nakon najmanje 100 dana od alo-
TKMS-a nisu razvili cGVHD. Ispitanici su praceni tijekom dva pregleda: na pocetku, prilikom

uklju¢ivanja u istraZivanje i na kontrolnom pregledu nakon 8 mjeseci + 4 tjedna.
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Bolesnike s cGVHD-om nadlezni hematolozi iz dnevne hematoloske bolnice uputili su na
pregled u ambulantu za klinicku prehranu te su oni ukljuceni u istrazivanje nakon
novopostavljene dijagnoze ili tijekom kontrolnih pregleda ve¢ dijagnosticiranih bolesnika gdje
im je izvadena krv u svrhu odredivanja statusa vitamina D 1 ostalih biokemijskih markera.
Bolesnike koji nisu razvili cGVHD, a ukljuceni su u istrazivanje takoder su uputili nadlezni
hematolozi nakon isklju¢ivanja aGVHD-a ili tijekom kontrolnih pregleda. U ambulanti za
klini¢ku prehranu svim je ispitanicima na prvom pregledu odreden nutritivni i funkcionalni
status te im je propisana nadomjesna terapija vitaminom D ovisno o inicijalnim serumskim
vrijednostima do kontrolnog pregleda. Ispitanici su takoder popunili upitnik o vitaminu D te su
dobili detaljne upute o provodenju trodnevnog dnevnika prehrane. Na kontrolnom pregledu
ponovno su odredeni nutritivni 1 funkcionalni status te serumske vrijednosti 25-hidroksi
vitamina D 1 ostalih biokemijskih markera. Pregled bolesnika u ambulanti za klini¢ku prehranu

KBC-a Zagreb trajao je prosjecno 45 - 60 minuta.

3.4 Odredivanje nutritivnog statusa

Za procjenu nutritivnog statusa kod svih ispitanika koriStene su sljede¢e metode:
antropometrijske metode (tjelesna visina, tjelesna masa, ITM, debljina koznog nabora
tricepsa (eng. triceps skinfold, TSF) i obujam nadlaktice (eng. middle upper arm
circumference, MUAC), PG-SGA 1 metoda bioelektricne impedancije (engl. bioelectrical
impedance analysis, BIA).

3.4.1 Antropometrijske metode
3.4.1.1 Odredivanje tjelesne mase, visine i ITM-a

Tjelesna masa se kod svakog ispitanika odredivala pomoc¢u vage za BIA-u (Tanita BC-420MA
50 kHz/90 pA) na jednu decimalu. Tjelesna visina mjerena je pomocu visinomjera. ITM
izraCunat je kao omjer izmedu tjelesne mase u kilogramima i kvadrata tjelesne visine u metrima.
Ovisno o ITM-u, ispitanici su klasificirani kao pothranjeni, potencijalno pothranjeni, normalne

tjelesne mase, prekomjerne tjelesne mase te pretili I., IL. ili III. stupnja (Tablica 1).
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Tablica 1. Klasifikacija nutritivnog statusa prema vrijednostima ITM-a.

Klasifikacija ITM (kg/m?)
Pothranjenost <18,5
Potencijalna pothranjenost 18,5-20
Normalna tjelesna masa 20-25
Prekomjerna tjelesna masa 25-30
Pretilost I. stupnja 30-35
Pretilost II. stupnja 35-40
Pretilost III. stupnja 40+

3.4.1.2 Odredivanje MUAC-a

MUAC je opseg nadlaktice izraZzen u centimetrima koji se odreduje na nedominantnoj ruci
pomocu mjerne trake preciznosti do 1 mm. Mjera se uzima na sredini izmedu vrhova ramena i

lakta dok je ruka uz tijelo savijena pod kutom od 90 stupnjeva.

3.4.1.3 Odredivanje TSF-a

TSF je debljina koznog nabora nadlaktice u podrucju tricepsa izrazena u milimetrima te se
odreduje na sredini straznjeg dijela nadlaktice nedominantne ruke pomocu kalipera. U ovom
istrazivanju provedena su tri mjerenja pomocu kalipera tipa Harpenden Skinfold Caliper

CEO0120 preciznosti do 0,2 mm i izracunata je srednja vrijednost TSF-a.

3.4.2 Subjektivna globalna procjena bolesnika (PG-SGA)

PG-SGA Siroko je raSirena referentna metoda u klinickim istrazivanjima za procjenu
nutritivnog statusa onkoloSkih bolesnika (74), a proizlazi iz dobro poznatog upitnika za
procjenu nutritivnog statusa, subjektivne globalne procjene (eng. Subjective Global
Assessment, SGA) (75). PG-SGA se danas koristi u brojnim studijama, na razli¢itim
populacijama bolesnika zato Sto pruza moguénost predvidanja ishoda lijecenja, komplikacija,
prezivljenja, kvalitete Zivota te je osjetljiv na promjene nutritivnog statusa nakon uvodenja
nutritivne intervencije (76).

PG-SGA objedinjuje podatke iz povijesti bolesti (promjene tjelesne mase, promjene apetita i

unosa hrane, prisutnost simptoma koji mogu utjecati na poteSkoce unosa hrane, promjene
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funkcionalnog statusa vezanog uz dnevne aktivnosti), klinickog pregleda (vidljive promjene

misiéne 1 masne mase, prisutnost ascitesa, edema) i metabolickog stresa (prisutnost i duljina

povisene tjelesne temperature, primjena glukokortikoida).

Prisutnost ili tezina razli¢itih parametara svake kategorije PG-SGA upitnika boduju se s 0 - 4

boda.

PG-SGA se sastoji iz 7 dijelova kojima se biljezi:

1.

Promjena tjelesne mase u posljednja dva tjedna, zatim u mjesec dana i Sest mjeseci, a
ovisno o visini postotka gubitka, dodjeljuju se bodovi u rasponu od 0 do 4.

Promjena unosa hrane koja se procjenjuje na temelju uobifajenog unosa hrane u
posljednjih mjesec dana (bez promjene, poveéan unos, smanjen unos). Ako pacijent ima
smanjen unos, navode se znacajnije promjene koli¢ine i konzistencije hrane te uzimanje
dodatne nutritivne potpore u obliku oralnih nutritivnih suplemenata (ONS).

Promjena apetita i prisutnost razli¢itih simptoma koji mogu utjecati na promjene unosa
hrane u posljednja dva tjedna (gastrointestinalni simptomi ili mucnina, povracanje,
bolovi u trbuhu, proljevi, opstipacija, prerani osjecaj sitosti, promjene okusa i mirisa,
otezano gutanje, zatim promjene u usnoj Supljini kao Sto su suhoca, bolovi, afte,
infekcije 1 ulceracije te ostali simptomi kao §to su umor, dentalni problemi, depresija i
dr.) koji se boduju pojedinacno s 1 - 3 boda.

Promjene funkcionalnog kapaciteta u posljednjih mjesec dana, od sposobnosti
obavljanja dnevnih aktivnosti bez ograni¢enja do potpune disfunkcije (bolesnik u
krevetu); boduju se s 0 - 3 boda.

Utjecaj osnovne bolesti, komorbiditeta i dobi vece od 65 godina na nutritivne potrebe.
Utjecaj glukokortikoida (0 - 3 boda ovisno o dnevnoj dozi) i tjelesne temperature (0 - 3
boda ovisno o visini tjelesne temperature i duljini njezina trajanja) na metabolicki stres.
Klini¢ki pregled odnosi se na vidljive nedostatke miSi¢ne mase i masne mase odredenih
dijelova tijela te prisutnih edema ili ascitesa. Broj bodova od 0 do 3 ovisit ¢e o

subjektivnoj procjeni ispitivaca.

Ukupni zbroj bodova izrazava se kao PG-SGA rezultat pomoc¢u kojeg se bolesnici svrstavaju u

tri kategorije (A, B 1 C) koje daju ukupnu sliku nutritivnog statusa bolesnika. Kategorija A

podrazumijeva uredan nutritivni status, kategorija B umjerenu malnutriciju ili izloZenost riziku

nastanka malnutricija i kategorija C ozbiljnu malnutriciju (Prilog 1).
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3.4.3 Bioelektri¢na impedancija

Bioelektricna impedancija pouzdana je i neinvazivna metoda analize sastava tijela na temelju
dvokomponentnog modela (2C), odnosno masne i nemasne tjelesne mase. U ovom istrazivanju
BIA je provedena pomocu vage (Tanita BC-420MA s jednom radnom frekvencijom od 50 kHz
pri 90 pA) koja mjeri impedanciju, izrazenu u omima (€2), prema slabom signalu elektri¢ne
struje koji se Salje kroz tijelo putem stajnih elektroda. Na temelju sastava tijela elektri¢ni signal
putuje kroz tkivo koje sadrzi vodu. Razli¢ite komponente tijela imaju razlicite razine
impedancije pa je tako provodljivost ve¢a kroz nemasnu masu koja ukljucuje misice, kosti i
vodu, nego kroz masnu masu koja sadrzi vrlo malo vode. Kod jednofrekventne BIA-e vrijednost
impedancije tumaci se kao otpor (R) koji se kroz znanstveno utvrdene jednadzbe koristi za
izraCunavanje sastava tijela, odnosno masne i nemasne mase.
Svi ispitanici mjerili su se na BIA vagi bosi u laganoj odje¢i. Prilikom mjerenja unose se podaci
o tjelesnoj visini, dobi, spolu i tjelesnoj gradi (atletski tip ili standardni). Samo mjerenje traje
nekoliko sekundi, nakon ¢ega svaki ispitanik dobiva ispis sljede¢ih podataka:
1. tjelesne mase u kg

. ITM u kg/m?

. masne mase (engl. fat mass, FM) u kg 1 postotak masne mase

. nemasne mase (engl. fat free mass, FFM) u kg

. ukupne miSi¢ne mase u kg

2
3
4
5
6. ukupne vode u kg i postotak
7. koStane mase u kg
8. procjenu bazalnog metabolizma u mirovanju u kcal
9. procjenu metaboli¢ke dobi prema sastavu tijela
10. visceralne masnoce
11. vrijednost impedancije (R) u Q.
Skeletna misi¢na masa (SMM) izraCunava se pomocu formule (77):
SMM (kg) = [(TV*R x 0,401) + (spol x 3,825) + (dob x -0,071)] + 5,102
gdjeje TV tjelesna visina u cm; R je otpor u Q; spol =0 za zene, 1 za muskarce; dob u godinama.
Indeks skeletne miSi¢ne mase (eng. skeletal muscle index, SMI), indeks masne mase (engl. fat
mass index, FMI) 1 indeks nemasne mase (engl. fat free mass index, FFMI) izraunavaju se iz

SMM-a, FM-a i FFM-a dobivenih iz BIA: SMI = SMM/TV?, FMI = FM/TV2, FFMI =
FFM/TV? gdje je TV tjelesna visina u metrima.
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3.5 Odredivanje funkcionalnog statusa (misi¢ne funkcije)

Za procjenu funkcionalnog statusa koriSteni su dinamometrija Sake i PG-SGA kod svih
ispitanika te dvominutni test hoda (2MWT) i Karnofskyjeva ljestvica izvedbenog statusa kod
ispitanika s cGVHD-om.

3.5.1 Dinamometrija Sake

Dinamometrija Sake je metoda za odredivanje miSi¢ne funkcije, odnosno procjene misi¢ne
snage pomocu dinamometra. U ovome istrazivanju koriSten je hidrauli¢ki ruéni dinamometar
(Jamar, Sammons Preston Rolyan) koji prikazuje HGS u kilogramima. Jamar dinamometar
smatra se zlatnim standardom za mjerenje HGS-a u vecini studija (78). Mjerenje je provedeno
tri puta na obje ruke (dominantna i nedominantna ruka) nakon cega je odredena srednja
vrijednost. Bolesnici su tijekom mjerenja sjedili, a ruka na kojoj se mjerila snaga stiska Sake
bila je savijena u podrucju lakta pod kutom od 90 stupnjeva. Bolesnici su imali pauze od
nekoliko minuta izmedu mjerenja. Normativi za HGS prema spolu i dobi koriSteni su prema

prethodno utvrdenim normativima sli¢ne populacije (79).

3.5.2 Dvominutni test hodanja CMWT)

Dvominutni test hoda (2MWT) jedan je od elemenata procjene funkcionalnog kapaciteta kod
bolesnika s cGVHD-om prema NIH kriterijima. Pri provodenju 2MWT-a bolesnici su hodali
na stazi od 50 metara (25 metara u svakom smjeru) s okretajima od 180 stupnjeva na svakom
kraju te je na kraju zabiljezena ukupna udaljenost prijedena u dvije minute. 2MWT mjerio je

nadlezni fizijatar samo kod bolesnika s cGVHD-om.

3.5.3 Funkcionalni kapacitet prema PG-SGA-u

Promjene funkcionalnog kapaciteta prema PG-SGA-u procjenjuju se u posljednjih mjesec dana
prema sposobnosti obavljanja dnevnih aktivnosti bez ograni¢enja do potpune disfunkcije

(bolesnik u krevetu) i boduju se od 0 do 3 boda.

3.5.4 Karnofskyjeva ljestvica izvedbenog statusa kod cGVHD-a

Karnofskyjeva ljestvica koristi se u svrhu procjene opcéeg tjelesnog stanja bolesnika i

mogucénosti obavljanja dnevnih aktivnosti. Kod bolesnika s cGVDH-om pri svakom pregledu
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nadleznog hematologa odredivao se Karnofskyjev indeks ¢iji je brojcani raspon od 0 (smrt) do

100 (normalne dnevne aktivnost bez ograni¢enja, nema znakova bolesti) bodova.

3.6 Uzorci krvi

Uzorci periferne venske krvi za potrebe istrazivanja uzorkovani su ujutro, nataste izmedu 71 9
sati. Uzorci krvi uzimali su se kod bolesnika uklju¢enih u istrazivanje prilikom prvog i drugog
pregleda u dnevnoj bolnici Zavoda za hematologiju KBC-a Zagreb. Laboratorijska ispitivanja
uzoraka krvi bolesnika provedena su na Odjelu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb,
a ukljucivala su standardizirano mjerenje leukocita, trombocita, C-reaktivnog proteina (CRP),
albumina, ukupnih proteina, lipidograma (ukupni kolesterol, trigliceride, LDL, HDL), 25-
(OH)D 1 kreatinina.

3.6.1 Odredivanje 25(OH)D u krvi

Odabrani biomarker za odredivanje statusa vitamina D bio je 25(OH)D vitamin s obzirom na
to da je, za razliku od aktivnog oblika 1,25-dihidroksi vitamina D, bolji pokazatelj ukupnog
statusa vitamina D u organizmu. Koncentracije 25(OH)D odredene su primjenom
imunokemijske metode ECLIA (eng. electrochemiluminescence immunoassay) (Roche Cobas
E601, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka). Vrijednosti vitamina D u krvi viSe od 75
nmol/L smatrale su se urednima, nize od 75 nmol/L manjkom ili insuficijencijom vitamina D,

a serumske vrijednosti nize od 50 nmol/L nedostatkom ili deficitom vitamina D (28).

3.6.2 Odredivanje ostalih standardnih biokemijskih biljega

Ostali biokemijski biljezi koji su se pratili prilikom prvog i drugog pregleda ukljucivali su
leukocite, trombocite, CRP, lipidogram (ukupni kolesterol, trigliceride, LDL, HDL), kreatinin,
albumin 1 ukupne proteine. Leukociti i trombociti odredeni su na hematoloSkom brojacu
(Sysmex XE 5000, Sysmex Corp., Kobe, Japan) laserskom tehnologijom rasipanja svjetlosti.
Ukupni proteini odredeni su spektrofotometrijski s biuret reagensom (80), a albumini s
bromkrezol zelenilom (BCG) (81). Kreatinin je odreden fotometrijski s kreatininazom (82),
trigliceridi fotometrijski s glicerolfosfatoksidazom (GPO-PAP) (83), ukupni kolesterol
fotometrijski s kolesterol-oksidazom (CHOD-PAP), a HDL/LDL homogenom enzimskom
kolorimetrijskom metodom (84). Koncentracije CRP-a odredene su imunoturbidimetrijskim

metodama (Cobas 6000cee, Roche, Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka) (85).
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3.7 Propisivanje nadomjesne terapije vitamina D i pracenje adherencije

Ovisno o serumskim vrijednostima 25(OH)D, svim bolesnicima koji su bili ukljuceni u
istrazivanje tijekom prvog pregleda propisana je nadomjesna terapija vitaminom D do
kontrolnog pregleda, kada je ponovljeno mjerenje vitamina D u serumu. Svim ispitanicima
propisan je vitamin D u obliku kapi, 1 kap = 400 IU kolekalciferola (Oleovit D3 kapi).

Doziranje kolekalciferola odredeno je svakom pacijentu s obzirom na inicijalne serumske

vrijednosti 25(OH)D (Tablica 2) i trajanje nadomjesne terapije (8 mjeseci), a sukladno

Smjernicama za prevenciju, prepoznavanje i lijeCenje nedostatka vitamina D u odraslih (28).
Prema istim smjernicama, serumske vrijednosti 25(OH)D vitamina <50 nmol/L smatraju se
nedostatkom ili deficitom, <75 nmol/L manjkom ili insuficijencijom, a vrijednosti >75 nmol/L

adekvatnom razinom vitamina D.

Tablica 2. Propisane doze kolekalciferola ovisno o serumskim vrijednostima 25(OH)D

25(OH)D (nmol/L) Kolekalciferol (IU/dan)
<50 2000

50-75 1600

75 -100 1200

>100 800

Adherencija je pracena indirektnom metodom intervjuiranja bolesnika putem telefona tijekom
istrazivanja 1 na kontrolnom pregledu. Ispitanici su bili upitani pridrzavaju li se uzimanja
vitamina D kako im je na pocetku istrazivanja objaSnjeno. Neadherentnim ispitanicima smatrali
su se oni koji su neredovito uzimali vitamin D, koji su ga uzimali kra¢e od propisanog (npr. pet

mjeseci umjesto osam) ili oni koji su uzimali doze vitamina D nize od propisanih.

3.7.1 Procjena unosa vitamina D putem prehrane

Unos vitamina D putem prehrane procijenjen je iz upitnika o vitaminu D (Prileg 2) koji je
sadrzavao Sest pitanja o ucestalosti konzumacije (dnevno, tjedno ili mjese¢no) namirnica
bogatih vitaminom D (riba, mlijeko, sir, maslaci margarin, jaja, gljive).

Upitnik o vitaminu D validiran je putem dnevnika prehrane koji su ispitanici vodili tijekom tri
dana (dva radna dana i jedan dan vikendom). U dnevnik prehrane upisivali su sve namirnice

koje su konzumirali toga dana (koli¢inu, pripremu i vrstu namirnica). U nedostatku hrvatskih
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tablica sastava hrane novijeg datuma i podataka o sadrzaju vitamina D koriStene su tablice
poljskog nacionalnog instituta za hranu i prehranu (86), iz kojih je izracunat ukupni dnevni unos

vitamina D iz hrane u pg (1 pg=40 IU).

3.8 Pradenje imunosupresivne terapije tijekom istraZivanja

Tijekom ovog istrazivanja (izmedu dva pregleda) kod svih bolesnika pracena je i
farmakoterapija koja se odnosila na imunosupresivnu terapiju prvenstveno prednizonom i
metilprednizolonom koju je propisao nadlezni hematolog. Sve doze metilprednizolona bile su
preracunate u prednizon. Doza metilprednizolona od 4 mg smatrala se ekvivalentna dozi

prednizona od 5 mg (87).

3.9 Statisticka obrada podataka

Podaci su prikupljani u Excel tablicama (Microsoft, SAD). Za statistiCku obradu podataka
koristen je programski paket Medcalc v11.4 (Medcalc Software, Belgija). Normalnost distribucije
numeric¢kih varijabli ispitana je Kolmogorov-Smirnov testom. Varijable s normalnom
distribucijom sumirane su koriStenjem srednje vrijednosti i standardne devijacije (SD), dok je za
nenormalno distribuirane varijable prikazan medijan i interkvartilni raspon (IKR). Ovisno o
normalnosti raspodjele rezultata upotrijebljeni su odgovarajuci testovi parametrijskih (Studentov
t-test, ANOVA) 1 neparametrijskih (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis) statistickih metoda.
Usporedbe vrijednost prvog i kontrolnog pregleda istog bolesnika usporedivane su s uparenim
testovima (paired t-test, neparametrijski Wilcoxon test). Kategoricke varijable usporedivane su
y2-testom. Korelacije su evaluirane Pearsonovim ili Spearmanovim koeficijentom korelacije
ovisno o tipu varijabli. Logisticka regresija primijenjena je za odredivanje faktora rizika za nisku
miSi¢nu snagu, nisku razinu vitamina D te malnutriciju. Varijable koje su na univarijatnoj analizi
pokazale vezu s varijablom od interesa (p<0,1) koristene su za izradu multivarijatnog modela.

Statisticki znacajna razlika smatrana je p<0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Karakteristike svih ispitanika na pocetku istrazivanja

U istrazivanje su bila ukljuc¢ena ukupno 102 bolesnika nakon alo-TKMS-a koja su se lijecila na
Zavodu za hematologiju KBC-a Zagreb od rujna 2016. do ozujka 2021. godine. Demografske
karakteristike svih ispitanika nalaze se u Tablici 3 iz koje je vidljivo da nije bilo statisticki
znacajne razlike u spolu i dobi izmedu ispitanika s cGVHD-om i kontrolne skupine. U skupini
cGVHD-a 9,2 % bolesnika bilo je starije od 65 godina, a u kontrolnoj skupini 10,8 %. Nije bilo
statistiCki znacajne razlike izmedu varijabli nutritivnog i funkcionalnog statusa ispitanika koju
su imali 65+ ili <65 godina. Statisticki znacajna razlika nadena je kod primarne bolesti izmedu
skupina pa su ALL/AML/MDS i KML bili ucestaliji kod bolesnika s cGVHD-om, dok su ostale
bolesti bile ucestalije kod kontrolne skupine. Mijeloablativno kondicioniranje proslo je 46,2 %
ispitanika u cGVHD skupini naspram 32,4 % ispitanika kontrolne skupine. Statisticki znacajna
razlika izmedu bolesnika s cGVHD-om 1 kontrolne skupine bila je u vremenu od alo-TKMS-a
do prvog pregleda, odnosno ukljucivanja u istrazivanje (Mann-Whitney test, P=0,0009). Kod
kontrolne skupine je medijan bio 258 (153 - 541), a kod cGVHD skupine 640 (232 - 1968)
dana. Srodnog darivatelja je imalo 45,1 % bolesnika. Izvor krvotvornih mati¢nih stanica (KMS)
bio je iz periferne krvi darivatelja u 78,4 % slucajeva. Prethodni akutni oblik GVHD-a imalo je

57,8 % ispitanika bez statisticki znacajne razlike izmedu skupina.
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Tablica 3. Demografske karakteristike svih ispitanika ukljucenih u istrazivanje.

c¢GVHD Kontrolna
bolesnici skupina gll;ul[());()) P
(n=65) (n=37)
Zenski 31 (47,7) 17 (45,9) 48 (47,1) 0,8658
Spl Muski 34 (52,3) 20 (54,1) 54 (52,9)
Dob u godinama (medijan, IKR) 51 (39 - 60) 50 (39 - 58) 50 (39-59) | 0,9306
65+ 6(9,2) 4(10,8) 10 (9,8) 0,7974
<65 59 (90,8) 33(89,2) 92 (90,2)
Primarna bolest ALL /AML / MDS 46 (70,8) 24 (64.,9) 70 (68,6) 0,0406
KML 14 (21,5) 4(10,8) 18 (17,6)
Drugo 5(7,7) 9(24,3) 14 (13,7)
AA/PNH 2(3,1) 1(2,7) 32,9
MF 0 (0) 38,1 32,9
HL 0 (0) 38,1 32,9
KLL 1(1,5) 1(2,7) 2 (2,0)
MPN 1(1,5) 1(2,7) 2 (2,0)
MM 1(L,5) 0(0) 1 (1,0)
Kondicioniranje RIC 29 (44,6) 23 (62,2) 52 (51,0) 0,4007
Mijeloablativno 30 (46,2) 12 (32,4) 42 (41,2)
Mijelo + TBI 3 (4,6) 1(2,7) 4 (3,9)
TBI 3 (4,6) 1(2,7) 4 (3,9)
Srodnost Nesrodan 36 (56,4) 20 (54,1) 56 (54,9) 0,8972
darivatelja Srodan 29 (44,6) 17 (45.,9) 46 (45,1)
Izvor KMS Periferna krv 53 (81,5) 27 (73,0) 80 (78,4) 0,3143
Kostana srz 12 (18,5) 10 (27,0) 22 (21,6)
Prethodni akutni GVHD 42 (64,6) 17 (45,9) 56 (57,8) 0,0677
Vrijeme (medijzfn, IKR) u d.anim:.i od .alo- 640 258 400 0.0009
TKMS-a do ukljucivanja u istraZivanje (232-1968) (153-541) (197-1501) ’

c¢GVHD - kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja; ALL — akutna limfoblasti¢na leukemija; AML — akutna
mijeloi¢na leukemija, MDS — mijelodisplasti¢ni sindrom; KML — kroni¢na mijeloi¢na leukemija; AA/PNH —
aplasticna anemija / paroksizmalna no¢na hemoglobinurija; MF — mijelofibroza; HL — Hodgkinov limfom; MPN
— mijeloproliferativna neoplazma; MM — multipli mijelom; RIC — kondicioniranje smanjenog intenziteta, TBI —
zracenje; KMS — krvotvorne mati¢ne stanice; IKR — interkvartilni raspon.
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4.2 Demografske karakteristike ispitanika s ¢cGVHD-om na prvom i kontrolnom

pregledu

Pregled demografskih karakteristika svih cGVHD ispitanika na prvom i kontrolnom pregledu
prikazan je u Tablici 4. Statisticke znacajnosti promatrane su testovima za uparene uzorke za
bolesnike koji su imali i prvi 1 kontrolni pregled gdje je to bilo moguce. Medijan vremena od
alo-TKMS-a do nastanka cGVHD-a bio je 250 dana od nastanka cGVHD-a do ukljucivanja u
istrazivanje, odnosno prvog pregleda 152 dana. Vecina ispitanika, 83,1 %, imala je klasican
cGVHD. Statisticki nije bilo znacajne razlike u procjeni ozbiljnosti cGVHD-a prema NIH
kriterijima i HCP-a na prvom i kontrolnom pregledu iako je na kontrolnom pregledu bilo vise
bolesnika s blazim cGVHD-om. Statisticki znac¢ajno manje bolesnika imalo je cGVHD jetre na

kontrolnom pregledu (P=0,0133).

26



Tablica 4. Karakteristike ispitanika s cGVHD-om na prvom i kontrolnom pregledu.

Prvi pregled Kontrolni pregled p
(n=65) (n=43)
Nastup cGVHD-a De novc? 24 (36,9) 14 (32,6) 0,8912*
Progresivan 19 (29,2) 14 (32,6)
Mirujuéi 22 (33,8) 15 (34,9
Klasifikacija cGVHD-a Klasu“:an. - 54 (83,1) 34 (79,1) 0,5758*
Preklapajuci 11 (16,9) 9(20,9)
Dani od alo-TKMS-a do cGVHD (medijan, IKR) 250 257 0,8573*
(157 -513) (154 - 570)
Dani od cGVHD-a do prvog pregleda (medijan, 152 182 0.6486*
IKR) (8 - 1420) (4-1272) ’
0 15 (23,1) 14 (32,6)
. . . 1 13 (20,0) 11 (25,6)
Procjena aktivnosti cGVHD-a 0,3423%*
2 32 (49,2) 14 (32,6)
3 51,7 49,3
. L Blagi 14 (21,5) 18 (41,9) 0,0749%*
iiggzlgl‘gll’(‘ﬂ:‘e"rﬁi;SVHDa Umjereni 27 (41,5) 14 (32.6)
Teski 24 (36,9) 11 (25,6)
. o Blagi 20 (30,8) 20 (46,5)
g::;{;‘gi‘l’égfrj:‘zg‘ccg"}l])'a Umjereni 26 (40,0) 10 (23.3) 0,4244%+
Teski 19 (29,2) 13 (30,2)
<70 3 (4,6) 0 (0)
70 9 (13,8) 8 (18,6)
Karnofskyjev indeks % 80 18 (27,7) 10 (23,3) 0,5000%*
90 18 (27,7) 8 (18,6)
100 17 (26,2) 17 (39,5)
0-1 13 (20,0) 17 (39,5)
. ) 2 12 (18,5) 8 (18,6) 0,3799**
?é‘{ﬂﬁ;)giﬁ zahvacen 3 21 (32.3) 12 27.9)
4+ 19 (29,2) 6(14)
Pluca 24 (36,3) 10 (23,3) 0,3391**
Jetra 15 (23,1) 24,7 0,0133**
Probavni sustav 12 (18,5) 3(7) 0,1810%*
Organski sustavi Zglobovi i fascije 14 (21,5) 10 (23,3) 0,2705%*
zahvaéeni cGVHD-om O¢i 40 (61,5) 27 (62,8) 0,1000**
Usta 39 (60,0) 22 (51,2) 0,2791**
Koza 29 (44,6) 10 (23,3) 0,1613**
Genitalni sustav 10 (15,4) 8 (18,6) 0,5614%*

* usporedeni su svi bolesnici naspram samo onih koji su dosli na kontrolni pregled. ** usporedeni su upareni
bolesnici koji su imali i prvi i kontrolni pregled. cGVHD — kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja; NIH —
National Institute of Health; HCP — health care provider; IKR — interkvartilni raspon.
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4.3 Nutritivni status ispitanika

Nutritivni status ispitanika na prvom i kontrolnom pregledu prikazan je u Tablici 5. Normalnu
tjelesnu masu prema ITM-u 20 - 25 kg/m? imalo je 43,1 % ¢cGVHD bolesnika i 29,7 % ispitanika
kontrolne skupine prilikom prvog pregleda, a prilikom drugog pregleda 41,9 i 41,7 %.
Pothranjenih ili potencijalno pothranjenih prema ITM-u <18,5 i 18,5 - 20 kg/m? bilo je 13,9 %
cGVHD bolesnika i 13,7 % ispitanika kontrolne skupine na prvom pregledu te 9,4 i1 8,3 % na
kontrolnom pregledu. Prekomjernu tjelesnu masu prema ITM-u >25 kg/m? imalo je 30,8 %
cGVHD bolesnika i 32,4 % ispitanika kontrolne skupine na prvom pregledu te 30,2 1 33,3 % na
kontrolnom pregledu. Pretilost I. i II. stupnja bila je prisutna kod 12,4 % cGVHD bolesnika i
24,3 % ispitanika kontrolne skupine na prvom pregledu te 18,6 i 16,6 % na kontrolnom
pregledu. Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika ITM-a izmedu skupina, kao ni promjena
izmedu dva pregleda. Promjena ITM-a medu pregledima racunata je kao razlika vrijednosti
kontrolnog i prvog pregleda. Za kategorije ITM-a razlika se gledala kao pozitivna ili negativna
promjena kategorije medu pregledima. Tako izracunate promjene za svakog bolesnika
usporedene su medu skupinama prikladnim statistickim testom.

Prema SGA na prvom pregledu 40 % bolesnika s cGVHD-om i 27 % ispitanika kontrolne
skupine imali su malnutriciju ili su bili u riziku od malnutricije (kategorija B i C), a na
kontrolnom pregledu 18,7 1 20,8 %. Iako je na kontrolnom pregledu veé¢i dio cGVHD bolesnika
popravio SGA kategoriju nutritivnog statusa (81,4 % kategorije A), taj napredak nije dosegao
razinu statisticke znacajnosti (Chi-square, P=0,071). Nizi PG-SGA rezultat kontrolnog
pregleda bio je znacajnije izrazen kod kontrolne skupine. Kod obje skupine bolesnika
primijeéeno je znatno usporenje gubitka tjelesne mase (unatrag Sest mjeseci od pregleda;
P=0,004). Tako je kod cGVHD bolesnika unutar Sest mjeseci do prvog pregleda prosjecan
gubitak tjelesne mase bio 3,4 + 5,5 kg, a unutar Sest mjeseci od prvog pregleda samo 0,9 + 2,2
kg.

Promjene masne mase, odnosno porast FMI-ja znacajniji je kod ispitanika s cGVHD-om
(P=0,0131), a promjene nemasne mase prema FFMI-ju kod obje skupine nisu bile statisticki
znacajne. Skeletna miSi¢na masa prema SMI-ju mjerena prema BIA-u bila je nezamjetno niza
prilikom kontrolnog pregleda kod bolesnika s cGVHD-om. Porast visceralnih masno¢a (VF) na
kontrolnom pregledu statisticki je znacajan u obje skupine. Medu ispitivanim skupinama nije

bilo razlika u promjenama pojedinih parametara izmedu prvog i kontrolnog dolaska.
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Tablica 5. Nutritivni status ispitanika na prvom (n=102) i kontrolnom pregledu (n=67).

c¢GVHD bolesnici Kontrolna skupina Razlika
srednja vrijednost (SD) ili n( %) srednja vrijednost (SD) ili n(%) skupina*
Parametar Prvi Kontrolni p** Prvi Kontrolni | P
pregled pregled pregled pregled

ITM (kg/m?) 24,4 (4,5) 25,2 (4,7) 0,2362 | 25,6 (5) 25,8 (5,2) 0,0563 0,3495

ITM Kkategorija

Pothranjenost 4(6,2) 24,7 0,8961 3(8.3) 2 (8,3) 0,6691 0,5642

Potencijalna 5(7,7) 2(4,7) 2(54) 0(0)

pothranjenost

Normalna 28 (43,1) 18 (41,9) 11(29,7) 10 (41,7)

tjelesna masa

Prekomjerna 20 (30,8) 13 (30,2) 12 (32,4) 8(33,3)

tjelesna masa

Pretilost I. 6(9,2) 7(16,3) 7(18,9) 2 (8,3)

stupnja

Pretilost I1. 23,1 1(2,3) 2(54) 2(8,3)

stupnja

PG-SGA 7(5,1) 5,1 (3,8) 0,1992 | 5,4 (4,4) 3,4(3,6) 0,0505 0,4147

rezultat

PG-SGA

kategorija

A 39 (60,0) 35(814) 0,0701 | 27(73,0) 19 (79,2) 0,3593 0,9467

B 18 (27,7) 6(14) 7(18,9) 5 (20,8)

C 8(12,3) 24,7 38,1 00

TM 1 mj. (kg) 0,83 (2,4) 0,2 (0,7) 0,1353 | 1,1(2,7) 0,2 (0,7) 0,1094 0,3378

TM 6 mj. (kg) 3,4 (5,5) 0,9 (2,2) 0,004 | 3,2(4,9) 1(3,2) 0,0134 0,5609

MUAC (cm) 28,5 (4,1) 29,2 (4,3) 0,0874 29,3 29,5 (5,9) 0,0321 0,5479
4.7)

TSF (mm) 18,2 (7,8) 19,2 (8,6) 0,1639 19,7 21,5 (10,2) 0,0304 0,4375
(9.3)

FMI (kg/m?) 6,4 (4,1) 7,2 (4,4) 0,0131 | 6,9 (4,0) 7 (3,8) 0,0822 0,9794

FFMI (kg/m?) 18,1 (3,0) 18 (3,2) 0,1027 18,6 18,8 (2,7) 0,8671 0,1652
(2.5)

SMI (kg/m?) 9,8 (1,8) 9,5 (1,6) 0,1881 | 9,8 (1,7) 9,6 (1,7) 0,1209 0,4331

VF 7,3 (4,5) 7,8 (4,7) 0,0332 | 7,6 (3,9) 8,1 (3) 0,0448 0,6221

* izraCunata je promjena svake varijable na kontrolnom pregledu u odnosu na prvi pregled te su promjene opazene u
kontrolnoj i ispitnoj skupini usporedene t-testom, tj. Mann-Whitney testom.

** razlike vrijednosti na prvom i kontrolnom pregledu usporedivane su t-testom ili Wilcoxon testom za uparene uzorke;
statisticki znacajne razlike su podebljane. cGVHD — kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja; ITM — indeks tjelesne
mase; PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika; TM — tjelesna masa (gubitak tjelesne mase 1 ili 6 mjeseci); MUAC
— obujam nadlaktice; TSF — debljina koznog nabora, FMI — indeks masne mase; FFMI — indeks nemasne mase; SMI — indeks
skeletne miSiéne mase; VF — visceralne masnoce.
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Korelacije izmedu promjena varijabli nutritivnog statusa prikazane su u Tablici 6. Promjena
ITM-a pozitivno korelira s promjenom FMI-ja (r=0,793, P<0,0001) i VF-a (1=0,746; P<0,0001)
prikazano na Slici 2 (A i B) te s promjenom MUAC-a i TSF-a. Promjena miSi¢éne mase prema
SMI-ju negativno korelira s FMI-jem (r=0,545; P<0,0001) i VF-om (1=0,479; P<0,0001) kako

je prikazano na Slici 3.

Tablica 6. Korelacije izmedu promjena varijabli nutritivnog statusa.

ITM PG-SGA | MUAC TSF FMI FFMI SMI VF
(kg/m?) | rezultat (cm) (mm) (kg/m?) (kg/m?) (kg/m?)
ITM 0,16 | 0,75%%% | 0,51 %% | 079 #kx | (35 % 20,08 | 0,75 wxx
(kg/m?)
PG-SGA | ) ¢ -0,1 20,01 20,21 0,05 0.2 0,11
rezultat
BATUALD 0,75 *** -0,1 0,45 *** | (0,73 *** 0,12 -0,22 0,69 ***
(cm)
TSE | spwmn | 001 | 045 % 0,49 ¥¥% | 0,05 024 | 0,51
(mm)
FMIL 29 was | 021 | 073 %% | 049 % 021 | 0,55 ## | 0,89 *xx
(kg/m?)
FEMI ) 35 s 0,05 0,12 0,05 0,21 0,79 *** | 0,09
(kg/m?)
bl 20,08 0,2 -0,22 2024 | 0,55 #kx | (79 *xx 20,48 *Hx
(kg/m?)
VF 0,75%%% | 0,11 | 0,69 *** | 0,51 %% | 089 % | _009 | -048 *¥*

ITM — indeks tjelesne mase; PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika; MUAC — obujam nadlaktice;
TSF — debljina koznog nabora; FMI — indeks masne mase; FFMI — indeks nemasne mase; SMI — indeks skeletne
miSi¢ne mase; VF — visceralne masnoce.
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Slika 2. Promjena indeksa masne mase (A) i visceralnih masnoca (B) ovisno o promjeni indeksa

tjelesne mase.

FMI — indeks masne mase; ITM — indeks tjelesne mase; VF — visceralne masnoce.
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Slika 3. Povezanost promjene indeksa masne mase s promjenom indeksa skeletne miSi¢ne mase.

FMI — indeks masne mase; SMI — indeks skeletne mase.

4.4 Funkcionalni status ispitanika

Funkcionalni status ispitanika na prvom i kontrolnom pregledu prikazan je u Tablici 7. Na
pocetku mjerenja cGVHD ispitanici imali su niZe vrijednosti HGS-a, ali one nisu bile statisticki
znacajne naspram kontrolne skupine (HGS-D, Mann-Whitney test, P=0,1119). Izrazito niski
HGS <16 kg za Zene 1 HGS <27 kg (prvi kriterij u dijagnostici sarkopenije prema EWGSOP-
u) za muskarce imalo je 30,1 % cGVHD bolesnika naspram 10,8 % kontrola. Statisticki
znacajan porast misi¢ne snage na kontrolnom pregledu, prema mjerenju HGS-a, vidljiv je kod
obje skupine. Nije bilo statisticki znacajnih promjena u subjektivnoj procjeni funkcionalnog
kapaciteta niti kod cGVHD-a niti kod kontrolnih ispitanika (PG-SGA funkcionalni kapacitet,
Chi square test p>0,05). Kod cGVHD-a bolesnika primije¢eno je blago poboljSanje KPI
indeksa, ali nije bilo statisticki znacajno (Chi square test, P=0,5). Na Slici 4 prikazana je
statistiCki znaCajna povezanost HGS-D s funkcionalnim kapacitetom prema PG-SGA-u

(p<0,0001).
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Tablica 7. Funkcionalni status ispitanika na prvom (n=102) i kontrolnom pregledu (n=67).

Razlika
c¢GVHD bolesnici Kontrolna skupina
skupina*
Kontrolni Prvi Kontrolni
Parametar Prvi pregled P ** p** P
pregled pregled pregled
31,4 31,5 36,0
HGS-D (kg) 27,8 (12,5) 0,0032 0,0061 | 0,2504
(14,5) (12,9) (15,6)
29,5 29,8 34,1
HGS-ND (kg) 26,1 (12,4) 0,0016 0,0041 | 0,1477
(13,5) (12,3) (15,8)
0 23 (35,4) 15 (34,9) 19(51,4) | 17(70,8)
PG-SGA
1 28 (43,1) 22 (51,2) 15 (40,5) 4 (16,7)
f.k. 0,7599 0,4018 | 0,739
2 7 (10,8) 3(7) 38,1 3(12,5)
3 7 (10,8) 3(7) 0(0) 0(0)
50 1(1,5) 0(0) 0,4266
60 23,1 0(0)
KPI 70 9 (13,8) 8 (18,6)
80 18 (27,7) 10 (23,3)
90 18 (27,7) 8 (18,6)
100 17 (26,2) 17 (39,5)

* izraCunata je promjena svake varijable na kontrolnom pregledu u odnosu na prvi pregled te su promjene opazene

u kontrolnoj i ispitnoj skupini usporedene t-testom, tj. Mann-Whitney testom.

** razlike vrijednosti na prvom i kontrolnom pregledu usporedivane su Wilcoxon testom za uparene uzorke ili hi-
kvadrat testom; cGVHD — kronic¢na reakcija davatelja protiv primatelja; HGS-D/HGS-ND — snaga stiska Sake
dominantna ruka/nedominantna ruka; PG-SGA fk. — subjektivna globalna procjena bolesnika — funkcionalni
kapacitet; KPI — Karnofskyjev indeks; statisticki znacajne razlike su podebljane.
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Slika 4. Povezanost snage stiska Sake dominantne ruke i funkcionalnog kapaciteta prema PG-SGA-u.
PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika; HGS-D — snaga stiska Sake dominantne ruke.

Mjerenje 2MWT-a kod cGVHD-a izostavljeno je iz analize podataka zbog nemoguénosti
uskladivanja datuma pregleda bolesnika te nedovoljnog broja podataka drugog mjerenja na
kontrolnom pregledu. S obzirom na to da je glavni cilj istrazivanja odredivanje utjecaja
vitamina D na miSi¢nu snagu koja se odreduje HGS-om i masu bolesnika s cGVHD-om,

izostavljanje 2MWT-a nije znacajno utjecalo na rezultate istrazivanja.

4.4.1 Povezanost nutritivnog i funkcionalnog statusa ispitanika

U Tablici 8 prikazana je povezanost nutritivnog i funkcionalnog statusa na prvom pregledu
(Spearman korelacija). Funkcionalni status prema HGS-u dominantne i nedominantne ruke
pozitivno korelira s mjerenjima ITM-a, MUAC-a, FFMI-ja i SMI-ja (P<0,005), a negativno s
PG-SGA rezultatom (P<0,005), Sto je prikazano i na Slici 5A. Prema Slici 5B vidljivo je da su
ispitanici s urednim nutritivnim statusom (kategorija A) imali znacajno visi HGS-D naspram
ispitanika kategorije B i C prema PG-SGA-u (P<0,0001). Povezanost miSi¢ne mase prema
FFMI-ju s HGS-D (1=0,61; P<0,005) prikazana je na Slici 6. Funkcionalni kapacitet prema PG-
SGA-u pozitivno korelira s PG-SGA kategorijom (P<0,005), a negativno s HGS-om, FFMI-
jem (P<0,005), MUAC-om, ITM-om i SMI-jem (P<0,005). Medusobno snazno negativno
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koreliraju HGS 1 funkcionalni kapacitet prema PG-SGA-u (P<0,005). Antropometrijske
varijable ITM-a, TSF-a i MUAC-a medusobno i s FM-om, FMI-jem i VF-om pokazuju
znacajnu pozitivnu korelaciju (P<0,005). KPI kod cGVHD ispitanika (n=65; nije prikazano u
Tablici) negativno je korelirao s nutritivnim i funkcionalnim statusom (PG-SGA rezultat r=-
0,56; P<0,0001; PG-SGA kategorija (A,B,C) r=-0,58; P<0,0001; PG-SGA funkcionalni
kapacitet r=-0,61; P<0,0005).

Tablica 8. Povezanost nutritivnog i funkcionalnog statusa svih ispitanika (prvi pregled, n=102).

PG-
HE’(S')D H((;lf')ND M(EH‘?)C (Tnsr:) SGA I;fz'sl?a‘: ITM | FFMI | FMI SMI VF
& & fk. (kg/m?) | (kg/m?) | (kg/m>) | (kg/m?)

HGS-D 0,96 **%|0,45 *#x| 0,13 |-0,51 ***-0,53 *#%[ (0,43 ***|0,61 ***| 0,1 |0,44 ***| 0,39%*

(kg)

HGS- (0,96 *** 0,45 *%%| 0,12 [-0,49 **#.0,52 ***| 0.4 *#x |0,6] ***| 0,06 0,41 ***| 0,33*
ND (kg)
MUAC (0,45 #%#(0,45 #* 0,561 355 |0.47 %#{ 0,86 %% | 0,63 % 0,63 ##%| 0,35 ##* | 0,255+

( ) sksksk

cm

TSF | -0,13 | -0,12 |0,56 *** 0,01 | -0,17 0,59 ***| 0,01 [0,77***| -0,1 | 0,41%*
(mm)
PGf'lS(GA-o,ﬂ ik () 49 k| 03 %% | 0,01 0,69 ***|-0,33 ** 0,41 *** -0,12 [-0,31 **| -0,08
‘;fziﬁ,‘? -0,53 *#*.0,52 #¥*.0,47 *¥* -(,17 | 0,69 *** 0,47 *¥#%|.0,41 ***| 03] **| 0,23 * | -027*
ITM  [0,43 #%%| (4 *¥% | (86 *** ?;ff -0,33 ** 0,47 Hxk 0,62 *%k [(,8] *%% | (,35 *ikx | (g
(kg/m?)

FFMI |0,61 ***|0,61 ***(0,63 ***| 0,01 [-0,41 **%.0,4] ***|0,62 *** 0,1 0,78 *#x| (,5%**
(kg/m?)

FMI 0,1 006 0,63 X771 012 [-031*#*|081***| 0.1 0,15 |0,67%**
(k/ 2) sksksk

g/m

SMI [0,44 ***|0,4] ***|0,35 ***| 0,1 [-0,31 **| -0,23 * 0,35 ***[0,78 ***| -0,15 0,31*
(kg/m?)

VE |04 F¥*|038 Fxx{0,61 Fxx ?;ff 0,19 | -0,24 * | 0,8 *** [0,52 **x|(,65 ***| 0,28 **

Spearman rank korelacija, P vrijednosti * = <0,05, ** = <0,005, *** = < (0,0005; HGS-D/HGS-ND - snaga stiska
Sake dominantna ruka/nedominantna ruka; MUAC — obujam nadlaktice; TSF — debljina koznog nabora; PG-SGA fk.
— subjektivna globalna procjena bolesnika — funkcionalni kapacitet; ITM - indeks tjelesne mase; FFMI — indeks
nemasne mase; FMI — indeks masne mase; SMI — indeks skeletne miSi¢ne mase; VF — visceralne masnoce.
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Slika 5. Povezanost izmedu nutritivnog statusa prema PG-SGA rezultatu (A), odnosno PG-

SGA kategoriji (B) 1 mi$i¢ne snage prema snazi stiska Sake dominantne ruke.

PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika; HGS-D — snaga stiska Sake dominantne ruke.
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Slika 6. Povezanost miSi¢ne snage prema snazi stiska Sake dominantne ruke s indeksom

némasne masc.

FFMI — indeks nemasne mase; HGS-D — snaga stiska Sake dominantne ruke.

4.5 Koncentracija 25(OH)D u krvi i ostali biokemijski markeri

Nedostatak vitamina D prema vrijednostima 25(OH)D na prvom pregledu kod obje skupine
prisutan je u oko 50 % ispitanika, a nedostatak u oko 30 % (Tablica 9). Statisticki znacajan
porast serumskih vrijednosti 25(OH)D na kontrolnom pregledu imala je cGVHD skupina
(P<0,0001), dok kod kontrolnih bolesnika opazeni porast nije dosegao razinu statisticke
znacajnosti (P=0,0607). Gledano prema kategorijama razine D vitamina u serumu, kod obje
skupine uocen je pomak prema boljim kategorijama. Na Slici 7 prikazan je postotak ispitanika
s nedostatkom, insuficijencijom ili urednim vrijednostima vitamina D u serumu ovisno o
vremenu od alo-TKMS-a. Porast trombocita na kontrolnom pregledu statisticki je znacajan u
obje skupine dok je porast ukupnih proteina i HDL-a znacajan samo kod kontrolne skupine.

Ostali biokemijski markeri mjereni na prvom i kontrolnom pregledu prikazani su u Tablici 9.
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Tablica 9. Laboratorijska mjerenja iz krvi bolesnika s cGVHD-om i kontrolne skupine.

c¢GVHD Kontrolna skupina Razlika
bolesnici LU IS
Parametar Prvi Kontrolni pP* Prvi Kontrolni pP*
pregled pregled pregled pregled

25(OH) D 55,0 (30,8) | 77,1(28,3) <0,0001 52,6 63 (11,0) | 0,0607 0,0229
(nmol/L) (23.1)
Uredno 13 (20,0) 22 (51,2) 0,0003 8(21,6) 3(12,5) 0,0005 0,2474
Manjak 21(32,3) 14 (32,6) 11(29,7) 19 (79,2)
Nedostatak 31 (47,7) 7 (16,3) 18 (48,6) 2(8,3)
Leukociti 7,9 (3,6) 8(3,6) 0,2183 5,6 (2,4) 6,4(3) 0,2940 0,9816
(x10°/L)
Trombociti 213,7 2224 (77,6) 0,0467 158,1 184,3 0,0119 0,3809
(x10°/L) (82,3) (104,8) (75,1)
CRP (mg/L) 6,5 (10,2) 7,6 (12,4) 0,1276 12,4 6,1 (9,8) 0,4549 0,3125

(25,7)
Albumin 41,9 (6,2) 45,2 (3,8) 0,1600 | 42,9 (4,,7) | 45,2(3,2) | 0,0798 0,4761
(gL)
UK. proteini 67,9 (7,9) 72 (5,9) 0,1215 69,9 (6,3) | 75,4(6,2) | 0,0362 0,0095
(gL)
Kreatinin 82,7 (26,4) 83,4 (23) 0,6967 79,2 83(19,3) | 0,5781 0,7698
(umol/L) (16.4)
Kreatinin 91,7 119,4 0,0152 57,9 40,7 (2,5) NA NA
kinaza** (165,6) (101,4) (36.,3)
Kolesterol 5,6 (1,6) 5,4 (1,3) 0,5495 5912.4) 5,5(1,2) 0,2500 0,297
(mmol/L)
HDL 1,4 (0,7) 1,4 (0,5) 0,7009 1,2 (0,5) 1,4 (0,4) 0,0137 0,0249
(mmol/L)
LDL 3,1(1,3) 3,1(1,2) 0,5028 3,8(2,4) 33(L1) 1,0000 0,9507
(mmol/L)
Trigliceridi 2,4 (1,3) 2,2 (1,2) 0,1288 2,3(1,4) 1,6 (0,8) 0,4131 0,8344
(mmol/L)

* koriSten je t-test ili Wilcoxon test za uparene uzorke, tj. test za nezavisne uzorke za usporedbe skupina.
** samo 2 kontrolna ispitanika imala su mjerenje kreatin kinaze pa statisticke testove nije bilo moguce napraviti.

Statisticki znacajne razlike su podebljane; cGVHD — kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja ; 25(OH)D — 25
hidroksi vitamin D; HDL — lipoprotein velike gusto¢e; LDL — lipoprotein male gusto¢e; CRP — C reaktivni protein.
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Slika 7. Udio ispitanika u pojedinim kategorijama statusa vitamina D na prvom pregledu

ovisno o vremenu od alo-TKMS-a.

4.5.1 Nadomjesna terapija vitaminom D

Ukupno je 67 bolesnika u cijelosti zavrsilo istrazivanje, 43 cGVHD bolesnika i 24 kontrolna
bolesnika. Razlozi zbog kojih 35 ispitanika nije obavilo kontrolni pregled su: nedolazak na
kontrolni pregled (n=17), smrt (n=14), razvoj cGVHD-a kod kontrolnih ispitanika (n=2) te
odbijanje propisane nadomjesne terapije vitaminom D (n=2).

Prema Tablici 10 u 62,7 % ukljucenih ispitanika propisana je nadomjesna terapija vitaminom

D u kapima od 2000 IU; u 17,9 % od 1600 IU i u 19,4 % 800 -1200 IU.

Tablica 10. Propisane doze vitamina D s obzirom na serumske razine 25(OH)D na prvom

pregledu.

Propisane doze vitamina D N (%) Srednja vrijednost 25(OH)D
(ovisno o statusu) u serumu (nmol/L)

800 [U/dan (>100 nmol/L) 7(10,4) 94 (12,9)

1200 IU/dan (75 - 100 nmol/L) 6(9) 77,2 (6)

1600 IU/dan (50 - 75 nmol/L) 12 (17,9) 62,1(5,3)

2000 IU/dan (<50 nmol/L)* 42 (62,7) 37,4 (18,4)

Ukupno 67 (100) 51,3 (25,1)

* kod jednog cGVHD bolesnika s urednim serumskim vrijednostima vitamina D doza vitamina D bila je 2000 U
s obzirom na to da je ona prethodno propisana zbog dijagnoze multiple skleroze.
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4.5.2 Adherencija nadomjesnoj terapiji vitaminom D

Adherentnih cGVHD bolesnika prema nadomjesnoj terapiji vitaminom D bilo je 86,1 %, a
kontrolnih 66,7 % (Tablica 11). Nije bilo statisticki znacajnih razlika u adherenciji medu

skupinama.

Tablica 11. Adherencija nadomjesnoj terapiji vitaminom D.

c¢GVHD bolesnici Kontrolna skupina
Adherencija N (%) N (%) P
Adherentni 37 (86,1) 16 (66,7)
0,0633
Neadherentni 6 (13,9) 8(33,3)
Neredovito 2(4,7) 3(12,5)
Niza doza 24,7 1(4,2)
Krace trajanje 2(4,7) 4 (16,7)
Ukupni 43 (100) 24 (100)

4.5.3 Razlike u promjeni statusa vitamina D ovisno o adherenciji

Primijecena je statisticki znaCajna razlika u promjeni serumske razine vitamina D kod
adherentnih naspram ispitanika koji nisu bili adherentni (Slika 8). Adherentna skupina
ispitanika imala je znacajnije veéu promjenu serumskih vrijednosti vitamina D (26, 8) od
neadherentne skupine (-1,9) gledajuéi direktnu promjenu serumskih koncentracija 25(OH)D
kod svakog pojedinog bolesnika (prvi - kontrolni pregled) (p=0,0006). Slican trend primijecen
je kod svih propisanih doza vitamina D osim 800 IU (Slika 9). Stoga je fokus rasprave usmjeren

na adherentne bolesnike.
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Slika 9. Promjena koncentracije vitamina D u serumu kod adherentne i neadherentne skupine

ispitanika ovisno o propisanoj dozi oralne nadomjesnom terapijom vitaminom D.
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Slika 10. Promjena razine serumskih vrijednosti 25(OH)D kod adherentne skupine ispitanika

na inicijalnom i kontrolnom pregledu.

Slika 10 prikazuje prosjecne razine 25(OH)D kod ispitanika koji su primali razli¢ite doze
vitamina D te su se pridrzavali propisane terapije. lako su bolesnici kojima je propisana najniza
doza (n=3) imali inicijalno najvise razine vitamina D, kod njih je u prosjeku zamije¢en pad od
17,3 jedinica unato¢ nadomjesnoj terapiji s 800 IU. Zbog malog broja ispitanika sniZenje nije
bilo statisti¢ki znacajno (P=0,2860). Sli¢no je bilo i kod bolesnika kojima je propisana doza od
1200 IU (n=4), gdje je uglavnom zabiljezena stagnacija statusa (prosjecan porast vitamina D
od samo 2,5 jedinica, koji nije bio statisti¢ki znacajan (P=0,8007)). S druge strane, kod
bolesnika s inicijalno nizim razinama 25(OH)D kojima su propisane viSe doze nadomjesne
terapije (1600 IU n=9 i 2000 IU n=37) prati se znacajan porast razine 25(OH)D u serumu na
kontrolnom pregledu. U prosjeku je porast bio 28,4 jedinica za dozu od 1600 IU (P=0,0087), a
jo§ znacajniji je bio porast (32,5 jedinica) kod onih koji su uzimali najviSu dozu od 2000 IU
(P<0,0001). Porast serumskih vrijednosti 25(OH)D na kontrolnom pregledu pratio se kod
ispitanika koji su imali nize serumske vrijednosti 25(OH)D, odnosno onih ispod 50 nmol/L te
onih izmedu 50 1 75 nmol/L i koji su primali vitamin D 2000 IU, odnosno 1600 IU dnevno.
Znacajniji porast zabiljeZen je u skupini koja je primala 1600 IU vitamina D. Na Slici 11.

prikazana je efektivna promjena razine 25(OH)D s obzirom na ishodiSne koncentracije u

42



serumu te uzimanu dozu propisanu nadomjesnom terapijom. Zanimljivo je primijetiti da je do
pogorsanja (s normalne razine na manjak) doslo iskljucivo kod onih bolesnika kojima su bile
propisane niske doze vitamina D.

PogorSanje Bez promjene PoboljSanje
100% g 1] promj jSan)

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

1600 2000 1200 1600 2000 800 1200 2000

Nedostatak Manjak Normalna razina

Slika 11. Prikaz udjela adherentnih ispitanika s pogorSanjem, poboljSanjem ili bez promjene
statusa vitamina D ovisno o inicijalnom statusu (Nedostatak, Manjak, Normalna razina) i

propisanoj dozi vitamina D (800, 1200, 1600, 2000 1U/dan).

4.5.4 Procjena unosa vitamina D prehranom

Upitnik o unosu vitamina D putem prehrane validiran je trodnevnim dnevnikom prehrane.
Nadena je visoka korelacija izmedu procjene unosa vitamina D putem upitnika o vitaminu D i
trodnevnom dnevniku prehrane (r= 0,946; P <0,0001). Prosje¢an dnevni unos vitamina D u pg
putem upitnika o vitaminu D bio je 2,08+1,12, a putem dnevnika prehrane 2,11+1,3 i SD bez
statistiCki znacajne razlike izmedu cGVHD bolesnika i kontrolne skupine. Nije nadena
korelacija izmedu dnevnog unosa vitamina D putem prehrane i koncentracije vitamina D u krvi

na prvom i kontrolnom pregledu.
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4.6 Utjecaj promjene statusa vitamina D na promjene nutritivnog statusa

Poboljsanje statusa vitamina D (prelazak bolesnika iz kategorije nedostataka u kategoriju
insuficijencije ili normalnih vrijednosti i prelazak iz kategorije insuficijencije u kategoriju
normalne vrijednosti) nije znacajno utjecalo na nutritivni status adherentnih ispitanika s
obzirom na promatrane parametre (ITM, PG-SGA, FM, FMI, FFM, FFMI, SMM i SMI) (Slika
12, Slika 13, Tablica 12). Sli¢no je utvrdeno i za sve odabrane laboratorijske parametre, osim
ukupnih proteina kod kojih je utvrden statisticki znacajan porast kod bolesnika kod kojih je

postignuto poboljSanje statusa vitamina D (t-test, P=0,018).

Tablica 12. Povezanost promjene nutritivnog statusa i odabranih laboratorijskih parametara s

promjenama serumskih vrijednosti vitamina D.

Promjena od prvog do Vitamin D Vitamin D

kontrolnog pregleda Bez promjene (N=20) Poboljsanje (N=33) P

ITM (kg/m?) 0,14 (1,96) 0,45 (1,4) 0,507
PG-SGA rezultat -1,3(3,51) -1,03 (5,22) 0,839
VF 0,21 (1,84) 0,52 (1,25) 0,482
FM (kg) 0,5 (3,81) 1,61 (3,91) 0,317
FMI (kg/m?) 0,17 (1,34) 0,53 (1,3) 0,335
FFM (kg) -0,11 (3,19) -0,2 (3,25) 0,92
FFMI (kg/m?) -0,04 (1,00) -0,08 (1,05) 0,892
SMM (kg) -0,16 (3,18) -1,16 (4,03) 0,356
SMI (kg/m?) -0,04 (1,04) -0,38 (1,34) 0,347
LDL (mmol/L) 0,14 (0,83) -0,14 (1,08) 0,438
HDL (mmol/L) -0,07 (0,82) -0,04 (0,55) 0,875
Kolesterol (mmol/L) 0,07 (1,18) -0,27 (L,1) 0,394
Trigliceridi (mmol/L) -0,15 (0,77) -0,29 (0,88) 0,654
Albumin (g/L) 0,11 (3,24) 1,58 (4,56) 0,302
Ukupni proteini (g/L) -0,23 (3,85) 3,65 (4,83) 0,018

ITM — indeks tjelesne mase; PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika; VF — visceralne masnoc¢e; FM —
masna masa; FMI — indeks masne mase; FFM — nemasna masa; FFMI — indeks nemasne mase; SMM — skeletna
misi¢na masa; SMI — indeks skeletne mis§i¢éne mase; LDL — lipoprotein male gusto¢e; HDL — lipoprotein velike
gustoce.
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Slika 12 Promjena indeksa tjelesne mase (A) i PG-SGA rezultata (B) ovisno o promjeni

serumskih vrijednosti vitamina D kod adherentne skupine ispitanika.

PG-SGA - subjektivna globalna procjena bolesnika; ITM — indeks tjelesne mase.
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Slika 13. Promjena indeksa skeletne mase ovisno o promjeni statusa vitamina D kod adherentne
skupine ispitanika.

SMI — indeks skeletne mase.

4.7 Utjecaj promjene statusa vitamina D na funkcionalni status

Promjena miSi¢ne snage prema HGS-u kod adherentnih ispitanika nije bila povezana s
promjenom statusa vitamina D (Tablica 13). Na Slici 14 prikazana je promjena miSiéne snage
prema HGS-u ovisno o promjeni serumskih vrijednosti vitamina D prema doziranju. Samo kod
skupine adherentnih ispitanika koji su primali dozu vitamina D od 2000 1J prati se trend porasta
HGS-a. Promjena funkcionalnog statusa prema KPI-ju, kao i prema PG-SGA-u nije bila

povezana s promjenama serumskih vrijednosti vitamina D.

Prema Slici 15 kod vecine ispitanika doslo je do promjene miSi¢ne snage, odnosno njezina
porasta na kontrolnom pregledu. PoboljSanje HGD-a nije bilo povezano s promjenom
serumskih vrijednosti 25(OH)D. Kao §to je prikazano na Slici 16, nije utvrdena povezanost
izmedu promjena serumskih vrijednosti 25(OH)D i promjene SMI-ja i HGS-D-a. Isto tako nije
bilo povezanosti izmedu promjena serumskih vrijednosti 25(OH)D i HGS-D i nutritivnog

statusa prema PG-SGA indeksu (Slika 17).
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Tablica 13. Povezanost promjene funkcionalnog statusa s promjenama serumskih vrijednosti

vitamina D.

Promjena od prvog do kontrolnog Vitamin D Vitamin D P
pregleda Bez promjene (n=20) Poboljsanje (n=33)

1,35 (5,16) 2,78 (5,04) 0,335
HGS-D

1,56 (5,09) 2,03 (4,26) 0,723
HGS-ND
PG-SGA miSi¢éna masa
-1 (poboljsanje) 3(15%) 6 (18,2 %) 0,9173
0 (nepromijenjeno) 15 (75 %) 23 (69,7 %)
1 (pogorsanje) 2 (10 %) 4 (12,1 %)
PG-SGA funkcionalni kapacitet
-1 (poboljsanje) 525%) 4 (12,1 %) 0,4158
0 (nepromijenjeno) 12 (60 %) 21 (63,6 %)
1 (pogorsanje) 3(15%) 8 (24,2 %)
c¢GVHD KPI
-1 (pogorsanje) 0 (0 %) 6 (26,1 %) 0,0666
0 (nepromijenjeno) 12 (85,7 %) 12 (52,2 %)
+1 (poboljsanje) 2 (14,3 %) 5(21,7 %)

HGS-D/HGS-ND - snaga stiska Sake dominantna ruka/nedominantna ruka; PG-SGA — subjektivna globalna
procjena bolesnika; cGVHD — kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja; KPI — Karnofskyjev indeks.
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Slika 14. Promjena miSi¢ne snage prema snazi stiska Sake dominantne ruke ovisno o promjeni

serumskih vrijednosti vitamina D kod razli¢itih rezima doziranja.

HGS-D — snaga stiska Sake dominantne Sake.
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Slika 15. Prikaz miSi¢ne snage prema snazi stiska Sake dominantne ruke (HGS-D) na prvom i

kontrolnom pregledu ovisno o promjeni statusa vitamina D.

HGS-D - snaga stiska Sake dominantne ruke.
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Slika 16. Povezanost promjene miSi¢ne mase prema indeksu skeletne miSi¢ne mase i snage
prema snazi stiska Sake ovisno o promjeni statusa vitamina D izmedu dva pregleda.

SMI — indeks skeletne mase; HGS-D — snaga stiska Sake dominantne ruke.
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Slika 17. Povezanost miSi¢ne snage prema snazi stiska Sake dominantne ruke (HGS-D) i PG-

SGA rezultata ovisno o promjeni statusa vitamina D izmedu dva pregleda.

PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika; HGS-D — snaga stiska Sake dominantne ruke.
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4.8 Utjecaj teZine cGVHD-a na nutritivni i funkcionalni status bolesnika

U Tablici 14 prikazana je povezanost zahvacenosti organa cGVHD-om s nutritivnim 1i
funkcionalnim statusom ispitanika s cGVHD-om na prvom pregledu. Pozitivna korelacija
nutritivnog statusa prema PG-SGA-u i kategoriji utvrdena je s aktivnos$¢u i brojem zahvacenih
organa cGVHD-om (P<0,05) i cGVHD-om probavnog sustava (P<0,0005). Promjena TM Sest
mjeseci prije prvog pregleda korelirala je pozitivno s cGVHD-om probavnog sustava (P<0,005)
1 negativno s cGVHD-om zglobova i fascija (P<0,05) (Slika 18). Funkcionalni status prema
PG-SGA-u korelirao je pozitivno s aktivnos¢u i ozbiljnos¢u cGVHD-a (P<0,05) te cGVHD-
om probavnog sustava i pluc¢a (P<0,005). Funkcionalni status prema Karnofskyjevu indeksu
korelirao je negativno s ozbiljnos¢u i aktivnoséu cGVHD-a (P<0,0005 i P<0,005), cGVHD-om
plu¢a (P<0,005) i cGVHD-om zglobova i fascija te probavnog sustava (P<0,05). Funkcionalni
status prema HGS-u korelirao je negativno s brojem organa zahva¢enih cGVHD-om (P<0,05).
Na Slici 19 prikazani su nutritivni status, miSiéna masa i funkcionalni kapacitet ispitanika prema
PG-SGA-u ovisno o zahvacenosti pojedinih organa cGVHD-om. Na Slici 20 prikazane su
serumske vrijednosti 25(OH)D ovisno o zahvacenosti jetre cGVHD-om.

Nije utvrdena povezanost cGVHD-a usta, o€iju, jetre i koze s nutritivnim i funkcionalnim
statusom. Status vitamina D korelirao je negativno s cGVHD-om jetre (P<0,05) i pozitivno s
danima proteklima od dijagnoze cGVHD-a do prvog pregleda (P<0,0005) i s danima proteklima
od alo-TKMS-a do prvog pregleda (P<0,005). Vrijeme proteklo od alo-TKMS-a do pregleda,
kao 1 vrijeme proteklo od dijagnoze cGVHD-a do pregleda nije imalo znacajnu povezanost s

nutritivnim 1 funkcionalnim statusom bolesnika.
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Slika 18. PG-SGA rezultat kod bolesnika s cGVHD-om probavnog sustava.

PG-SGA - subjektivna globalna procjena bolesnika.
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Tablica 14. Utjecaj tezine, aktivnosti i zahvacenosti broja organa cGVHD-om na nutritivni 1

funkcionalni status bolesnika (prvi pregled, n=65).

rG. | pa. | PG | PG- | PG-

Vita SGA | SGA | SGA | HGS- | HGS-
min D el e kateg | rezult | TM 6 D ND Sl KP1
m.m. f.k. ” .
orija at mj.
Ozbiljnost 0.37
prema 0,01 o 0,3 * 0,22 0,15 -0,04 -0,2 -0,22 | -0,14 | -0,42 ***
NIH-u
Procjena

aktivnosti | -0,26* | 02 | 0,26* | 027* | 0,29* | 0,29* | -0,08 | -0,05 | 0,04 | -0,42%*
cGVHD-a

(c)giVHD 0,04 0,09 0,04 0,06 0,02 0 0,05 -0,05 0;3*6 -0,22
c¢cGVHD
genitalni -0,16 -0,04 -0,04 -0,07 -0,07 -0,08 -0,06 -0,06 -0,23 0,24
sustav
c¢cGVHD

probavni | -0,08 | 04+ | 037 | 05 ) 047038 00 1 024 | 014 | 033

sustav

¢cGVHD

zglobovi i 0,06 0,16 0,17 -0,03 0,03 -0,3* | -0,23 | -0,22 | -0,16 -0,25 *
fascije

jce(t}:;HD _0;26 0,1 -0,05 0,18 0,13 | 0,29* | -0,07 | -0,07 | -0,11 -0,06
CGYHD 0,06 | 0,32* 0;3,,7 0,18 | 0,26* | -0,06 | -0,15 | -0,16 | -0,02 -0,36 **
pluéa

lcl?tZHD -0,1 0,05 -0,01 0,16 0,19 | 0,25* | -0,07 | -0,03 0,05 -0,06
CGy HD -0,01 0 0,02 0,06 -0,05 | -0,05 -0,1 -0,13 | -0,08 -0,15
koza

¢cGVHD

broj -0,14 | 0,25* | 0,28 * | 0,26 * | 0,3 * 0,12 _0;28 _0;32 -0,06 | -0,35 **
organa

Karnofsky -0,55 | -0,61 -0,57 | -0,56

indeks 0,05 - sk sk sk -0,2 | 027*|032* | -0,07 ( ***
Dani od

¢cGVHD-a 0,45 -0,38 | -0,35

do 1. o -0,19 | -0,01 | -0,3 * o o 0,26 * | 0,22 -0,05 0,05
pregleda

Dani od Tx

do 1. 0,22 * -0,1 0,03 -0,18 _0;23 _2;3*8 0,18 0,14 | -0,210 0,06
pregleda

Dani od Tx

do -0,07 | -0,06 0,03 -0,02 | -0,08 | -0,18 0,19 0,15 0,04 -0,42%*
¢cGVHD-a

NIH — National Institute of Health; cGVHD — kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja; PG-SGA m.m. ili
f.k. — subjektivna globalna procjena bolesnika, miSi¢na masa ili funkcionalni kapacitet; TM — tjelesna masa;
HGS-D/HGS-ND — snaga stiska Sake dominantna ruka/nedominantna ruka; SMM — skeletna mi§i¢na masa; KPI
— Karnofskyjev indeks; Tx — transplantacija.
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Slika 19. PG-SGA miSi¢na masa (0 - uredno, 1 - blagi nedostatak, 2 - umjeren nedostatak, 3 -

ozbiljan nedostatak) kod cGVHD-a probavnog sustava (A). PG-SGA kategorija (A - uredan

nutritivni status, B - umjerena malnutricija , C - ozbiljna malnutricija) kod cGVHD-a probavnog

sustava (B). PG-SGA funkcionalni kapacitet (0 - uredno, 1 - blaga slabost, 2 - umjerena slabost,
3 - ozbiljna slabost) kod cGVHD-a plu¢a (C). PG-SGA funkcionalni kapacitet (0 - uredno, 1 -

blaga slabost, 2 - umjerena slabost, 3 - ozbiljna slabost) kod cGVHD-a probavnog sustava (D).
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Slika 20. Serumske vrijednosti 25(OH)D bolesnika s cGVHD-om jetre.

4.9 Utjecaj imunosupresivne terapije na nutritivni i funkcionalni status te serumske

vrijednosti 25(OH)D

Prije prvog pregleda 21 pacijent (od ukupno 67 koji su zavrsili istrazivanje (31,3 %)) primao
je sistemsku terapiju glukokortikoidima. Od toga je 18 bolesnika bilo s cGVHD-om, a 3
kontrolni ispitanici.

Tijekom istrazivanja (izmedu dva pregleda) 13 bolesnika s cGVHD-om (30,2 %) primalo je
glukokortikoidnu terapiju (metilprednizolon 10, a prednizon 3 bolesnika) (Tablica 15). U
kontrolnoj skupini 2 ispitanika primala su nisku dozu glukokortikoida zbog postupnog
smanjivanja do ukidanja terapije prethodnog akutnog GVHD-a, a jedan pacijent zbog lijecenja

autoimune hemoliticke anemije.

Tablica 15. Prikaz imunosupresivne terapije koju su ispitanici primali tijekom istraZivanja.

Lijek ¢GVHD bolesnici (N=13) Kontrolna skupina (N=3) P

Prednizon (mg/dan) 20,9 (16,8)* 20,67 (13,2)* 0,976
*Sr. vrijed. (SD)
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Glukokortikoidna terapija koju su cGVHD ispitanici primali tijekom ovog istraZivanja
pozitivno je korelirala s PG-SGA kategorijom na prvom i kontrolnom pregledu, a negativno s
KPI-jem. Korelacija s HGS-om bila je prisutna samo na kontrolnom pregledu (Tablica 16).
Nije bilo razlike u promjeni serumskih vrijednosti 25(OH)D izmedu ispitanika koji su primali

glukokortikoidnu terapiju tijekom istrazivanja i onih koji nisu (Slika 21).

Tablica 16. Prikaz znacajnih korelacija primjene glukokortikoidne terapije tijekom istrazivanja

kod cGVHD bolesnika.

Varijable Koeficijent korelacije

HGS kontrolni pregled -0,408*

KPI prvi pregled -0,342*

KPI kontrolni pregled -0,312*

PG-SGA Kkategorija prvi pregled 0,362*

PG-SGA Kkategorija kontrolni pregled 0,353*
*P<0,05

HGS — snaga stiska Sake; KPI — Karnofskyjev indeks; PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika.
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Slika 21. Promjena 25(OH) D u serumu ovisno o primjeni glukokortikoidne terapije.

4.10 Cimbenici rizika malnutricije prema PG-SGA kategoriji

Prema univarijatnoj analizi, malnutricija prema PG-SGA-u (B+C) bila je povezana s cGVHD-
om probavnog sustava; pacijenti koji su imali cGVHD probavnog sustava imali su 12 puta veci
rizik od malnutricije naspram kontrolnih bolesnika koji nisu imali cGVHD probavnog sustava.
Prema univarijatnoj i multivarijatnoj analizi, niski ITM povezan je s pothranjenosti prema PG-

SGA-u (B+C), tj. porast ITM-a djeluje protektivno (Tablica 17).
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Tablica 17. Prediktori malnutricije (PG-SGA (B+C) prema univarijatnoj i multivarijatnoj

regresijskoj analizi.

Varijabla fA(;-SGA fBG-i- E)GA Univarijatna analiza Multivarijatna analiza
N=66 N=36 OR CI P OR CI P

Vrijeme od alo-
TKMS-a, ;571%5’4;56()231 52(3))(176 ) 0,99 |0,99-1,00 | 0,135
Medijan IQR
lf;;gi“' 3/09)(59’1 26(722%) | 1,8 |0,75-434 | 0,19
cGVHD usta
kontrola E/Z) (40,9 10 (27,8 %) 1
ne (}/6)(24’2 10 (27,8 %) 1,69 | 0,58-493 | 0,339

0
da 3/3)(34’8 16 (44,4 %) 1,88 | 0,71-4,94 | 0,201

0
c¢GVHD probavni sustav
kontrola E/Z) (40,9 10 (27,8 %) 1 1

37 (56,1 N 0,29 -
ne %) 15 (41,7 %) 0,86 | 0,34-2,18 | 0,745 0,92 2,88 0,884
2,27 - 1,04 -
V) V) > >

da 23 %) 10 (27,8 %) 11,56 58.87 0,003 8,12 63.41 0,046
cGVHD pluéa
kontrola E/Z) (40,9 10 (27,8 %) 1
ne 3/6)(39’4 15 (41,7 %) 1,56 | 0,59-4,09 | 0,368

0
da E/Z)(40’9 10 (27,8 %) 2,28 |0,77-6,74 | 0,135
NIH ozbiljnost cGVHD-a
kontrola E/Z) (40,9 10 (27,8 %) 1
bez/blaga (}/0)(15’2 4 (11,1 %) 1,08 | 0,28-4,24 | 0,912

0
umjerena (}/6)(24’2 10 (27,8 %) 1,69 | 0,58-493 | 0,339

0
ozbiljna (}/3)(19’7 12 (33,3 %) 2,5 0,86 - 7,26 | 0,094

0
Kondicioniranje
RIC f/f)(57’6 14(389%) |1
Mijeloablativno 3/4)(36’4 18 (50 %) 0.90 | 0,09-9.44 | 0,933

0
TBI 1(1,5%) | 3(8,3%) 2,04 | 0,86-4,84 | 0,107
Mijeloablativno i o o 0,78 -
TBI 3(45%) | 12,8%) 8,14 $4.03 0,08
Dob ?53’36) 49,19 (11,97) | 1,01 0,97 - 1,04 | 0,749
IT™ 26,5 (4,3) | 21,52 (3,47) 0,70 | 0,60-0,82 | <0,0001 | 0,715 g’gi "~ 10,0001

PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika; cGVHD — kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja; RIC
— kondicioniranje smanjenog intenziteta; TBI — zracenje; ITM — indeks tjelesne mase.
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4.11 Cimbenici rizika za nisku miSi¢nu snagu

Prema univarijatnoj analizi faktori rizika za nisku miSi¢nu snagu prema HGS-u bili su status
cGVHD-a (ispitanici naspram kontrola), zahvacenost probavnog sustava, jetre i pluca,
umjerena i ozbiljna aktivnost cGVHD-a, niski KPI, lo§ PG-SGA (B i C) status te niski [TM.
Prema multivarijatnoj analizi aktivnost bolesti kod cGVHD-a i nutritivni status prema PG-

SGA-u, odnosno B i C kategorija bili su nezavisni rizi¢ni ¢imbenici niske miSi¢ne snage

mjereno prema HGS-u (Tablica 18).

Tablica 18. Prediktori niske miSi¢ne snage prema univarijatnoj i multivarijatnoj regresijskoj

analizi
- Uredan Nizak e : % ere] q
Varijable HGS HGS Univarijatna analiza Multivarijatna analiza
n=43 N=59 OR CI P OR CI P
Spol (F) 18 (41,9 %) 2/0)(50’8 1,44 0,65-3,17 | 0,37
0
Dob 50,6 (11,5) | 47,1(13,9) | 0,98 0,95-1,01 | 0,174
Vrijeme od
alo-TKMS-a, 8818 9(0240238 ?111&85%’8 0,99 0,99-1,00 | 0,12
Medijan IQR ’ ’
cGVHD vs. N 43 (72,9
Kontrole 22 (51,2 %) %) 2,57 1,12-5,88 | 0,025
c¢GVHD probavni sustav
kontrola 21 (48,8 %) (}/6) (27,1 1
0
ne 20 (46,5 %) (3,'/2)(54’2 1,98 0,85-4,62 | 0,116
0
da 2(4,7) 10 (16,9) 6,18 1,19 - 32,08 | 0,030
cGVHD jetre
kontrola 21 (48,8 %) (}/6) (27,1 1
0
ne 19 (44,2 %) f/j)(sz’s 2,14 0,90 -5,09 | 0,085
da 3(7 %) (}/2)(20’3 5,25 1,27 - 21,78 | 0,022
0
cGVHD pluéa
kontrola 21 (48,8 %) (}/6) (27,1 1
0
ne 15 (34,9 %) 5/6)(44’1 2,28 0,92-5,65 | 0,076
0
da 7(163 %) (}/Z)(z&S 319 | 1,07-952 | 0,038
NIH ozbiljnost cGVHD-a
kontrola 21 (48,8 %) 16 (27,1 1
70)
blagi 9(20,9%) | 5(8,5%) 0,73 0,20-2,60 | 0,627 0,71 g’ég ) 0,622
L 19 (32,2 L11 -
0, > _ s
umjereni 7 (16,3 %) %) 3,56 1,21 -10,53 | 0,022 3,53 11.22 0,032
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N 19 (32,2 1,02 -
0 > _ )
teski 6(14%) | o) 416 | 135-12.80 | 0,013 | 3434 | 150 | 0,046
KPI
16 (27,1
0 ’
21 (48.8%) | o) 1
100 11(256%) | 6(102%) | 0,72 |022-235 |0,582
80 - 90 9 (20,9 %) f/z)(45’8 394 | 145-10,66 | 0,007
<80 2 (4,7 %) (}/0)(16’9 6,56 | 1,26-3423 | 0,026
0
Kondicioniranje
27 (45,8
0 ’
RIC 25 (58,1%) | o) 1
Mijeloablativno | 15 (34,9 %) 3/7)(45’8 1,67 |0.72-38 | 023
0
TBI 123%) |351%) |2,78 |027-2848 | 0,39
?/[T‘J'flloablatwno 2(4,7%) | 2(G4%) |093 |0,12-7,08 | 0,940
PG-SGA Kkategorija
29 (49,2
o >
A 3786%) | o) 1
20 (33,9 1,64 -
) > _ )
B S(L6%) | 5 500 | L71-1524 | 0,004 | 5205 | [0 | 0,005
10 (16,9 1,54 - 1,14 -
o > > )
C T@3%) |, 1276 | 1554 0.018 | 9981 | 200 | 0,038
Nedostatak 57,0+ - 52,0+ -
vitamina D 28,4 28,1 0,99 1 0,98-101 10371
broj ispitanika | 20 (46,5 %) 3/9)(49’2 L1117 | 051-244 | 0,792
0
IT™ 273(4,8) |2293,7) |0,784 |0,7-088 | <0,0001
SMI 9,9 (1,6) 9,7(1,9) | 0917 |0,73-1,15 | 0,456

HGS - snaga stiska Sake; cGVHD — chronic graft-versus-host disease; KPI — Karnofskyjev indeks; RIC —
kondicioniranje smanjenog intenziteta; TBI — zracenje; PG-SGA — subjektivna globalna procjena bolesnika; ITM

— indeks tjelesne mase; SMI — indeks skeletne misi¢ne mase.

4.12 Cimbenici rizika za nedostatak vitamina D

Prema univarijatnoj analizi blaga i umjerena aktivnost cGVHD-a i mijeloablativno
kondicioniranje ¢imbenici su rizika za nedostatak vitamina D. Prema multivarijatnoj analizi

jedino je mijeloablativno kondicioniranje u odnosu na RIC kondicioniranje rizi¢ni ¢imbenik za

pojavu nedostataka vitamina D kod svih ispitanika (Tablica 19).
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Tablica 19. Prediktori za pojavu nedostataka vitamina D (<50 nmol/L) prema univarijatnoj i

multivarijatnoj regresijskoj analizi.

Vitamin D | Vitamin D
Varijable Univarijatna analiza Multivarijatna analiza
>50nmol/L | <50nmol/L
n=53 n=49 OR CI P OR | CI P
TRMS.a, | SO 008S 00 99100 | 0209
Medijan IQR ’
lf;;ii“' f/j)(64’2 f/j)(& 3 1096 | 043-216 | 0926
cGVHD koze
kontrola 19 (35,8) 18 (36,7) 1
ne 19 (35,8) 17 (34,7) 0,94 | 0,38-2,37 | 0,902
da 15 (28,3) 14 (28,6) 0,99 |0,37-2,61 | 0,976
c¢GVHD probavni sustav
kontrola 19 (35,8) 18 (36,7) 1
ne 30 (56,6) 22 (44.9) 0,73 10,32-1,70 | 0,469
da 4 (7,5) 8(16,3) 2 0,51-7,78 | 0,317
NIH ozbiljnost cGVHD-a
kontrola 19 (35,8) 18 (36,7) 1
blagi 7 (13,2) 7 (14,3) 1,06 | 0,31-3,61 | 0,931
umjereni 12 (22,6) 14 (28,6) 1,23 | 0,45-3,36 | 0,685
teski 15 (28,3) 10 (20,4) 0,70 | 0,25-1,97 | 0,503
Procjena aktivnosti cGVHD-a
kontrola 19 (35,8) 18 (36,7) 1
0 11 (20,8) 4 (8,2) 0,66 |0,19-23 0,511 | 0,32 | 0,08-1,27 | 0,106
1 - blaga 7 (13,2) 6 (12,2) 722 | 1,4-3725 | 0,018 | 0,79 | 0,21 - 3,02 | 0,731
2 - umjerena 14 (26,4) 18 (36,7) 4,68 | 1,62-13,54 | 0,004 | 1,18 | 0,43 -3,26 | 0,752
3 - ozbiljna 2 (3,8) 3(6,1) 0,88 10,13-5,87 0,891 | 1,17 | 0,16-8,53 | 0,876
IT™™ 24,7 (4,2) | 24,9 (5,3) 1,01 |0,93-1,09 | 0,795
Unosvitamina | » 5 ;5| 1914|076 |045-128 |03
D prehranom
Kondicioniranje
RIC 33 (62,3) 19 (38,8) 1
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Mijeloablativno | 15 (28,3) | 27(55,1) | 3,13 | 1,34-729 | 0,008 | 3,12 | 1,29- 7,52 | 0,011
0,16 -

TBI 2(3,8) 2(4,1) 174 | 023-1335 | 0,59 | 133 | |00 0,790

?gfloablamn‘” 3(5,7) 12) 0,58 | 0,06-597 | 0,646 | 049 | 0,04-5,16 | 0,549

Dob 489 (13,7) | 483(12,3) | 0,99 | 097-1,03 | 0,328

c¢GVHD - kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja; ITM — indeks tjelesne mase; RIC — kondicioniranje
smanjenog intenziteta; TBI — zracenje.
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S RASPRAVA

5.1 Nutritivni status ispitanika

Ranije provedena istrazivanja pokazuju kako je malnutricija prisutna u oko 20 % bolesnika
kod kojih je prolo od tri mjeseca do nekoliko godina nakon alo-TKMS-a (70, 88). Cimbenici
rizika uklju€uju prethodno prisutnu malnutriciju (89), rezim kondicioniranja (bolesnici koji su
prosli TBI imaju veéu ucestalost malnutricije) (90), anoreksiju, infekcije, mukozitis te GVHD
(91). U ovom istrazivanju je ucestalost malnutricije kod svih ispitanika mjerena prema PG-
SGA-u bila veca nego prema ITM-u s obzirom na to da PG-SGA, osim tjelesne mase i visine,
u svrhu procjene nutritivnog statusa ukljucuje i ¢imbenike kao $to su gastrointestinalni
simptomi, promjene tjelesne mase, gubitak miSi¢éne mase i umor. Sukladno rezultatima u
onkoloskih bolesnika (92, 93) i u ovom istrazivanju ITM se nije pokazao kao dobar neovisni
pokazatelj nutritivnog statusa jer ne uzima obzir promjene misi¢éne mase. Iako je kod cGVHD
ispitanika bila veca ucestalost malnutricije prema ITM-u i PG-SGA-u, kao i visi PG-SGA
rezultat, ovo istrazivanje nije pokazalo statisticki znacajnu razliku nutritivnog statusa izmedu
ispitivanih skupina. Navedeno se moze objasniti prisutnos¢u cGVHD simptoma koji utjecu na
povecanje PG-SGA rezultata, a time i na promjenu PG-SGA kategorije.

Prema dostupnim literaturnim podacima malnutricija je kod cGVHD-a prisutna u 29 - 43 %
bolesnika (prema PG-SGA-u i ITM-u), a povezuje se s cGVHD-om pluca, usta, crijeva, NIH-
ovom ocjenom ozbiljnosti cGVHD-a te narusenim funkcionalnim statusom i kvalitetom zivota
(94, 95). U ovom istrazivanju ucestalost malnutricije cGVHD bolesnika iznosila je 40 %, a
glavni ¢imbenik rizika malnutricije prema PG-SGA-u (B+C) bio je cGVHD probavnog sustava.
Sli¢no rezultatima prethodno navedenih studija, kod cGVHD bolesnika ni u ovom istraZivanju
nije utvrdena povezanost malnutricije s demografskim ili transplantacijskim karakteristikama
bolesnika (94, 95).

Porast masne mase izmedu dva pregleda bio je statisticki znacajniji kod cGVHD bolesnika, dok
je porast visceralnih masnoc¢a bio znacajan u obje ispitivane skupine. Gubitak skeletne miSi¢ne
mase izmedu dva pregleda, iako statisticki nije bio znacajan, takoder je zabiljezen u obje
skupine. Kod svih ispitanika porast masne mase pozitivno je korelirao s porastom ITM-a i
visceralnim masnoca, a negativno s promjenom skeletne misi¢ne mase. Promjene sastava tijela
ispitanika u ovom istrazivanju u skladu su s rezultatima istrazivanja kod bolesnika nakon alo-
TKMS-a i auto-TKMS-a (6 mjeseci do 6 godina nakon transplantacije) prema kojima dolazi do

porasta ukupne masne mase i gubitka miSi¢ne mase (72, 96).
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5.2 Funkcionalni status — miSi¢na snaga ispitanika

Mjerenjem miSi¢ne snage pomocu dinamometrije Sake ili HGS-a moze se predvidjeti
incidencija kroni¢nih bolesti (97, 98), nutritivni status (86 - 88), utjecaj na kvalitetu zivota
(102), duljinu hospitalizacije (103) i mortalitet (104). Rije¢ je o pouzdanoj i jednostavnoj
metodi koja odrazava ukupnu misiénu snagu razlicitih dobnih skupina (92 - 94), miSi¢nu masu
(108) i opcenito funkcionalni status (109) zbog Cega se smatra i1 vrijednim klinickim 1
prognostickim ¢imbenikom (110).

Procjena misi¢ne snage pomoc¢u HGS-a, uz procjenu misiéne mase i tjelesne izvedbe, vazan je
alat u dijagnostici sarkopenije s obzirom na to da je, prema revidiranim smjernicama Europske
radne skupine za sarkopeniju u starijih osoba (engl. European Working Group on Sarcopenia
in Older People, EWGSOP), niska miSi¢na snaga kljucna karakteristika sarkopenije, a time 1
prvi kriterij u njezinoj dijagnostici (111). U ovom istrazivanju promjena HGS-a od prvog do
kontrolnog pregleda bila je statisti¢ki znacajna kod obje skupine. Ispitanici s cGVHD-om imali
su inicijalno nize vrijednosti HGS-a naspram kontrolne skupine, $to je bilo i ocekivano s
obzirom na prisutnost kroni¢ne bolesti. Kod cGVHD bolesnika utvrden je 2,5 puta visi rizik za
nisku misi¢nu snagu naspram bolesnika koji nisu razvili cGVHD, odnosno kontrolne skupine.
Grani¢ne vrijednosti HGS-a koje ukazuju na misi¢nu slabost (<27 za muskarce i <16 za Zene)
prema EWGSOP-u nisu uzete u obzir u ovome radu jer se temelje na gerijatrijskoj populaciji,
iako je prema njima velik broj ispitanika ovog istrazivanja imao zadovoljen i1 prvi uvjet u
dijagnostici sarkopenije. Mali broj gerijatrijskih bolesnika u ovom istrazivanju (9 % ispitanika)
nije utjecao na znacajnost ispitivanih varijabli nutritivnog i funkcionalnog statusa. Gledajuci
srednju vrijednost HGS-a ispitanika, jasno je da je miSi¢na snaga velikog broja ispitanika niska,
odnosno mozemo zakljuciti da ve¢ina ima miSi¢nu slabost.

Sli¢no kao i u prethodnim radovima (112), nizi HGS kod cGVHD bolesnika ovog istrazivanja
korelirao je s ve¢im brojem organa zahvac¢enih cGVHD-om, ali nije pronadena povezanost sa
specificnim organom zahva¢enim cGVHD-om. Univarijatna regresijska analiza pokazala je da
su cGVHD probavnog sustava, jetre i plu¢a prediktori niske miSi¢ne snage, Sto je i razumljivo
s obzirom na to da bolesnici koji imaju teSki cGVHD ta tri organa imaju i 6,5 puta visu
incidenciju mortaliteta za razliku od bolesnika s ozbiljnim cGVHD-om drugih organa koji
imaju 2,8 puta viSu incidenciju u usporedbi s bolesnicima bez cGVHD-a (8).

Bolesnike nakon alo-TKMS-a Cesto prati privremeno oSte¢enje funkcionalnog statusa i, iako
se veéina dobro oporavi u prvih godinu dana nakon transplantacije, kod bolesnika s

komorbiditetima, osobito cGVHD-om, ono se moze dalje pogorsavati (113) te moze prijeéiiu
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invalidnost (114). Te se promjene odrazavaju negativno i na psihosocijalne ¢imbenike kao §to
su nemogucénost obavljanja dnevnih aktivnosti, nemoguénost odlaska na posao, pojava
depresiju (115) i opéenito pogorsanje kvalitete zivota (116). U ovom istrazivanju vise od 50 %
ispitanika imalo je naruSen funkcionalni kapacitet, odnosno sposobnost obavljanja dnevnih
aktivnosti prema PG-SGA-u, a time i znacajno nizi HGS, odnosno veéu miSiénu slabost
naspram ispitanika s urednim funkcionalnim kapacitetom. Kod cGVHD bolesnika naruSeni
funkcionalni status prema PG-SGA-u i Karnofskyjevu indeksu bio je statisticki znacajno
povezan s procjenom aktivnosti cGVHD-a i ozbiljno§¢u cGVHD-a prema NIH kriterijima. Nizi
Karnofskyjev indeks imali su cGVHD bolesnici koji su imali viSe organa zahvacenih cGVHD-
om te oni koji su imali cGVHD pluca, zglobova i fascija te probavnog sustava. Prema misljenju
klini¢ara, Karnofskyjev indeks, HGS, procjena pluéne funkcije, 2MWT, procjena ozbiljnosti
prema klini¢aru i pacijentu znac¢ajno su povezani s Cetiri istodobna ishoda (procjene ozbiljnosti
1 aktivnosti bolesti) koja odrzavaju opterecenje bolesti cGVHD-a (117). Zahvacenost zglobova,
fascija 1 pluéa cGVHD-om najviSe utjeCe na kvalitetu Zivota bolesnika odredenu kao
funkcionalni status bolesnika (procijenjen prema HGS-u, 2MWT-u i upitnicima funkcionalnog
kapaciteta osjetljivih na promjene cGVHD statusa kao HAP (engl. human activity profile)
(118)). Medutim, iako je smanjeni funkcionalni kapacitet kod cGVHD-a potvrden HGS
mjerenjima kroz viSe studija (119) te korelira s procjenom ozbiljnosti cGVHD-a prema NIH
kriterijima (112, 118), NIH konzorcij smatra da HGS ima ograni¢enu korist kao rutinski klinicki
alat kod cGVHD-a i ne koristi se u procjeni funkcionalnog kapaciteta cGVHD bolesnika (112).
Potrebno je spomenuti da HGS ima i ograni¢enja u procjeni funkcionalnog statusa i ukupne
miSiéne snage s obzirom na to da je indikator miSiéne snage gornjih ekstremiteta te nije idealna
mjera, primjerice, kod vulnerabilnih skupina bolesnika te gerijatrijskih bolesnika. Upravo zbog
toga u ovome su istrazivanju u svrhu procjene funkcionalnog statusa cGVHD bolesnika uz HGS
koriSteni i PG-SGA te KPIL.

Novim studijama kod alo-TKMS bolesnika, s posebnim osvrtom na cGVHD bolesnike, trebala
bi se preispitati ova klini¢ki vrijedna i jednostavna metoda procjene miSi¢ne snage s obzirom
na to da je HGS promjenjiva varijabla na koju utjecu brojni ¢imbenici, prije svega dob i spol
koji u istraZzivanima nisu jasno definirani. Dodatno, grani¢ne vrijednosti za miSi¢nu slabost
jasno su utvrdene samo kod gerijatrijske populacije, poglavito uz dijagnostiku sarkopenije

(111), dok one nisu utvrdene kod bolesnika s kroni¢nim bolestima.
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5.3 Povezanost nutritivnog i funkcionalnog statusa

U ovom istraZivanju utvrdena je snazna povezanost nutritivnog i funkcionalnog statusa bez
razlike izmedu cGVHD bolesnika i kontrolne skupine. To bismo mogli objasniti ¢injenicom da
bolesnike nakon alo-TKMS-a, osim cGVHD-a, mogu pratiti i brojne druge komplikacije od
kardiovaskularnih, endokrinoloskih, bubreznih, respiratornih i reproduktivnih do relapsa
osnovne bolesti ili ¢ak pojave sekundarnih tumora (120). Statisti¢ki znacajna razlika u vremenu
od alo-TKMS-a izmedu bolesnika ispitivanih skupina mogla bi takoder biti jedan od ¢imbenika
koji su utjecali na rezultate istraZivanja nutritivnog, funkcionalnog i statusa vitamina D s
obzirom na to da se kod ispitanika koji nisu razvili cGVHD s vremenom ocekuje znacajnije
poboljsanje. Ispitanici s niskim ITM-om i naruSenim nutritivnim statusom imali su i nize
vrijednosti miSi¢ne snage od ispitanika s urednim nutritivnim statusom. Nadalje, ispitanici s
nizom misi¢nom masom imali su i nize vrijednosti miSiéne snage prema HGS-u. Funkcionalni
kapacitet prema PG-SGA-u je takoder bio znacajno povezan s nutritivnim varijablama (ITM,
misi¢na masa prema FFMI-ju i SMI-ju), dok je nizi Karnofskyjev indeks kod cGVHD bolesnika
bio povezan s narusenim nutritivnim statusom prema PG-SGA-u.

Promjene morfologije miSica kod bolesnika s malnutricijom povezuju se s niskom miSi¢nom
masom i snagom. Patogeneza miSi¢ne disfunkcije uzrokovane malnutricijom nije u potpunosti
razjasnjena, ali smatra se da ukljuuje smanjenu sintezu proteina, a povecanu proteolizu,
promjene glikoliticke enzimske i mitohondrijske aktivnosti, povecanje intracelularnog kalcija,
Sto dovodi do atrofije miSiénih vlakana, nedostupnost energetskih supstrata, promjene
membranskog potencijala, a ukupno rezultira smanjenjem misi¢ne mase (101).

Malnutricija i sarkopenija prate brojne kronicne i teske bolesti te se nerijetko pojavljuju i
istodobno (u tom slucaju se klasificiraju kao sindrom malnutricije i sarkopenije). Povezuju se s
povecanjem smrtnosti od svih uzroka, zatim morbiditeta, duljine boravka u bolnici, infekcija,
funkcionalnih oSte¢enja, prijeloma i padova, tjelesnog invaliditeta i depresije koji dovode do
gubitka neovisnosti i ve¢ih troSkova lijecenja (121,122). Ovo istrazivanje nije ukljucivalo
dijagnostiku sarkopenije, no prema mjerenjima HGS-a evidentno je da je jedan dio bolesnika
zadovoljavao prvi kriterij sarkopenije (30,2 % cGVHD-a i 10,8 % kontrolnih ispitanika).
Narusen nutritivni status prema PG-SGA-u povezan je sa smanjenom mis$iénom masom i
snagom, odnosno dijagnosticiranom sarkopenijom kod bolesnika nakon alo-TKMS-a (66).
Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da je snaga
stiska Sake ili HGS prediktor nutritivnog statusa (99, 101, 109, 123, 124) zbog Cega se smatra

pouzdanim alatom, ne samo u procjeni funkcionalnog kapaciteta, nego i malnutricije u
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svakodnevnoj klini¢koj praksi. Pravodobna identifikacija bolesnika s niskim HGS-om i
naruSenim nutritivnim statusom kod hospitaliziranih bolesnika omogucava i1 adekvatnu
nutritivou intervenciju, a time i klinicki napredak, poboljSan ishod te pozitivan utjecaj na
troskove hospitalizacije (124).

Nadalje, vazno je napomenuti da oporavak bolesnika ne moze biti adekvatan ako se uz
nutritivau intervenciju ne ukljuci i rehabilitacijski plan, odnosno tjelesna aktivnost kako bi se
pokusalo promijeniti tijek malnutricije i sarkopenije. Problem razvoja preventivnih i terapijskih
strategija sekundarne sarkopenije (koja nastaje uglavnom kod bolesnika s kroni¢nim bolestima
1 nije posljedica starenja) jest manjak usmjerenih istrazivanja s obzirom na to da su ona

uglavnom fokusirana na gerijatrijsku populaciji koju prati primarna sarkopenija (125, 126).

5.4 Status vitamina D kod alo-TKMS ispitanika

Nedostatak vitamina D (<50 nmol/L) u oko 50 % i manjak ili insuficijencija (50 - 75 nmol/L)
u oko 30 % ispitanika ovog istrazivanja, ukazuje na to da je hipovitaminoza vitamina D ucestali
problem bolesnika nakon alo-TKMS-a bez obzira na prisutnost cGVHD-a. Navedeno je u
skladu s rezultatima recentne metaanalize koja nije nasla statisticki znacajnu povezanost
nedostatka vitamina D s cGVHD-om (65).

Dosadasnji radovi pokazali su razli¢itu stopu prevalencije nedostatka vitamina D kod adultnih
1 pedijatrijskih bolesnika prije i nakon alo-TKMS-a (127). Kod odrasle populacije, s obzirom
na serumske vrijednosti 25(OH)D <50 nmol/L, ona je iznosila od 11 do 70 % prije (63, 64,
128-130) i od 60 do 85 % poslije alo-TKMS-a (67, 69, 128, 130). Istrazivanje Kreutz i sur.
(2004) pokazalo je znacajan pad serumskih vrijednosti 25(OH)D i1 1,25(OH)D tijekom alo-
TKMS-a (36,4 £2,2 nmol/L prije i 27,8 £1,3 nmol/L nakon alo-TKMS-a) zbog ¢ega autori
pretpostavljaju da je kod bolesnika moguce prisutan i1 problem aktivacije vitamina D. U istom
radu je kod bolesnika bez ili s blagim cGVHD-om utvrden porast serumskih vrijednosti
25(OH)D, dok je kod umjerenog i ozbiljnog cGVHD-a status ostao nepromijenjen ili je padao
(131). Cimbenici rizika za pojavu nizih serumskih vrijednosti 25(OH)D kod alo-TKMS
bolesnika ukljucuju: imunosupresivnu terapiju (132), poglavito glukokortikoide, nedovoljno
izlaganje suncu (133) te kod nekih bolesnika i naruSenu apsorpciju iz hrane zbog nuspojava
lijekova, GVHD-a probavnog sustava te bakterijskog prerastanja (134).

Nedostatak vitamina D kod bolesnika prije auto i alo-TKMS-a, prema posljednjoj metaanalizi
Ito i sur. (2022) znacajno je povezan s loSijim ukupnim prezivljenjem. Kod alo-TKMS-a nizi
status vitamina D povezan je s ve¢om stopom recidiva bolesti, a time 1 lo$ijom prognozom, ali

ne i prezivljenju bez relapsa bolesti (135). Ipak, i ova posljednja metaanaliza ima ogranicenja s
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obzirom na to da nije jasno definiran prag za utvrdivanje nedostatka vitamina D (nedostatak
vitamina D definiran je razli€ito u razli¢itim studijama; kao < 20, 30, 50 1 62,5 nmol/L);
koriStene su razli¢ite metode odredivanja vitamina D u serumu; neke studije nisu navele
podatak o nadomjesnoj terapiji vitaminom D; mali broj studija uklju¢enih u metaanalizu te
nemogucnost utvrdivanja uzroka te obrnute uzrocnosti (135).

Kod vecine ispitanika utvrden je porast serumskih vrijednosti 25(OH)D nakon nadomjesne
terapije vitaminom D, s tim da je promjena statisticki znacajnija kod cGVHD bolesnika, §to
mozemo objasniti ve¢im brojem adherentnih bolesnika u cGVHD skupini. Promjena razina
25(OH)D u serumu ovisila je o inicijalnim vrijednostima vitamina D, odnosno njegovoj
propisanoj dozi. ZnaCajan porast statusa vitamina D utvrden je kod ispitanika s nizim
inicijalnim statusom kojima je bila propisana nadomjesna terapija vitaminom D u dozi od 1600
do 2000 IU dnevno. Kod bolesnika koji su imali uredan inicijalni status vitamina D i primali
800 IU vitamina D dnevno vrijednosti vitamina D su blago pale (nije bilo statisticki znacajno),
iz Cega proizlazi da bi za odrzavanje adekvatnih razina vitamina D u serumu (>75 nmol/L) bila
potrebna veéa doza od 800 IU dnevno.

Izrazito nizak prosjecni unos vitamina D putem prehrane (oko 2 pg dnevno) u usporedbi s
unosom kod, primjerice, Finaca i Svedana (5,8-6 pg dnevno) i preporuka zdravstvenih
organizacija za dnevni unos od 10 do 15 pg dnevno zasigurno pridonosi nedostatku vitamina D
kod ispitanika ovog istraZivanja iako medusobna povezanost nije utvrdena (136).

TKMS populacija ima visok rizik osteopenije i osteoporoze, ¢emu pridonose prethodni
protokoli kondicioniranja i terapije; smanjena sinteza vitamina D putem koze (zbog
pigmentacije, izbjegavanja sunca, dobi); smanjen unos vitamina D hranom (zbog smanjenog
unosa hrane i malapsorpcije uslijed GVHD probavnog sustava, bakterijskog prerastanja i dr.);
1 promjene metabolizma vitamina D (zbog imunosupresivne terapije te oStecenja jetre ili
bubrega) (137). Prema dosadasnjim studijama kod TKMS populacije nije jasno utvrdena doza
vitamina D nuZna za prevenciju prethodno navedenih komplikacija, a dostupne preporuke
sugeriraju doze vitamina D u rasponu od 400 do 4000 IU dnevno. Nadalje, nisu odredene ni
grani¢ne vrijednosti statusa vitamina D koje bi se mogle povezati s komplikacijama TKMS-a
jer je dosad objavljeno malo studija s malim brojem ispitanika, od kojih je samo pola
prospektivnih (137).

Prospektivna longitudinalna studija koja je proucavala gubitak mineralne gustoce kosti kod
dugoro¢no prezivjelih TKMS (n=81) bolesnika pokazala je da je posttransplantacijsko razdoblje
obiljezeno brzim gubitkom mineralne gustoce kosti i snizenjem serumskih vrijednosti 25(OH)D

unato¢ primjeni kalcija (1 g kalcij karbonata) 1 vitamina D (1000 IU) (138). Retrospektivno
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istrazivanje Silva i sur. (139) pokazalo je da u¢inkovitost nadomjesne terapije vitaminom D (1000
IU) u svrhu lijecenja osteopenije i osteoporoze te moguénost prekida imunosupresije kod
cGVHD-a ovisi o stupnju bolesti te se pozitivni ucinci postizu samo kod bolesnika s ozbiljnim
cGVHD-om. Ipak, vazno je naglasiti da je rije¢ o istrazivanju na samo 12 ispitanika te nisu bile
poznate serumske vrijednosti 25(OH)D prije i nakon nadomjesne terapije vitaminom D. Nadalje,
multicentricno 1 prospektivno klinicko ispitivanje u¢inka nadomjesne terapije vitaminom D pet
dana prije do tri mjeseca nakon alo-TKMS-a na 150 ispitanika koji su bili podijeljeni u tri skupine
(oni koji su primali 1000 IU vitamina D, 5000 IU i kontrolna skupina) pokazalo je nizu incidenciju
cGVHD-a, ali ne i aGVHD-a kod ispitanika koji su imali nadomjesnu terapiju vitaminom D (1000
IU 1 5000 IU) naspram kontrolne skupine (140).

5.5 Utjecaj nadomjesne terapije vitaminom D na nutritivni i funkcionalni status

ispitanika

Ovo istrazivanje u skladu je s dosadaS$njim istraZzivanjima koja nisu pokazala povezanost
nedostatka vitamina D s malnutricijom (procijenjenoj prema PG-SGA-u) kod razlicitih
kroni¢nih bolesti (47, 48, 51). Rezultati istrazivanja kod cGVHD bolesnika (n=310) takoder ne
nalaze statisticki znaajnu povezanost nutritivnog statusa prema PG-SGA-u, odnosno
kategorijama B + C (kategorija ozbiljna i umjerena malnutricija) s nedostatkom vitamina D u
serumu ili <50 nmol/L (67). Nadalje, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu ITM
kategorija i serumskih razina 25(OH)D, odnosno povezanosti prekomjerne tjelesne mase s
niskim statusom vitamina D kod ispitanika; najvjerojatnije zbog malog broja ispitanika u
kategoriji pretilosti. Isto tako, utvrdena je povezanost izmedu promjena misi¢ne mase i masne
mase s promjenom kategorije vitamina D, a ni same te promjene nisu bile znac¢ajne. Promjene
nutritivnog i funkcionalnog statusa ispitanika takoder nisu bile povezane s promjenom vitamina
D u serumu. U skupini pacijenata s deficitom vitamina D koja je primala nadomjesnu terapiju
vitaminom D od 2000 IU nazirao se trend povecanja miSi¢ne snage prema HGS-u, ali nije
dosegao statisticku znacajnost. Navedeno je u skladu s dosadaS$njim metaanalizama koje
ukazuju na mali pozitivni u¢inak nadomjesne terapije vitaminom D na porast miSi¢ne snage, no
koji ne doseze statistiCku znacajnost (141-143). Stoga su potrebna daljnja istrazivanja kako bi

se bolje istrazila ova povezanost kod specifi¢nih stanja i bolesti.
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5.6 Povezanost statusa vitamina D s ozbiljnosti, aktivnosti i organima zahvacenim

cGVHD-om

Ozbiljnost cGVHD-a kod bolesnika obuhvacenih istrazivanjem prema NIH kriterijima nije bila
povezana s nedostatkom vitamina D. Aktivnost cGVHD-a prema univarijatnoj analizi cimbenik
je rizika nedostatka vitamina D kod cGVHD bolesnika, dok je mijeloablativno kondicioniranje
prema multivarijatnoj analizi u odnosu na RIC, ¢imbenik rizika niskog vitamina D kod svih
ispitanika. Od organa zahva¢enih cGVHD-om samo je cGVHD jetre bio povezan sa statusom
vitamina D (ispitanici koji su imali cGVHD jetre imali su nizi status vitamina D od cGVHD
bolesnika koji nisu imali zahvacenu jetru te bolesnika u kontrolnoj skupini). To se moze
objasniti Cinjenicom S$to je zbog naruSene funkcije jetre sinteza 25(OH)D kod bolesnika s
cGVHD-om jetre smanjena, Sto rezultira nizim statusom. Navedeno je u skladu s brojnim
literaturnim navodima koji ukazuju na visoku prevalenciju nedostatka vitamina D kod razli¢itih
bolesti jetre (akutna ozljeda jetre, nealkoholna masna bolest jetre, steatoza, kolestatska bolest
jetre, hepatocelularni karcinom, virusni hepatitis) (144). Smatra se da vitamin D svojim
imunomodulatornim ucincima ima kljuénu ulogu u etiologiji razlicitih bolesti jetre (144).
Medutim, trenutacno nema klinickih dokaza o potencijalnom terapijskom ucinku nadomjesne
primjene vitamina D u bolestima jetre kao ni utjecajima na kvalitetu zivota ili morbiditet
povezan s jetrenim bolestima (145).

Suprotno oc¢ekivanome, nedostatak vitamina D nije bio povezan s cGVHD-om koze
najvjerojatnije zato $to se svim alo-TKMS bolesnicima, bez obzira na nastanak cGVHD-a koze,
savjetuje da se ne izlazu suncu te da koriste visoke UV zaStitne faktore, a zbog povecanog rizika
od nemelanomskog raka koze te moguce aktivacije cGVHD-a (132). Povezanost nizeg statusa
vitamina D s kra¢im vremenom od alo-TKMS-a do prvog pregleda u ovom istrazivanju mogla
bi se povezati s duljinom hospitalizacije, kondicioniranjem, imunosupresivnom terapijom i

smanjenom izlozenosti suncu tijekom alo-TKMS-a.

5.7 Povezanost statusa vitamina D s terapijom glukokortikoidima

Glukokortikoidi utjecu na metabolizam i aktivnost vitamina D tako $to smanjuju aktivnosti
enzima vaznih u procesu hidroksilacije vitamina D te utje¢u na ekspresiju receptora za vitamin
D (146). Bolesnici na terapiji glukokortikoidima imaju dvostruko ve¢i rizik od pojave
nedostatka vitamina D u usporedbi s opom populacijom (147). S obzirom na to da je
glukokortikoidna terapija i dalje prva linija terapije za cGVHD, bolesnici imaju visok rizik za

nastanak sekundarne osteoporoze. Prema istrazivanju Pirsl i1 sur. (148), niska tjelesna masa,
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malnutricija i1 fizicka inaktivnost prema PG-SGA-u te visa doza prednizona neki su od
¢imbenika rizika za osteoporozu kod cGVHD-a. U istom istrazivanju, suprotno o¢ekivanome,
serumske vrijednosti vitamina D nisu bile povezane s osteoporozom, $to su autori objasnili
relativno zadovoljavaju¢im statusom vitamina D u ispitanika (oko 75 mmol/L) zbog redovite
suplementacije. Ogranic¢eni broj dosadasnjih studija pokazao je da cGVHD bolesnici na terapiji
glukokortikoidima imaju nizak status vitamina D (68,69). Nasuprot tome, neke studije nisu
pokazale takvu povezanost (67,149). U ovom istrazivanju glukokortikoidna terapija bila je
povezana s nizim nutritivnim statusom prema PG-SGA-u i naruSenim funkcionalnim statusom
prema KPI-ju te nizom miSi¢nom snagom prema HGS-u. Nije utvrdena razlika izmedu
serumskih vrijednosti 25(OH)D ispitanika na terapiji glukokortikoidima te onih koji ne primaju
glukokortikoide, niti na pocetku istrazivanja, niti nakon nadomjesne terapije vitaminom D.
Duljina primjene prednizona, kao i dnevna doza - koje su razliite od bolesnika do bolesnika -
zasigurno su dodatni ¢imbenici koji bi mogli utjecati na promjenu statusa vitamina D, ali zbog
malog broja ispitanika nije bilo moguce provesti takve analize. S obzirom na nepostojanje
definiranih protokola lije¢enja cGVHD-a u drugoj liniji terapije te iznimnu heterogenost u
primjeni terapeutika bez jasnih vremenskih odjeljenja izmedu primjene pojedinih linija uz
nepoznat status nadomjesne terapije vitaminom D, utjecaj prethodne terapije nije bilo moguce
analizirati. Kako bi se izbjegla sustavna pogreSka u istraZivanju, u obzir je uzeta samo
trenutacna kortikosteroidna terapija. Iz ovog istrazivanja proizlazi ¢injenica da i dalje veliki
broj bolesnika koji imaju nedostatak ili manjak vitamina D i/ili glukokortikoidnu terapiju nema
propisanu nadomjesnu terapiju vitaminom D. U posljednjih 10-ak godina objavljeno je
nekoliko medunarodnih i nacionalnih smjernica za prevenciju i lije¢enje nedostatka vitamina D
(28,150—-152) prema kojima je glukokortikoidna terapija ¢cimbenik rizika nedostatka vitamina

D te je potrebna adekvatna nadomjesna terapija vitaminom D neovisno o inicijalnom statusu.

5.8 Ogranicenja istraZivanja

Ogranicenja ovoga istrazivanja su prvenstveno mali broj bolesnika s obzirom na heterogenost
ispitivanih skupina po pitanju demografskih karakteristika, a kod ¢cGVHD ispitanika i
karakteristika cGVHD-a (kao $to su tip 1 broj zahvacenih organa, vrijeme od dijagnostike
cGVHD-a i imunosupresivna terapija). Bolesnici koji nakon alo-TKMS-a nisu razvili cGVHD,
a koji su bili kontrolna skupina, problemati¢ni su jer postoji mogucnost da u bilo kojem trenutku

razviju simptome cGVHD-a a da se oni odmah jasno ne prepoznaju.
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Dodatni ogranicavaju¢i ¢imbenici su nedostatni podaci o statusu vitamina D te nutritivnom i
funkcionalnom statusu bolesnika prije alo-TKMS-a; nedostatni podaci o prethodnim linijama
imunosupresivne terapije te intenzitetu i duljini njihove primjene (osobito glukokortikoidima
ako je o njima rijec); velike razlike medu ispitanicima s obzirom na razdoblje koje je proteklo

od alo-TKMS-a, odnosno pojave cGVHD-a do ukljucivanja u istrazivanje.
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6 ZAKLJUCCI

1. Malnutricija, procijenjena prema PG-SGA-u, bila je prisutna u 40 % ispitanika bez
statistiCki znacajne razlike izmedu cGVHD-a i kontrolne skupine. Ti su rezultati u
skladu s dosadasnjim istrazivanjima kod bolesnika s cGVHD-om, a mogu se objasniti
¢injenicom da je kod cGVHD bolesnika zahvacenost probavnog sustava cGVHD-om
neovisni ¢imbenik rizika malnutricije. To je 1 o¢ekivano s obzirom na to da ti bolesnici
imaju zatajenje crijevne funkcije koja se povezuje s malapsorpcijom, maldigestijom,
nedostatkom vitamina i minerala, a time i negativnim utjecajem na nutritivni status.

2. Funkcionalni status bolesnika odreden prema HGS-u i PG-SGA-u narusen je kod 50 %
ispitanika bez statisticki znacajne razlike izmedu bolesnika cGVHD-a i kontrolne
skupine. Malnutricija je neovisni ¢imbenik rizika niske miSiéne snage kod alo-TKMS
ispitanika. Niska miSi¢na snaga prema HGS-u ukazuje i na rizik sarkopenije, osobito
cGVHD ispitanika. Kroni¢ni oblik GVHD-a ¢imbenik je rizika niske misi¢ne snage kod
alo-TKMS ispitanika prema univarijatnoj regresijskoj analizi. Neovisni ¢imbenik rizika
niske miSi¢ne snage kod cGVHD bolesnika su umjerena i teska ozbiljnost cGVHD-a
prema NIH kriterijima. Nadalje, zahvacenost probavnog sustava, jetre i plu¢a cGVHD-
om dodatni su ¢imbenici rizika niske miSi¢ne snage kod cGVHD bolesnika.

3. U istrazivanju je nadena snazna povezanost nutritivnog i funkcionalnog statusa.
Malnutricija prema PG-SGA-u (B+C) ¢imbenik je rizika niske miSi¢éne mase alo-TKMS
ispitanika. Malnutricija povezana s boleS¢u prati brojne kroni¢ne bolesti, a njezine
posljedice odrazavaju se i na promjene misi¢ne funkcije s naglaskom na gubitak misi¢ne
mase 1 snage, osobito gerijatrijske populacije. Upravo je zbog toga vazno uvesti jasno
definirane protokole pracenja nutritivnog i funkcionalnog statusa bolesnika, kao i
fizikalne terapije, ne samo nakon nego i prije samog alo-TKMS-a s ciljem prevencije
malnutricije te gubitka miSi¢ne mase i snage, a time i rizika nastanka sarkopenije.

4. Nedostatak vitamina D bio je prisutan u 50 %, a manjak u 30 % ispitanika. Najznacajnija
promjena serumskih vrijednosti vitamina D prati se u skupini ispitanika s nedostatkom
vitamina D koji su primali najvisu dozu nadomjesne terapije vitaminom D (2000 IU).
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je visi unos vitamina D potreban ne samo za
korekciju nedostatka vitamina D, nego i za odrzavanje urednog statusa. 1z navedenog
proizlazi zakljuc¢ak da bi individualni pristup propisivanja nadomjesne nadoknade
vitaminom D (s obzirom na aktivnost bolesti te zahvac¢enost drugih organa cGVHD-om,

terapiju glukokortikoidima, sindrom malapsorpcije, pretilost, osteoporozu, infekcije i
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drugo) bio ucinkovitiji od rutinskog propisivanja odredenog rezimom doziranja
glukokortikoidima.

Suprotno o¢ekivanome, status vitamina D kod cGVHD bolesnika nije bio nizi (u odnosu
na kontrolu). Takoder, nije utvrdena povezanost statusa vitamina D s nutritivnim 1i
funkcionalnim statusom, kao ni s njihovom promjenom tijekom nadomjesne terapije
vitaminom D.

Kod ¢cGVHD ispitanika utvrdeno je da su bolesnici s cGVHD-om jetre imali niZi status
vitamina D (naspram bolesnika koji nisu imali cGVHD jetre). Navedeno opazanje je
ocekivano s obzirom na ulogu jetre u bioloskoj aktivaciji (prvoj hidroksilaciji) vitamina
D koja se zbiva u jetri.

Cimbenik rizika nedostatka vitamina D kod svih ispitanika prema multivarijatnoj analizi
je mijeloablativno kondicioniranje. Prema univarijatnoj analizi, aktivnost bolesti
¢imbenik je rizika nedostatka vitamina D kod cGVHD bolesnika. Navedeno opazanje
moze se objasniti ¢injenicom da bolesnici s aktivnom bolesti imaju veéi intenzitet
sistemske imunosupresije, a time 1 dodatni rizik nedostatka vitamina D.

Terapija glukokortikoidima koju su ispitanici primali tijekom istraZivanja bila je
povezana s lo$ijim nutritivnim i1 funkcionalnim statusom. Medutim, nije utvrdena
povezanost terapije prednizonom i serumskih vrijednosti 25(OH)D. Navedeno se moze
objasniti malim brojem ispitanika te razli¢itim terapijskim rezimima prednizona (doza
1 trajanje terapije).

Nedostatak vitamina D, kao 1 naruSen nutritivni i funkcionalni status alo-TKMS
ispitanika upucuju na potrebu implementacije protokola pracdenja nutritivnog i
funkcionalnog statusa s naglaskom na miSi¢nu masu i snagu (ukljucujuéi odredivanje

statusa vitamina D) te pravodobne intervencije nadleznih specijalista.
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PRILOZI

Prilog 1. Subjektivna globalna procjena bolesnika

Scored Patient-Generated Subjective
Global Assessment (PG-SGA)

History (Boxes 1-4 are designed to be completed by the patient.)

Patient ID Information

1. Weight (See Worksheet 1)

In summary of my current and recent weight:

I currently weigh about pounds

Tam about feet tall

One month ago I weighed about pounds
Six months ago I weighed about pounds

During the past two weeks my weight has:
O decreased ;; gnotchanged , [ increased

Box H_H_

2. Food Intake: As compared to my normal intake, Iwould
rate my food intake during the past month as:
o unchanged
0 more than usual
0 less than usual )
Tamnow taking:
o normal food but less than normal amount
o little solid food
o only liquids
0 only nutritonal supplements
o very little of anything ,
0 only tube feedings or only nutritionby vemn ;, ~ Box 2 _H_

3. Symptoms: L have had the following problems that have kept me from
eating enough during the past two weeks (check all that apply):

0O no problems eating

O no appetite, just did not feel like eating

O nausea O vomiting o
O consfipation O diarrhea
g mouth sores ;) g dry mouth

O things taste funny or have no taste O smells bother me

0 problems swallowing 0 feel full quickly,,

__..a .
O pain; where? o fatigue,

O other™*

*# Examples: depression, money, or dental problems

Box 3 _H_

4. Activities and Function: Over the past month, I
would generally rate my activity as:

O normal withno limitations ;,

O notmy normal self. but able to be up and about with fairly normal
activities

g not feeling up to most things, but in bed or chair less than half the day

o able to do little activity and spend most of the day in bed or chair

o pretty much bedridden, rarely out of bed,

Box4 _H_

©FD Ottery, 2005 email: fdottery(@savientpharma.com or noatpresli@aol.com

Additive Score of the Boxes 1-4 _H_ A
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The remainder of this form will be completed by your doctor, nurse, dietitian, or therapist. Thank you.

Scored Patient-Generated Subjective Global Assessment (PG-SGA)

Worksheet 1 - Scoring Weight (Wt) Loss Additive Score of the Boxes 1-4 (SecSide 1) [ ] A
To determine score, use 1 month weight data if available. Use 6 month data
only if there is no 1 month weight data. Use points below to score weight 5. Worksheet 2 - Disease and its relation to nutritional requirements
change and add one extra point if patient has lost weight during the past 2 - -
Wt loss in 1 month Points Wt loss in 6 months Allrelevant &.—m.m:.om_nm ﬁm.ﬁmnumwuu_
10% or greater M “_mwmmpwqmﬂ._mmﬁmq One point each:
5-9.9% g [ICancer (DAIDS []Pulmonary or cardiac cachexia Presence of decubitus, open wound., or fistulg
3.4 9% 2 6- 9.9%
mmwum 1 2. 5.9% [Presence of trauma ] Age greater than 65 years [] Chronic renal insufficiency
0-1.9% 0 0-1.9%
Numerical score from Worksheet 1| Numerical score from Worksheet2 [ | B

6. Work Sheet 3 - Metabolic Demand
Score for metabolic stress 1s determined by a number of variables known to increase protein & calore needs. The score 1s additive so that a patient who has a fever of = 102
degrees (3 points) and is on 10 mg of prednisone chronically (2 points) would have an additive score for this section of 5 points.

Stress none (0) low (1) moderate (2) high (3)
Fever no fever =09 and <101 =101 and <102 =102 Numerical score from Worksheet 3 _H_ C
Fever duration no fever <72 hrs 72 hrs > T2 hrs
Corticosteroids no corticosteroids  low dose moderate dose high dose steroid
(<10mg prednisone (=10 and <30mg prednisone { z30mg prednisone
equivalents/ day) equivalents/day) equivalents. n_my!

7. Worksheet 4 - Physical Exam
Physical exam includes a subjective evaluation of 3 aspects of body composition: fat, muscle, & fluid status. Since this is subjective, each aspect of the exam is rated for degree of deficit. Muscle deficit
impacts point score more than fat deficit. Definition of categories: 0 = no deficit, 1+ = mild deficit. 2+ = moderate 3+ = severe

Muscle Status:

temples (temporalis muscle) Fluid Status:

1+ 2+ i+

0
dema + + +
clavicles (pectoralis & deltoids) 0 1+ 2+ 3+ (Mkecdm ; S
shoulders (deltoids) 0 1+ 2+ i+ ascites 0 1+ 3+ 3+
interosseous muscles 0 I+ . i Global fluid status rating 0 1+ 2+ 3+
Scapula (latissimus dorsi, trapezius, deltoids) 0 1+ 1+ 3+ ‘ ‘ =
Mw_m__nmﬁmwnmhnﬂw.w@ m ﬁ = wH Numerical score from Worksheet4 [ D
1 b
o m”w_o_u»_ muscle status rating 0 1+ 2+ 3+ Total PG-SGA score D
a ores:
orbital fat pads 0 1+ 2+ 3+ (Total numerical score of A+B+C+D above)
i i + 2+ + - - )
M_ﬁnmﬂ_ﬂﬂmwﬂwm b M W N e w N (See triage recommendations below)
Global fat deficit rating 0 1+ 2+ 3+ Global PG-SGA rating (A, B,or C) = |
Clinician Signature RD RN PAMD DO Other Date
Worksheet 5 - PG-SGA Global Assessment Categories Nutritional Triage Recommendations: Additive score is used to define specific nutritional interventions
Catezary Well pourished Moderatsly malnourished mé%& including patient & family education, symptom management including pharmacelogic intervention, and appropriate
e OB m zin nsu.mnou..@nﬁwﬁu_!g : nutrient intervention (foed, nutritional supplements. enteral, or parenteral triage).

B Progressive wt loss First line nutrition intervention includes optimal symptom management.
Numient infake  No defict .

OR Significant recent  Definite decrease in infake Severs deficit in infke

[ ﬁwﬁ__ﬁ of m Dresent of murifion immact Triage based on PG-SGA point score
Symproms F OR Singificant recent sympioms ﬁuormmm.mm symproms (PG-5GA Bos 3) 0-1 Mo intervention required at this time. Pe-assessment on routine and regular basis during treatment.
Sn:aﬂaw 1-3 Patient & family education by dietitian, nurse, or other climician with pharmacologic intervention as
Functioning Mo deficit OR Moderte functional deficit  Severe functional deficis mndicated by symptom survey (Box 3) and lab values as appropmate.
indicated b t (Box 3) and lab vah
Shveical Fram o ppmement O Recent detenonition mﬁ;ﬁﬁ&% 4-3 Requires intervention by dietifian, in conjunction with nurse or physician as ndicated by symptoms (Box 3).
) nﬁ.ﬁm&.g loss of nuscle mass | 50 fat/ ﬁmwu.ﬁﬁ Joss E_mn_m S0 tissue. =0 Indicates a critical need for improved symptom management and/or nutrient intervention options.

EFD Ottery, 2005 email: fdottery/@ savientpharma.com or noatpresli@aol.com
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Prilog 2. Upitnik o ucestalosti konzumacije hrane bogate vitaminom D.

Koliko ¢esto Koliko puta Koliko puta Koliko puta

konzumirate mjesecno? tjedno? dnevno?

masnu ribu (tuna, <l 123 >4 |<1 1232>4|<1l 1232>4

sardine, skusa, 0O 000 Od 0O 000 Od O Ooooad

bakalar, haringa,

losos)?

Koliko Cestojedete |<1 1 2 3 >4 | <1 1 2 3 >4 |<l 1 2 3 >4

ostalu ribu i koju? I I Y A O O I A

Koliko ¢esto pijete | <1 1 2 3 >4 | <1 1 2 3 >4 |<l 1 2 3 >4

mlijeko? 0 o oo 0 o oo 0 o oo

Koje mlijeko

(proizvodac), s

koliko masnoc¢a?

Koliko ¢esto

uzimate jogurteili | <l 1 2 3 >4 | <1 1 2 3 >4 |<l 1 2 3 >4

kiselo mlijeko? 0o 0o oo 0 0 o oo O 0ogoag

Koji jogurt ili kiselo

mlijeko

(proizvodac), s

koliko masnoc¢a?

Koliko cesto jedete

sireve? <l 123 >4 |<1 1232>4|<1l 1232>4
0 o oo 0 o oo 0 o oo

Koje sireve i u kojoj

koli¢ini?

Koliko cesto jedete

kruh s maslacemili | <1 1 2 3 >4 | <1 1 2 3 >4 | <1 1 2 3 >4

margarinom? O o000 |0oo0o0 o000

Koliko takvih $nita

kruha pojedete?

Koji maslac ili

margarin

(proizvodac)?

Koliko ¢esto jedete | <1 1 2 3 >4 | <1 1 2 3 >4 |<l 1 2 3 >4

jaja? 0 o oo 0 o oo 0 o oo

Koliko jaja?

Koliko ¢esto jedete | <1 1 2 3 >4 | <1 1 2 3 >4 |<l 1 2 3 >4

gljive? 0 o oo 0 o oo 0 o oo

Koje gljive i na koji
nacin pripravljene?

88




ZIVOTOPIS
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SAZETAK

Kroni¢na reakcija davatelja protiv primatelja (¢cGVHD) osnovni je uzrok kasnog morbiditeta i mortaliteta
nakon alogeni¢ne transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica (alo-TKMS). Rezim kondicioniranja, imunosupresivna terapija
te komplikacije cGVHD-a mogu negativno utjecati na status vitamina D, kao i na nutritivni i funkcionalni status bolesnika.
Ovo je prvo prospektivno istrazivanje utjecaja nadomjesne terapije vitaminom D na nutritivni i funkcionalni status alo-TKMS
ispitanika, kao i na karakteristike cGVHD-a. U istrazivanje su bila uklju¢ena ukupno 102 alo-TKMS bolesnika (spol: 54 M i
48 Z; dob 50 (39-59)), od kojih je bilo 65 cGVHD i 37 kontrolnih bolesnika koji nisu razvili cGVHD. Svim ispitanicima je na
prvom i kontrolnom pregledu odreden nutritivni i funkcionalni status, status vitamina D i ostali laboratorijski parametri te im
je, ovisno o inicijalnim serumskim vrijednostima, propisana nadomjesna terapija vitaminom D. Rezultati ovog istrazivanja
pokazali su da je malnutricija, prema subjektivnoj globalnoj procjeni bolesnika (PG-SGA), prisutna u oko 40 %, naruSenost
funkcionalnog statusa prema snazi stiska Sake (HGS) i PG-SGA procjeni u oko 50 %, a nedostatak (<50 nmol/L) i manjak
vitamina D (<75 nmol/L) kod oko 50 i 30 % ispitanika bez obzira na prisutnost cGVHD-a. U istrazivanju je nadena snazna
povezanost nutritivnog i funkcionalnog statusa (P<0,0005). Niski HGS (30,2 % ¢GVHD, 10,8 % kontrole) i blagi gubitak
misi¢ne mase kod ispitanika ukazuju na povisen rizik za razvoj sarkopenije. Zahvacenost probavnog sustava cGVHD-om bio
je ¢imbenik rizika umjerene i teske malnutricije prema PG-SGA-u (B+C), a malnutricija, prisutnost cGVHD-a, zahvacenost
probavnog sustava, jetre i pluéa cGVHD-om ¢imbenici rizika niskog HGS-a. Nije pronadena povezanost serumskih vrijednosti
vitamina D s nutritivnim 1 funkcionalnim statusom, kao ni s njihovom promjenom nakon nadomjesne terapije vitaminom D.
Ispitanici koji su primali najviSu dozu nadomjesne terapije vitaminom D (2000 IU) imali su i najveéu promjenu njegovih
serumskih vrijednosti. Niske vrijednosti vitamina D bile su povezane s cGVHD-om jetre (P<0,05). Cimbenik rizika nedostatka
vitamina D kod svih ispitanika bilo je mijeloablativno kondicioniranje, a kod cGVHD bolesnika aktivnost bolesti. Rezultati
pokazuju da alo-TKMS bolesnici, neovisno o prisutnosti cGVHD-a, imaju naruSen nutritivni i funkcionalni status, kao i
nedostatak vitamina D, ne samo u prvim mjesecima nakon alo-TKMS-a nego i godinama nakon toga. Nadomjesna terapija

vitaminom D utjecala je na oporavak serumskih vrijednosti, ali ne i na promjenu misi¢ne mase i snage.
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EFFECT OF VITAMIN D ON NUTRITIONAL AND FUNCTIONAL STATUS IN
PATIENTS WITH CHRONIC GRAFT VERSUS HOST DISEASE (¢cGVHD) AFTER
ALLOGENEIC STEM CELL TRANSPLANTATION
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SUMMARY

Chronic graft versus host disease (cGVHD) is the underlying cause of late morbidity and mortality after
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT). Conditioning regimen, immunosuppressive therapy, and
complications of cGVHD may affect vitamin D status as well as the nutritional and functional status of patients. This is the
first prospective study of the impact of vitamin D replacement therapy on the nutritional and functional status of allo-TKMS
subjects as well as on the characteristics of cGVHD. A total of 102 allo-HSCT patients (gender: 54 M and 48 F; age 50 (39-
59)) were included in the study, of whom 65 were cGVHD and 37 were control patients. In all participants, nutritional and
functional status, vitamin D levels and other laboratory parameters were assessed at the first and control examinations, and
depending on the initial serum values, they were prescribed vitamin D replacement therapy.The results of this study showed
an incidence of malnutrition aassessed with patient generated subjective global assessment (PG-SGA) in about 40%, impaired
functional status assessed with hand grip strength (HGS) and PG-SGA in about 50% and vitamin D deficiency (<50nmol / L)
in about 50% and insuficiency (<75nmol / L) in about 30% of all subjects regardless of the presence of cGVHD. A strong
correlation between nutritional and functional status was found in the study (P <0.0005). Low HGS (30.2% cGVHD, 10.8%
control) and mild loss of muscle mass in out participants indicate an increased risk of developing sarcopenia. Gastrointestinal
c¢GVHD was a risk factor for moderate and severe malnutrition as assessed by PG-SGA (B + C) and malnutrition, cGVHD and
cGVHD of the digestive system, liver, and lungs risk factors for low muscle strength. were. We did not find an association of
serum vitamin D values with nutritional and functional status or with their change after vitamin D supplementation. The most
significant change in serum vitamin D values was present in patients receiving the highest dose of vitamin D supplementation
(20001U). In cGVHD patients, low vitamin D levels were associated with liver cGVHD (P <0.05). Risk factors for vitamin D
deficiency in all subjects was myeloablative conditioning, and in cGVHD patients, disease activity. Our results showed that
allo-HSCT patients, regardless of the presence of cGVHD, have impaired nutritional and functional status as well as vitamin
D deficiency not only in the first months but also in the years after allo-HSCT. Vitamin D supplementation affected the recovery

of vitamin D serum values, but not the change in muscle mass and strength.
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