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1. UvOD



1.1. Imuna trombocitopenija

Imuna trombocitopenija (ITP) stecena je autoimuna bolest kojoj je osnovna karakteristika
izolirana trombocitopenija definirana brojem trombocita u perifernoj krvi <100 x 10%L (1). U
veéine bolesnika broj trombocita je manji od 30 x 10%L. Cak 80% njih ima ukupne trombocite
nize od 20 x 10%L, dok 44% bolesnika ima manje od 10 x 10%L (2, 3). Kada je ukupni broj
trombocita manji od 10 x 10°%/L radi se o teskoj trombocitopeniji (1). U rijetkim slu¢ajevima,
teska trombocitopenija definira se i kao vrijednost trombocita niza od 20 x 10%L (4-7).

Najcesce se radi o benignoj bolesti koja se spontano povlaci u razdoblju od 3-6 mjeseci (1, 8).

1.1.2. Nomenklatura imune trombocitopenije

Trenutno ime bolesti (imuna trombocitopenija) sluzbeno se Kkoristi od 2009. kada je
Medunarodna radna skupina (engl. International Working Group, IWG) stru¢njaka za ITP u
pedijatrijskoj i odrasloj dobi donijela smjernice za definiciju, dijagnozu i lijeenje ITP. Stari
naziv imuna ili idiopatska trombocitopeni¢na purpura napustio se jer ¢esto ITP ima blagu
klinicku sliku bez purpure. Ako ne postoje drugi uzroci ili bolesti udruzeni s
trombocitopenijom, onda se ITP definira kao primarna, dok je sekundarna ITP povezana s

postojanjem drugog poremecaja ili bolesti, kao i kada je izazvana lijekovima (9).

ITP ima tri forme bolesti podijeljene po duljini trajanja. ITP koja traje do 3 mjeseca se
definira kao novodijagnosticirana ili novootkrivena ITP. ITP koja traje 3-12 mjeseci definira
se kao perzistentna ITP, dok se ITP koja traje vise od 12 mjeseci definira kao kroni¢na ITP (9-
11).

1.1.3. Patofiziologija ITP-a

Smatra se da je kljucni patofizioloSki mehanizam za razvijanje ITP-a gubitak imunoloske
samotolerancije, a prati ga razvijanje autoantitijela protiv antigene membrane trombocita,
najces¢e glikoproteinskih kompleksa IIb/Illa. Nastala protutijela inhibiraju stvaranje
trombocita, a protutijela spojena na membranu trombocita skracuju zivotni vijek trombocita

koji su ve¢ u perifernoj krvi (1).

Proliferacija autoreaktivnih T stanica, pogotovo poviSena aktivnost Th17 i smanjena
aktivnost Tregs, potiCe stvaranje autoprotutijela. Spomenuti mehanizam onemogucava

normalno odrzavanje tolerancije prema vlastitim antigenima trombocita $to je temelj nastanka



ITP-a. Postoje naznake i za genetsku sklonost za razvijanje ITP-a. Naime, ITP ¢esc¢e se javlja
u nekih genetskih sindroma kao hiper IgM sindroma, a postoje i rijetki slu¢ajevi obiteljske ITP
(12).

U vecini slucajeva ITP nastaje nakon preboljene virusne infekcije, najcesc¢e gornjih disnih
putova (8). Kako neki trombocitni antigeni imaju slicnu topografiju s virusima, jedan od
patofizioloskih mehanizama je nastanak krizno reaktivnih protutijela koji ciljaju uz viruse i
antigene membrane trombocita. Najces¢i virusi povezani s ITP su DNA virusi kao varicela
zoster virus (VZV), Ebstein-Barr virus (EBV), adenovirus i citomegalovirus (CMV) koji imaju
do 220 homolognih sekvenci aminokiselina s glikoproteinskim kompleksom I1b/Illa. Uz njih
dosta homolognih sekvenci imaju i virusi zausnjaka, ospica i rubeole, dok se manji broj
homolognih sekvenci nasao u parvovirusu, Coxsackie B virusu i virusu humane
imunodeficijencije (HIV) (13). U malom broju djece (3 slu¢ajana 100 000 cijepljenja) nastanak

ITP-a je povezan s cijepljenjem cjepivom protiv ospica, zau$njaka i rubeole (MoPaRu)(14).

1.1.4. Epidemiologija imune trombocitopenije

Godisnja incidencija ITP-a je izmedu 1.9 1 8.8 slu¢aja na 100 000 djece (1, 8, 15-17). Bolest
se najéeSce javlja u djece izmedu druge i pete godine, a nesto manje u adolescentnoj dobi.
Nesto ¢esce se javlja u djecaka. U dojenackoj dobi omjer muskog i zenskog spola je 1,7:1, dok
je predominacija muskog spola u starije djece minimalna (2, 5). U velikoj medunarodnoj studiji
70% djece razvilo je bolest izmedu prve i desete godine. Takoder se opisuje i sezonsko javljanje
bolesti, s najviSom incidencijom u prolje¢e, a najmanjom u jesen (2). Kroni¢na

trombocitopenija javlja se u oko 20-30% bolesnika (1, 9).

1.1.5. Klini¢ka slika imune trombocitopenije i sustavi bodovanja

ITP se ocituje brzim razvijanjem koznih krvarenja u prethodno zdravog djeteta. Promjene
po kozi u vidu purpuri¢nih promjena, u sklopu kojih su petehije, hematomi i ekhimoze, nalaze
se u 60% djece, dok se krvarenja u sluznicama (epistaksa, bukalno krvarenje, hematurija,
menoragija i gastrointestinalno krvarenje) pojavljuju u 40% djece (18, 19). U otprilike 3%
djece razviju se teska krvarenja (4). Najteza komplikacija ITP-a je intrakranijsko krvarenje s
ucestalos¢u 0.1-0.8%. Ono se ¢eS¢e dogodi u djece kojima je broj trombocita manji od 10 x
10%/L (1, 4, 20). Neki od klini¢kih znakova ITP-a mogu se vidjeti na slici 1.



Slika 1. Prikaz nekih od klinickih znakova imune trombocitopenije. a) Ekhimoze po kozi
trbuha. b) Petehije po kozi potkoljenica. ¢) Hemoragi¢ne bule na jeziku. Preuzeto s:
http://itpbat.fondazioneematologia.it/, uz zahvalu dr. F. Rodeghierou (25).

U skoro dvije trecine ITP bolesnika postoje anamnesti¢ki podatci o nedavno preboljenoj

virusnoj infekciji. Naime, ITP naj¢e$ce nastaje dva tjedna nakon preboljele virusne infekcije
(8).

Pri odluc¢ivanju o potrebi lijeCenja ITP potrebno je, uz odredivanje broja trombocita u
perifernoj krvi, klinickim pregledom odrediti i tezinu klinicke slike ITP. S obzirom na to da
djeca s teskom trombocitopenijom (<10 x 10%L) mogu imati samo blage simptome, pri
odredivanju teZine bolesti klinicki pregled je znacajniji od nalaza broja trombocita u perifernoj
krvi (21).

Na sastanku 2009., IWG je takoder istaknuo vaznost klinicke slike u procjeni tezine bolesti.
Oni smatraju da se termin teska ITP treba Koristiti samo u bolesnika koji imaju klinicki
znacajno krvarenje. To je definirano kao postojanje krvarenja koje zahtijeva mijenjanje

dosadasnje ili zapocinjanje nove terapije (9).

Za procjenu tezine krvarenja u bolesnika koji boluju od ITP-a koristi se viSe razli¢itih
sustava bodovanja krvarenja. Oni se Kkoriste s ciljem ujednac¢avanja izbora nacina lijeCenja i
pracenja bolesnika s ITP (11, 22-25).

Bolton-Meggs i Moon su podijelili simptome ITP-a u 4 kategorije po teZini: asimptomatski,
blagi (hematomi i petehije, manje epistakse, simptomi bez utjecaja na svakodnevni Zivot),
srednje teski (nekoliko koznih manifestacija, lezije mukoze, srednje jaka epistaksa i
menoragija) i teski (jaka epistaksa, melena, menoragija, intrakranijsko krvarenje, krvarenje

koje zahtjeva zurno bolnic¢ko lijeenje i transfuziju) (22).
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Buchanan i Adix su osmislili sustav bodovanja, odnosno procjene krvarenja u ITP koji se
temelji na klinickom pregledu i povijesti krvarenja tijekom razdoblja od 24 sata prije
postavljanja dijagnoze. Prema tom sustavu, ocjena tezine krvarenja je od nula (bez krvarenja)

do pet (zivotno ugrozavajuce ili fatalno krvarenje) (Tablica 1) (23).

Tablica 1. Sustav bodovanja tezine krvarenja po Buchananu i Adixu

0 — Bez krvarenja — definitivno nema novog krvarenja ikakve vrste.

1 — Manje — nekoliko petehija (<100 ukupno) i/ili <5 manjih hematoma (promjera <3 cm);
bez krvarenja sluznica.

2 — Blago — mnogo petehija (>100 ukupno) i/ili >5 velikih hematoma (promjera >3 cm); bez
krvarenja sluznica.

3 — Srednje tesko — ocito krvarenje sluznice (epistaksa, krvarenje gingiva, orofaringealne
hemoragi¢ne bule, menoragija, gastrointestinalno krvarenje) koje ne zahtijeva Zzurno
medicinsko zbrinjavanje.

4 — Tesko — krvarenje sluznica ili sumnja na unutarnje krvarenje (u mozak, pluca, misice,
zglobove) koje zahtijeva zurno medicinsko zbrinjavanje.

5 — Zivotno ugroZavajuée ili fatalno — dokumentirano intrakranijsko krvarenje ili Zivotno
ugrozavajuce odnosno fatalno krvarenje bilo koje lokalizacije.

Preuzeto iz: Buchanan GR, Adix L. Grading of hemorrhage in children with idiopathic
thrombocytopenic purpura. J Pediatr. 2002 Nov;141(5):683-8. (23).

Edslev i suradnici predlozili su sustav bodovanja krvarenja kojim se, na temelju Sest
klini¢kih znacajki, predvida imaju li ITP bolesnici niski rizik za razvijanje teZzeg krvarenja i
komplikacija bolesti. Koristene klinicke znacajke su: nagli pocetak bolesti, dob <10 godina,
prethodna infekcija, broj trombocita <5 x 10%/L, sluzni¢ko krvarenje (uglavnom na sluznici

usne Supljine), muski spol (26).

U nasem istrazivanju Koristili smo dva novija sustava bodovanja, ITP Bleeding Scale
(IBLS)(24) i Skin-Mucose-Organ-Gradation (SMOG)(25), a koji su detaljnije pojasnjeni u

odjeljku ,,Materijali i metode*.
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1.1.6. Dijagnosti¢ka obrada i diferencijalna dijagnoza imune trombocitopenije

Izolirana trombocitopenija je glavna laboratorijska karakteristika ITP (19). Druge
hematoloske promjene opisuju Se u sklopu nastanka ili posljedica ITP-a, kao sto je limfocitoza
nakon virusne infekcije i/ili mikrocitna anemija nakon krvarenja. Uz spomenute promjene
Cesto se uocava i eozinofilija (19). Medutim, kada se u razmazu periferne krvi uoce vrlo veliki
trombociti, mali trombociti, shistociti, sferociti, polikromazija i povecan broj retikulocita, treba

razmiSljati o mogucoj sekundarnoj trombocitopeniji u sklopu klini¢ke slike druge bolesti (1).

Dijagnoza ITP-a postavlja se na temelju sljede¢ih kriterija: broj trombocita <100 x 10°%/L,
ostatak kompletne krvne slike i diferencijalne krvne slike s retikulocitima je uredan, nema
patoloskih promjena na razmazu periferne krvi, nema klinickih simptoma koji se standardno
povezuju s ITP-om (povecanje limfnih ¢vorova, jetre i/ili slezene, vruéica, anoreksija, bol u
zglobovima i kostima, gubitak tjelesne mase, atipi¢no dugotrajno krvarenje, postojanje klinic¢ki
znacajne sistemske bolesti). Kod ovakve tipi¢ne klinicke 1 laboratorijske prezentacije u djece
dobi od jedne do deset godina moze se postaviti dijagnoza ITP bez daljnje obrade. U slucaju
pojavljivanja opisanih zabrinjavaju¢ih klinickih simptoma i znakova, daljnja dijagnosticka
obrada obavlja se ovisno o njima te diferencijalnoj dijagnozi. Tijekom takve obrade, potrebno
je iskljuciti mogucu malignu bolest (punkcija koStane srzi), autoimunu hemoliticku anemiju
(direktni antiglobulinski test), autoimuni limfoproliferativni sindrom, hemoliticko uremijski
sindrom, tromboti¢ku  trombocitopenicku  purpuru,  koagulopatiju,  diseminiranu
intravaskularnu koagulaciju (DIK), autoimune sistemske bolesti (sistemski eritematozni
lupus), infekciju HIV-om, hepatitis C virus (HCV), CMV, EBV, malariju i imunodeficijencije
(Sindrom varijabilne imunodeficijencije (CVID), DiGeorgeov sindrom, Wiskott-Aldrichov
sindrom) (1). Diferencijalno dijagnosticki je kod pronalaska izolirane trombocitopenije, koja
nije prac¢ena simptomima, potrebno iskljuciti pseudotrombocitopeniju (periferni razmaz krvi,

koristiti alternativni antikoagulant) (19).

Prema smjernicama Americkog drustva za hematologiju (engl. American Society of
Hematology, ASH), testiranje na antitrombocitna protutijela nije potrebno tijekom
dijagnosticke obrade ITP. Takoder, preporuka ASH je da se punkcija koStane srzi rutinski ne
radi u obradi bolesnika s tipi¢cnom klinickom slikom ITP, ¢ak i kod slabog odgovora na prvu

liniju terapije (27).
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1.1.7. Prognoza imune trombocitopenije

Djeca s ITP-om imaju veliku vjerojatnost ozdravljenja s i bez terapije. Otprilike 70-80%
djece s dijagnosticiranom ITP oporavi se unutar prva tri mjeseca (1). lako je ,,watch and wait*
pristup ucinkovit u vecine djece (2, 7), pokazalo se da djeca u kojih je zapoceta farmakoloska
terapija imaju bolju kvalitetu zivota i manje relapsa bolesti (28-31). Novija istrazivanja su
utvrdila sljede¢e ¢imbenike rizika kroni¢ne ITP-a: starija dob, podmukli razvoj bolesti,
nepostojanje podataka o ranijem cijepljenju ili infekciji, blago krvarenje, veéi broj trombocita
kod prezentacije bolesti (>20 x 10%L)(32). Takoder su se pronasla dva moguéa genetska
¢imbenika rizika kroni¢ne ITP, a to su pretjerana ekspresija vanina-1 (VNN-1) i Q63R varijanta

kanabinoidnog receptora tipa 2 (33).

1.1.8. Lijecenje imune trombocitopenije

Pristup lije¢enju bolesnika s ITP-om je individualan i izaziva kontroverze u pedijatrijskoj
hematologiji. Navedeno nastaje zbog, za sada, nedovoljno jasno definiranog pocetnog pristupa
lijeCenju ITP-a. Neki od stru¢njaka pobornici su §to duzeg promatranja i ¢ekanja (engl.,, watch
and wait*), dok je dio stru¢njaka sklon sto ranijem zapocinjanju farmakoloskog lije¢enja (1).
Zagovornici ,,watch and wait“ pristupa navode kako se 80% bolesnika s ITP-om oporavi unutar
prvih tri do Sest mjeseci bolesti te kako ve¢inom nemaju teSka krvarenja (1, 2). Naime, samo
0,9% bolesnika s po¢etnom blagom ili srednje teSkom klinickom slikom razvije tesko krvarenje
(4). Zagovornici farmakoloskog pristupa navode kako se zapocinjanjem farmakoloskog
lije¢enja smanjuje duljina trajanja bolesti i da se broj trombocita brze normalizira (29). Odluka
o lije¢enju donosi se uzimajuéi U obzir mnoge ¢imbenike, kao Sto su dob, tjelesna aktivnost i
Uobicajeno se u poéetku najcesée koristi ,,watch and wait* pristup dok se farmakoloska terapija
pocinje kasnije po procjeni lije¢nika (27, 34, 35). lako je ,,watch and wait * pristup uc¢inkovit u
vecine djece (2, 7), pokazalo se da djeca u kojih je zapoceta farmakoloska terapija imaju bolju

kvalitetu zivota i manje relapsa bolesti (28-31).

U lijeCenju najceSce se koriste sljede¢i lijekovi: intravenski imunoglobulini (IVIG),
intravenski anti-D imunoglobulin (anti-D), glukokortikoidi te u posljednje vrijeme agonisti
trombopoetinskih receptora (TPO-R) (1, 36). Prva terapija izbora su IVIG i kortikosteroidi. Do
1981. kortikosteroidi su bili jedina mogucéa terapija, medutim u posljednje vrijeme IVIG se

pokazao kao moguca bolja prva linija terapije. Naime, metaanaliza Sest randomiziranih
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kontroliranih klini¢kih pokusa s ukupno 401-im bolesnikom pokazala je kako IVIG uspje$nije
podize broj trombocita u perifernoj krvi od kortikosteroida i ,,watch and wait“ pristupa (37).
Najc¢es¢i nacin primjene 1VIG-a je 0.8-1 g/kg u jednoj dozi, a iste doze se mogu ponavljati
ovisno o broju trombocita i klinickoj slici (35). 1z skupine kortikosteroida najéesce se daje
prednizon u dozi 1-4 mg/kg/dan tijekom 1-4 tjedna (9). Moguce je primjenjivati visoke doze
kortikosteroida metilprednizolona ili deksametazona u bolesnika koji nisu imali povoljan
terapijski odgovor na konvencionalnu terapiju. Kao sljedeca opcija prve linije terapije po
americkim smjernicama koristi se Anti-D u djece s ITP-om koji su Rh pozitivni i
nesplenektomirani. Anti-D se ne preporu¢uje u Rh pozitivnih bolesnika s niskim

hemoglobinom i u bolesnika u kojih se sumnja na hemolizu (27).

Kao druga linija terapije u djece koja nisu odgovorila na prvu liniju terapije koristi se
rituksimab. Splenektomija se smatra zadnjom opcijom (27).

U slucaju zivotno ugrozavajuceg krvarenja, prema smjernicama se koristi kombinacija
terapije koja ukljucuje brzu nadoknadu trombocita, IVIG (1 g/kg/dan kroz 2 dana) te visoke
doze kortikosteroida (metilprednizolon 30 mg/kg/dan) (35). | ovdje se zadnjom opcijom, u
bolesnika koji nisu odgovorili na raniju terapiju, smatra hitna splenektomija (1).

U lijec¢enju perzistentne i kroni¢ne ITP-e u djece, IVIG i kortikosteroidi koriste se za
kratkotrajno poboljsavanje stanja. IVIG se nije pokazao kao dobra terapijska opcija za lijeCenje
kroni¢ne ITP, dok se dugotrajnija primjena kortikosteroida izbjegava zbog nuspojava. Kao
opcija u lijeCenju kroni¢ne ITP moze se koristiti monoklonsko protutijelo anti CD-20
(rituksimab), a u novije vrijeme i agonisti trombopoetinskih receptora (TPO-R) (1, 36).
Splenektomija se u djece nastoji odgoditi dok je god to moguce. Iako oko 60-80% djece klinicki
odgovori nakon splenektomije, postoji povecan rizik za razvijanje komplikacija, prvenstveno

u smislu teskih sepsi (1).

1.2. Vitamin D

Vitamin D (VD) je prohormon koji ima obiljeZja steroidnog hormona (steroid s otvorenim
B prstenom) te nastaje iz 7-dehidrokolesterola. On je i mikronutrijent iz skupine vitamina
topivih u mastima. Za razliku od ostalih vitamina, VD se uz alimentarni unos moze sintetizirati
u kozi pod utjecajem ultraljubicastog zracenja. Aktivni oblik VD regulira apsorpciju kalcija i
fosfata iz crijeva, mobilizaciju kalcija iz kostiju te reapsorpciju kalcija u bubrezima. Medutim,

njegova funkcija nije ograni¢ena samo na poznatu homeostazu kalcija (38-40).
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1.2.2. Sinteza vitamina D

Postoje dvije najpoznatije vrste vitamina D. Kolekalciferol ili vitamin D3 vise se nalazi u
organizmu sisavaca, a ergokalciferol ili vitamin D2 nalazi se vise u biljnim izvorima (41, 42).
Oko 80-90% potrebne koli¢ine vitamina D stvara se endogenom sintezom vitamina D3 u kozi
pod utjecajem UVB zraka valne duljine 290-315 nm, dok se ostalih 20% unosi probavnim
sustavom (39). Samo kolekalciferol se moze sintetizirati u kozi pod utjecajem UVB zracenja.
Vitamin D u pocetnom obliku je bioloski inertan, a kako bi se aktivirao mora se prvo
metabolizirati u jetri u 25-hidroksivitamin D (25(OH)D, ergokalciferol), a potom u bubrezima
u la, 25 hidroksivitamin D3 (kolekalciferol)(41, 42).

Pocetak same sinteze VD pocinje u kozi djelovanjem alfa-7 reduktaze gdje iz kolesterola
nastaje 7-dehidrokolesterol ili provitamin D3. Pod utjecajem UVB zracenja fotokemijskom
reakcijom 7-dehidrokolesterol se pretvara u previtamin D3 (prekolekalciferol) koji se
termalnom izomerizacijom pretvara u vitamin D3 (kolekalciferol). Vezan za vitamin D vezni
protein (DBP, engl. vitamin D binding protein) preko cirkulacije dolazi u jetru gdje se dijelom

pohranjuje u masnom tkivu, a drugi dio zapocinje prvu hidroksilaciju (43, 44).

U jetri prvom hidroksilacijom, pomocu enzima 25-hidroksilaze, vitamin D3 i vitamin D2
(koji je unesen probavnim sustavom) pretvaraju se u 25-hidroksivitamin D (25(OH)D) ili
kalcidiol. Njegovo trajanje poluzivota u plazmi je dva tjedna. Taj oblik vitamina D je najbolji
pokazatelj statusa VD u organizmu, ali u fizioloskim koncentracijama bioloski je neaktivan
(38).

U bubrezima se drugom hidroksilacijom 25(OH)D aktivira u aktivni oblik 1,25-
dihidroksivitamin D, 1,25(OH)2D (kalcitriol) pomo¢u mitohondrijskog enzima a-hidroksilaze.
Taj proces je pod kontrolom paratireoidnog hormona (41, 44). Manji dio kalcitriola sintetizira
se 1 u stanicama crijeva, glatkih miSi¢nih stanica krvnih zila, B limfocitima, monocitima 1

dendritickim stanicama (45). Metabolizam VD u tijelu prikazan je na slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz metabolizma vitamina D. Preuzeto iz: Glendenning P. Measuring
vitamin D. Australian prescriber. 2015 Feb;38(1). (46).

Vitamin D se inaktivira na dva nac¢ina, prvim u bubregu s enzimom 24-hidroksilazom kada
se pretvara u 24,25-dihidroksivitamin D (24,25(0OH)2D) te drugim pomocu citokromoma P450
(CYP24) u oblik 1a,24(R),25-trihidroksivitamin D3 (38).

1.2.3. Fiziologija vitamina D

Aktivnost VD posredovana je VD nuklearnim receptorima (VDR) koji su dio superobitelji
receptora steroidnih hormona i hormona Stitne Zlijezde (40, 47). Ovaj receptor je skoro

ubikvitarno izrazen na stanicama organizma, $to objasnjava kako vitamin D utjeCe na brojne
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funkcije organizma. Aktivni se oblik VD veze za VDR, ulazi u stanicu 1 aktivira ekspresiju

gena. Smatra se da se ¢ak 1250 gena direktno ili indirektno regulira s 1,25(0OH)2D (48, 49).

1.2.4. Preporucene razine vitamina D

Dostatna razina 25(OH)D u djece je >75 nmol/L, dok se sve ispod te razine smatra
hipovitaminozom D. Razina 25(OH)D izmedu 50 i 75 nmol/L smatra se insuficijencijom VD,
dok se razina 25(OH)D manja od 50 nmol/L smatra deficijencijom VD (50-52).

1.2.5. Funkcije vitamina D

Odrzavanje optimalne koncentracije kalcija u plazmi i mineralizacija kostura su klasi¢ni
ucinci VD. Neklasi¢ni ué¢inci VD mogu se razvrstati u tri glavne skupine: regulacija sekrecije
hormona, regulacija imunoloskih funkcija i regulacija stani¢ne proliferacije i diferencijacije

(53).

1.2.5.1. Funkcija vitamina D u mineralizaciji koStanog sustava i odrZzavanju razine

kalcija i fosfora

Najpoznatija uloga vitamina D vezana je uz mineralizaciju kostanog sustava i ima vaznu
ulogu u regulaciji koncentracije kalcija i fosfora u plazmi. VD regulira koncentraciju kalcija u
plazmi na tri nacina: kontroliranjem crijevne apsorpcije kalcija, mobiliziranjem kalcija iz
kostiju (aktivacijom osteoklasta) i stimulacijom reapsorpcije kalcija u distalnim tubulima

bubrega. Za navedeno je, uz VD, vazan i PTH i njihova medusobna interakcija (38).

1.2.5.2. Utjecaj vitamina D na sekreciju hormona

Od neklasi¢nih funkcija VD-a prva za spomenuti je regulacija sekrecije hormona. Naime,
1,25(0OH)2D inhibira sintezu i sekreciju PTH, kao i proliferaciju paratireoidne zlijezde (54).
Kako PTH stimulira produkciju 1,25(OH)2D u bubregu, PTH i1 1,25(OH)2D stvaraju vaznu

povratnu spregu u homeostazi kalcija u organizmu.

Aktivni oblik VD-a (1,25(0OH)2D) stimulira sekreciju inzulina iako taj mehanizam nije jos$
u potpunosti definiran (55). U novijoj in vitro studiji na kulturama humanih i misjih stanica

pronadeno je da 1,25(OH)2D preko VDR-a utjece na ulaz kalcija u beta stanice gusterace i
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time stimulira sekreciju inzulina (56). Direktnim i parakrinim putem, VD utje¢e na gusteracu
odnosno na osjetljivost na inzulin, a VDR modulira ionske kanale za kalcij te pove¢ava ukupno
otpustanje inzulina iz beta stanica (57-59). Smatra se kako VD pojacava izrazaj receptora za

inzulin koji omoguc¢ava poveéan unos glukoze u stanice perifernog tkiva (57, 60).

VD takoder utjeCe i na stvaranje ¢imbenika rasta fibroblasta-23 (FGF23) koji se primarno
stvara u kostima, odnosno osteoblastima i osteoklastima. FGF23 je hormon koji sudjeluje u
kontroli homeostaze fosfata, primarno preko stimulacije fosfaturije. FGF23 smanjuje
cirkuliraju¢u koncentraciju 1,25(OH)2D i time se takoder stvara povratna sprega izmedu njega
i VD-a ¢ime se regulira razina fosfata u plazmi. Povecana koncentracija FDF23 povezana je S

rahitisom i osteomalacijom (61).

1.2.5.3. Utjecaj vitamina D na imunoloski sustav

U zadnjih nekoliko godina intenzivno se istrazuje vaznost VD-a u imunom i upalnom
odgovoru. Imunoloske stanice imaju VDR te imaju sposobnost vezanja s VD-om ¢ime VD
utjeCe na imunoloski odgovor, proliferaciju kao i diferencijaciju stanica (53). VD smanjuje
upalni odgovor u eksperimentalnim zivotinjskim i stani¢nim in vitro studijama (62). VD je
selektivni regulator imunoloSkog sustava, regulator hematopoetskog sustava, modulira
aktivaciju i proliferaciju limfocita, poti¢e diferencijaciju monocita u promijelocite te modificira

luenje citokina u T stanicama (63, 64).

Nezhad i sur. pokazali su u¢inak VD-a preko VDR-a na imunoloske stanice promjenom
ekspresije gena koji su ukljuceni u apoptozu, imunoloSku funkciju, regulaciju transkripcije,

epigenetsku modifikaciju, aktivnost stani¢nog ciklusa i diferencijaciju (48).

Razne su studije pokazale sposobnost VD-a da suzbija sintezu interferona gama (IFNy) i
interleukina 2 (IL-2) u limfocitima periferne krvi kao i u T stani¢nim linijama $to opet govori
u prilog njegove imunomodulatorne funkcije (65, 66). Uz spomenute citokine VD stimulira i
stvaranje interleukina 4 kao i transformirajuc¢eg faktora rasta (TGFB-1) koji sudjeluju u

upalnom odgovoru (47, 67, 68).

VDR se pronasao na antigen prezentiraju¢im imunoloskim stanicama, kao T limfocitima,
denditickim stanicama i makrofazima (47, 67, 69-72). VD modulira i humoralni imuni odgovor
utjecajem na proliferaciju i produkciju imunoglobulina u B limfocitima, diferencijaciju

prekursora B limfocita u plazma stanice (73). Pokazalo se da nadoknada VD-a poti¢e Thl
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posredovani autoimuni odgovor (74) te da nedostatak VVD-a usmjerava imuni odgovor prema
gubitku tolerancije (70, 75).

Svim opisanim uéincima VD modulira steceni imunoloski odgovor. VD modulira
karakteristi¢énu sposobnost ste¢enog imunoloskog odgovora da T i B limfociti stvaraju citokine
i imunoglobuline protiv antigena koji su im prethodno predo¢ili makrofazi i dendriticke stanice.
Sposobnost VD-a da suprimira steeni imunoloski odgovor posebno je vazna u situacijama

kada je imunoloski sustav usmjeren prema sebi, odnosno u autoimunosti (53) (Slika 3).

VD utjeCe i na urodeni imunitet aktivacijom toll like receptora (TLR) wu
polimorfonuklearima, monocitima i makrofagima kao i epitelnim stanicama. Preko TLR2 i
citokroma P450 (engl. Cytochrome P450 Family 27 Subfamily B Member 1 - CYP27B1) , VD
sudjeluje u ekspresiji antimikrobnog peptida katelicidina u spomenutim stanicama (76).
Urodeni imunoloski sustav funkcionira ne samo u limfopoetskom sustavu nego i u epitelnim
stanicama koje tvore zaStitnu barijeru raznih tkiva, a VDR se mozZe pronaci u svim tim tkivima

(53). Utjecaj na steceni i urodeni imunoloski sustav shematski je prikazan u Slici 3.
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Slika 3. Shematski prikaz utjecaj vitamina D na steceni (A) i urodeni (B) imunoloski
sustav. Preuzeto iz: Bikle D. Nonclassic actions of vitamin D. J Clin Endocrinol Metab. 2009

Jan;94(1):26-34. (53).

1.2.5.4. Utjecaj vitamina D na proliferaciju i diferencijaciju stanica

VD inhibira proliferaciju keratinocita u bazalnom sloju epidermisa te potice njihovu
diferencijaciju utjecanjem na ekspresiju gena ¢iji produkti, u konacnici, stvaraju permeabilnu

barijeru na kozi (77). VD preko VDR-a utjece i na cikluse folikula dlake. Keratinociti koji se
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pronalaze u dlaci imaju izrazene VDR koji sudjeluju u proliferaciji i diferencijaciji stanica u

folikulu dlake (78).

Razli¢ita istrazivanja pokazala su kako postoji moguénost da VD ima utjecaj na razvoj
malignih bolesti obzirom da dosta malignih stanica izrazava VDR. To se posebno odnosi na
1,25(OH)2D koji stimulira ekspresiju inhibitora stani¢nog ciklusa p21 i p27, ekspresiju
transmembranskog proteina E-kadherina te inhibira transkripcijsku aktivnost B-katenina (79,
80). VD potic¢e popravak DNA ostecenja nastalih UV zracenjem u keratinocitima (53). Kako
je VD supresor aktivnog imuniteta i induktor urodene imunosti, njegov je utjecaj vrlo zanimljiv
u onkologiji (81, 82). Vitamin D posjeduje antiproliferativni ucinak, inhibira angiogenezu i
dovodi do odumiranja odredenih tumorskih stani¢nih linija razli¢itih bolesti (82). Novija
istrazivanja se posebno baziraju na povezanost polimorfizma VDR-a s razvojem i prognozom
malignih bolesti. NajviSe istrazivanja radeno je na povezanosti VDR-a s karcinomom dojke,
rakom prostate, malignim melanomom i karcinomom bubrega (81). Istrazivanja su pokazala
bolje ishode lije¢enja u bolesnika s melanomom i akutnom mijeloi¢nom leukemijom koji imaju

vise razine VD (83, 84).

VD inhibira napredovanje stani¢nog ciklusa 1 rast tumorskih stanica u nekoliko stani¢nih
linija raka i time sprjecava proliferaciju stanica, inducira apoptozu ili suzbija ekspresiju

molekula stani¢ne adhezije i faktora rasta koji pridonose metastazi raka (85).

Istrazivanja na karcinomu prostate i dojke pokazuju da VD modulacijom ekspresije

razli¢itih povrSinskih proteina smanjuje maligni potencijal stanica raka (86, 87).

Bhattacharya i sur. pronasli su da djeca s akutnom limfoblasti¢cnom leukemijom imaju
manjak VD te da je on povezan s loSijim ishodom bolesti. Razina VD bila je znacajno niza u
djece koja su umrla, u onih koji su imala komplikacije, u djevojcica i onih s ALL visokog rizika
(88).
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1.2.6. Vitamin D i bolesti

Nedostatak VD moze potaknuti razvoj bolesti viSe organskih sustava, kao

muskuloskeletnog, imunoloskog, endokrinog, kardiovaskularnog, neuroloskog sustava

(89)(Slika 4).

Hipovitaminoza D
|

| | | |
Misiéno-kostani sustav Imunoloski sustav Endokrini sustav
Hipertenzija
Mozdani udar .
Padovi i frakture Alergije, infekcije, tumori Secerna bolest tip 1 i tip 2 . Multipla skleroza
Infarkt miokarda
Zatajenje srca

Slika 4. Moguca povezanost hipovitaminoze D s kroni¢nim bolestima. Preuzeto iz:
Zittermann A, Gummert JF. Nonclassical Vitamin D Action. Nutrients. 2010 Apr; 2(4): 408—
25. (89).

1.2.6.1. Povezanost vitamina D i pretilosti i metaboli¢kog sindroma

Utvrdena je negativna korelacija izmedu indeksa tjelesne mase i koncentracije 25(OH)D u
pretile djece (90, 91). Smatra se da pohranjeni VD u masnom tkivu vjerojatno regulira upalni
odgovor, ekspresiju gena koji reguliraju adipogenezu i adipocitnu apoptozu te utjece na lucenje

leptina, adiponektina i regulaciju metabolizma (92, 93).

Utjecaj VD-a na razvoj metabolickog sindroma jo$ je nerazja$njen, medutim postoje studije
koje potvrduju tu tvrdnju. U studiji Forda i sur. pronadeno je da se prevalencija metabolickog
sindroma u odraslih ispitanika smanjuje s povecanjem razina 25(OH)D (94). VD utjeCe na
osjetljivost inzulina odnosno na razvoj inzulinske rezistencije kao i izrazaj receptora za inzulin
¢ime omogucava povecan unos glukoze u stanice (57). U nekoliko opazajnih studija pokazana
je povezanost izmedu VD-a i pojedinih odrednica metabolickog sindroma poput arterijske

hipertenzije i poremec¢aja lipidograma (95). Simunovi¢ i sur. pokazali su na pedijatrijskoj
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populaciji da su razine 25(OH)D bile zna¢ajno niZe u bolesnika s metaboli¢kih sindromom te
da razina 25(OH)D ima zna¢ajnu korelaciju s homeostatskim modelom procjene inzulinske
rezistencije (HOMA-IR) (96).

1.2.6.2. Povezanost vitamina D i autoimunih bolesti

U mnogim studijama pronasla se povezanost izmedu hipovitaminoze D i veée incidencije
upala i autoimunih bolesti (67, 69, 70, 97-99). Postoje studije koje su pokazale povezanost
hipovitaminoze D-a s viSom incidencijom Secerne bolesti tip I. Takoder se pokazalo kako je
nadoknada VD-a povezana s poboljSanjem kontrole glikemije i sporim padom ostatne funkcije
beta-stanica u djece s DM tip 1 (100-102).

VD je znacajan modulator imunoloskog nastanka autoimunih bolesti Stitnjace poput
Gravesove bolesti i Hashimotovog tireoiditisa. On ima protuupalne i imunoregulacijske u¢inke
djelovanjem na polimorfizam gena VDR-a te vezanjem 1-alfa-hidroksilaze i 25-hidroksilaze
pojac¢ava urodeni imunoloski odgovor (103). Kivity je u svojoj studiji pokazao znacajno
ucestaliju prevalenciju hipovitaminoze D u bolesnika s autoimunim bolestima Stitnjace.
Takoder se pokazalo da nadoknada VD-a moze pozitivno utjecati na pojavnost autoimunih

bolesti stitnjace (104).

Uloga VD u nastanku i tijeku multiple skleroze povezuje se s genetskim polimorfizmima
koji su ukljuéeni u metabolizam VD-a. VD svoj utjecaj vrsi preko VDR-a koji moze izmijeniti
ekspresiju HLA-DRB1 koji je bitan u nastanku multiple skleroze (105). Runia i sur. su pokazali
da su niske razine VD-a povezane s povec¢anim rizikom relapsa multiple skleroze (106). U
studiji Mungera i sur. pronadeno je da nadoknada VD-a smanjuje rizik za razvijanje multiple
skleroze za 40% (107).

Hipovitaminoza D je ucestala u upalnim bolestima crijeva. Povezana je s aktivno$cu
bolesti, ces¢im relapsima, ucestalijim postoperativnim recidivima, lo§ijom kvalitetom Zivota i
opcenito slabijim odgovorom na bioloske pripravke u usporedbi s bolesnicima s dostatnim
razinama 25(OH)D (108). U genetski predisponiranih osoba nedostatak vitamina D moze biti
¢imbenik razvoja upalne bolesti crijeva (109). Takoder se pokazalo da nadoknada VD moze

pozitivno utjecati na klinicki tijek Chronove bolesti (110).
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1.2.6.3.Povezanost vitamina D i astme

VDR su prisutni na stanicama koje su uklju¢ene u upalu i imunomodulaciju respiratornog
epitela, a utvrdena je i veza izmedu polimorfizma VDR-a i astme (111). Metaanaliza i sustavni
pregled deset studija pokazala je povezanost niske razine VD-a s ucestalim egzacerbacijama,
¢eS¢om upalom disnih putova, smanjenom funkcijom pluca i loSijom prognozom U astmati¢nih
bolesnika (112). Novija istrazivanja pokazala su da bi rana nadoknada VD-a u rodilja i
postnatalno u dojencadi mogla sprijeciti razvijanje astme i ponavljajuéih opstrukcija u prve 3

godine zivota (113).

U randomiziranom kontroliranom ispitivanju u djece oralno se ordinirao VD u dozi od 60
000 internacionalnih jedinica (engl. international units - 1U) mjese¢no. Nakon 6 mjeseci
nadoknade autori su u skupini djece koja su uzimala VD utvrdili poboljsanje ekspiratornog
protoka, bolju kontrolu astme, smanjenu potrebu za hitnim posjetama lije¢niku i za oralnom
upotrebom steroida u usporedbi sa skupinom djece koja je primala placebo (114). Velika
metaanaliza 14 randomiziranih kontroliranih klini¢kih pokusa (1421 ispitanik) pokazala je da
nadoknada VD-a smanjuje ucestalost pogorSanja astme, pogotovo u bolesnika s nedostatkom
VD-a (115).

1.2.6.4. Povezanost vitamina D i kardiovaskularnih bolesti

Wang i sur. su u metaanalizi pokazali inverznu linearnu povezanost izmedu cirkulirajuce
razine vitamina D i rizika od sréano-Zilnih bolesti. U ispitanika ¢ija je razina 25(OH)D bila
izmedu 20 i 60 nmol/L pronaden je znacajno visi rizik od sr¢ano-zilnih bolesti (116). Veliko
nacionalno istrazivanje u SAD-u pokazalo je da afroamericka populacija s niskom razinom

VD-a ima povisen krvni tlak u usporedbi s bijelcima (117).

1.2.6.5. Povezanost vitamina D i imune trombocitopenije

U literaturi se tijekom posljednjeg desetljeca istrazivala ucestalost i utjecaj hipovitaminoze
D u autoimunim bolestima medu kojima je i imuna trombocitopenija. Fatizzo 1 sur. pronasli su
da odrasli bolesnici s ITP-om imaju niske razine 25(OH)D (118), ali smatraju da su potrebne

daljnje studije oko spomenute teme.
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Koliko nam je poznato, ne postoje objavljena istrazivanja 0 utjecaju hipovitaminoze D na
tezinu klinicke slike ITP-a u djece, pogotovo studije koje koriste razne sustave bodovanja

krvarenja u ITP-u.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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Glavni ciljevi istrazivanja su:

Odrediti u¢estalost hipovitaminoze D u bolesnika s novootkrivenim ITP-om
Odrediti srednju vrijednost razine 25(OH)D u bolesnika s novootkrivenim ITP-
om.

Odrediti povezanost razine 25(OH)D s brojem trombocita u perifernoj krvi u
vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Odrediti povezanost razine 25(OH)D s tezinom krvarenja u vrijeme dijagnoze
novootkrivenog ITP-a koriste¢i SMOG 1 IBLS sustave bodovanja krvarenja.
Odrediti povezanost spola i dobi bolesnika s tezinom krvarenja novootkrivenog
ITP-a koriste¢i SMOG sustav bodovanja krvarenja.

Odrediti povezanost spola i dobi bolesnika s razinom 25(OH)D u bolesnika s

novootkrivenim ITP-om.

Sporedni ciljevi istraZivanja su:

1.

Odrediti povezanost razine 25(OH)D sa z vrijednosti ITM-a u bolesnika s

novootkrivenim ITP-om.

Odrediti broj bolesnika s kroni¢nim ITP-om u vremenskom razdoblju istrazivanja.

Odrediti najéescée godiSnje doba dijagnoze novootkrivenog ITP-a.
Utvrditi koji nacini lijeCenja su se provodili u bolesnika s novootkrivenim ITP-

om.
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Hipoteze ovog istrazivanja su sljedece:

. Vecina bolesnika s novootkrivenim ITP-om ima hipovitaminozu D.

Bolesnici zenskog spola imaju nizu srednju vrijednost razine 25(OH)D i visu
srednju vrijednost ocjene SMOG sustava bodovanja krvarenja.

Bolesnici s nizom razinom 25(OH)D u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a
imaju tezu klini¢ku sliku odredenu koristenjem SMOG i IBLS sustava bodovanja
Krvarenja.

Bolesnici s nizom razinom 25(OH)D u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a
Imaju nize vrijednosti broja trombocita u perifernoj krvi.

. Postoji negativna korelacija izmedu razine 25(OH)D i dobi bolesnika u vrijeme
dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Postoji pozitivna korelacija izmedu dobi bolesnika i vrijednosti ocjene SMOG
sustava bodovanja krvarenja u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

. Postoji negativna korelacija izmedu razine 25(OH)D i z vrijednosti ITM-a u
bolesnika s novootkrivenim ITP-om.

Novootkrivena ITP se najéesce dijagnosticira tijekom zime.
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3.

ISPITANICI | POSTUPCI
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3.1. Ustroj istrazivanja

Istrazivanje je s obzirom na pristup opisno. Glede nacina dobivanja podataka rijec je o
primarnom istrazivanju, dok je vremenska orijentacija prospektivna. Specifi¢ni ustroj koji ¢e
se koristiti je presjecno istrazivanje. IstraZivanje ¢e se provesti U Zavodu za hematologiju i
onkologiju Klinike za djecje bolesti Klinickog bolni¢kog centra Split, Zavodu za hematologiju,
onkologiju i klini¢ku genetiku Klinike za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Rijeka i u
njihovim akreditiranim laboratorijima. U istrazivanju sudjeluju lije¢nici opée medicine,
specijalisti pedijatri i magistri medicinske biokemije. Koordinator istrazivanja je mentor izrade

doktorskog rada.

3.2. Ispitanici

Ispitanici su bolesnici hospitalizirani zbog novootkrivene ITP u Zavod za hematologiju i
onkologiju Klinike za dje¢je bolesti Klini¢kog bolni¢kog centra Split u razdoblju od 1. sije¢nja
2014. do 31. prosinca 2020. te u Zavod za hematologiju, onkologiju i klinicku genetiku Klinike
za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Rijeka u razdoblju od 1. sijecnja 2017. do 31.
prosinca 2020.

Kiriteriji za ukljucivanje u studiju su: dob izmedu 0 1 18 godina, ITP dijagnosticirana
klini¢kim pregledom i laboratorijskom dijagnostickom obradom (broj trombocita u perifernoj
krvi <100 x 10%L). Iz istrazivanja smo isklju¢ili bolesnike kojima roditelji nisu pristali na
sudjelovanje u istrazivanju te nisu potpisali obrazac informiranog pristanka, bolesnike u kojih
nedostaje dio medicinske dokumentacije, bolesnike koji su primili krvne pripravke u razdoblju
od mjesec dana prije postavljanja dijagnoze ITP kao i one bolesnike koji boluju od sekundarne

trombocitopenije koja je posljedica druge dijagnosticirane akutne ili kroni¢ne bolesti.

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Klini¢kog bolni¢kog centra Split (08.03.2016.
Klasa: 500-03/17-01/77, Ur.br.: 2181-147-01/06/M.S-17-2) te Eticko povjerenstvo Klini¢kog
bolnickog centra Rijeka (Klasa: 003-05/18-1/103, Ur.br.:2170-2902/1-18-2. Roditelji svih
ispitanika potpisali su Obrazac informiranog pristanka.

29



3.3. Postupci

Za svakog ispitanika odredeni su sljedec¢i parametri: razina 25(OH)D, broj trombocita u
perifernoj krvi, tezina klini¢ke slike utvrdena koriStenjem SMOG i IBLS sustava bodovanja
krvarenja, ITM sa z vrijednosti. Takoder su se prikupili podatci o bolesnikovoj dobi, spolu,
mjestu i datumu lije¢enja na dan dijagnoze ITP. Navedeno se prikupljalo temeljem dostupne
medicinske dokumentacije. Prema datumu dijagnoze ITP-a odredivali smo godisnje doba
dijagnoze: proljece (21. ozujka - 21. lipnja), ljeto (21. lipnja - 23. rujna), jesen (23. rujna - 21.

prosinca) i zima (21. prosinca - 21. ozujka).

Periferna venska krv bolesnika uzorkovala se u standardni BD Vacutainer® SSTII
Advance (BD, Plymouth, UK) spremnik te je radi daljnje analize poslana u akreditirani Zavod
za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Split 1 Klinickog
bolnickog centra Rijeka. Razina 25(OH)D u serumu je analizirana koriste¢i komercijalno
dostupni Elecsys Vitamin D ukupni test s Cobase601 analizatorom (Roche Diagnostics
International Ltd., Rotkreuz, Svicarska). Ovaj test mjeri razinu 25(OH)D koristeéi
kompetitivnu tehniku vezanja elektrokemiluminiscencije. Raspon detekcije testa iznosi 7,5-
175 nmol/L 25(OH)D, a osjetljivost testa je 5 nmol 25(OH)D. Metoda je standardizirana na
temelju medunarodnih standarda. Dostatna razina 25(OH)D u djece je >75 nmol/L, dok se sve
ispod te razine smatra hipovitaminozom D (50, 52). Ako je razina 25(OH)D izmedu 50 i 75
nmol/L smatra se insuficijencijom VD, dok se razine 25(OH)D manje od 50 nmol/L smatraju

deficijencijom VD.

U trenutku postavljanja dijagnoze ITP bolesnici su klini¢ki pregledani te je odredena
tezina klinicke slike koriStenjem sustava bodovanja krvarenja u skladu sa smjernicama
medunarodne ITP radne skupine (IWG) za SMOG sustav bodovanja (25) te smjernicama Page
i Psaile za IBLS sustav bodovanja (24).

SMOG sustav bodovanja krvarenja je sustav koji kategorizira krvarenje u bolesnika s ITP-
om. Ocjena krvarenja prema SMOG sustavu izraCunava Se na ovaj nacin: krvarenja su
grupirana u 3 glavna dijela: koza (S-skin), sluznice (M-mucous membranes), organi (O-organs)
s ocjenjivanjem intenziteta krvarenja (G-gradation). Ocjene se dodjeljuju u vrijeme pregleda,
a u rasponu su od 0 do 3 ili 4 (s ocjenom 5 za fatalno krvarenje). Za sluznice (na primjer
epistaksa) i za organe (osim intrakranijsko i intraokularnog krvarenja) daju se ocjene od 0 do
4. Za ostala mjesta krvarenja (kozu) daju se ocjene od 0 do 3. U slu¢aju da bolesnik navodi

krvarenje, ali za to nema dokaza u medicinskoj dokumentaciji, daje se ocjena 1. Unutar svakog
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dijela daje se ista ocjena za krvarenja sa sliénim klinickim utjecajem. Za to¢nu procjenu
krvarenja u svakom dijelu koristi se tablica S1 (dostupna u Dodatku), kao i slikovne upute
dostupne na sluzbenoj internetskoj stranici IWG-a (http://itpbat.fondazioneematologia.it/)(25).
Naprimjer, ako je ocjena za dio koze 2, sluznica i organa 1 onda je kona¢na ocjena S2M101.
Bodovanje se takoder moze koristiti i kao zbroj spomenutih dijelova SMOG sustava kako bi
se dobila ukupna broj¢ana ocjena. Visa SMOG ocjena predstavlja teZe krvarenje. Za statistiCku
analizu u ovoj studiji koristili smo SMOG ukupnu ocjenu kao i pojedinacne ocjene krvarenja

po dijelovima (koza, sluznice i organi) (25).

U IBLS sustavu bodovanja krvarenja dodjeljuju se ocjene od 0-2 za 9 pojedinih
anatomskih mjesta (koza, usta, epistaksa, gastrointestinalno, urinarno, ginekolosko,

pulmonalno, intrakranijsko, subkonjuktivalno) (24).

Svim ispitanicima izvrSena Su i antropometrijska mjerenja. Tjelesna masa i visina
izmjereni su na standardiziranim bazdarenim visinomjerom i vagom (Seca, Hamburg,
Njemacka). Djeca su mjerena bez cipela, u donjem rublju. Mjerilo se tri puta, pri ¢emu bi se
uzimala srednja sredina izmjerenih vrijednosti. Indeks tjelesne mase izracunat je kao tjelesna
masa (kg) podijeljena s kvadratom tjelesne visine (m?). Kod pedijatrijske populacije procjena
uhranjenosti se odreduje prema prilagodenim centilnim krivuljama ITM-a za dob i spol, a iz
kojih se izracunava standardna devijacija te se vrijednost prikazuje u obliku z vrijednosti (engl.

Z score).

3.4. Materijali

Za uzorkovanje periferne krvi koristio se spremnik BD Vacutainer® SSTII Advance (BD,
Plymouth, UK). Pri odredivanju razine 25(OH)D u perifernoj krvi koristio se Elecsys®
Vitamin D ukupni test s analizatorom Cobas e601 (Roche Diagnostics International Ltd.,

Rotkreuz, Svicarska).

Za kvantificiranje tezine klinicke slike ITP-a odnosno tezine krvarenja koristili su se
SMOG sustav bodovanja krvarenja (25) i IBLS sustav bodovanja (24). Iz medicinske
dokumentacije izvukli su se sljedec¢i podatci bolesnika: dob, spol, datum i mjesto lijeCenja

novodijagnosticirane ITP, tjelesna visina i tjelesna masa.
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Pretilost je definirana kao ITM z vrijednost >2 prilagodena za dob i spol, a izraunata je
za sve ispitanike prema centilnim krivuljama Svjetske zdravstvene organizacije pomocu

softvera AnthroPlus (WHO, Zeneva, Svicarska) (119-121).
3.5. Statisticki postupci
3.5.1. Racunanje minimalne veli¢ine uzorka

Za potvrdu hipoteze povezanosti 25(OH)D i tezine klini¢ke slike ITP-a koriSteni su
neobjavljeni i objavljeni podatci iz pilot studije Culi¢ i suradnika kako bi se izradunala
minimalna veli¢ina uzorka (122). U toj pilot studiji ukljucen je 21 ispitanik. Za modeliranje
korelacije izmedu 25(OH)D i SMOG ocjene koristio se linearni model i Demingova
metodologija (123). Na temelju podataka iz pilot studije ¢ak i s 21 ispitanikom postigao se
statisticki relevantan nagib korelacijskog modela (-0.06, 95%CI (-0.22,-0.05)). U konacnici se
u studiju ukljuéilo 60 bolesnika, te je naknadno uraden izracun post hoc snage studije za glavnu
hipotezu (povezanost 25(OH)D i SMOG ocjene). Tako da je snaga studije u konacnici iznosila

98% uz velic¢inu pogreske tipa jedan od 5%.
3.5.2. Statisticki testovi koji se koriste u istrazivanju

Ovisno o distribuciji, deskriptivni podatci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija, te minimum i maksimum. Kako bi prikazali korelaciju izmedu SMOG ocjene i
razine 25(OH)D Kkoristili smo Spearmanov koeficijent korelacije, a daljnji odnos izmedu
doti¢nih varijabli opisali linearnim modelom korelacije (F test). Iste tehnike smo Koristiti i za
korelaciju izmedu IBLS ocjene 1 razine 25(OH)D kao 1 broja trombocita i razine 25(OH)D.
Nadalje, odnos izmedu pojedinih dijelova SMOG ocjene i razine 25(OH)D testirali smo testom
linearnog trenda ili t testom. Za analizu odnosa 25(OH)D i z vrijednosti ITM-a koristili smo
Spearmanov koeficijent korelacije i linearni model pri opisu korelacije. Kod analize odnosa
SMOG ocjene i spola koristili smo Mann-Whitneyev test, a kod analize odnosa 25(OH)D i
spola t test. Za analizu odnosa SMOG ocjene i dobi bolesnika koristili smo linearni model pri
opisu korelacije i Spearmanov koeficijent korelacije, a za analizu odnosa 25(OH)D i dobi
koristili smo Pearsonov koeficijent korelacije i linearni model pri opisu korelacije. Statisticku
analizu smo ucinili s GraphPad softverom (La Jolla, California USA), dok smo razinu
znacajnosti (p vrijednost) postavili na 0.05 uz interval pouzdanosti (engl. confidence interval -
Cl) od 95%. Kao statisticke mjere dokaza koristili smo 95% interval pouzdanosti, p vrijednosti,
te koeficijente korelacije (r) i determinacije (R?). Razina znacajnosti §to se tice p vrijednosti je

postavljena na 5%.
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4. REZULTATI
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Za vrijeme trajanja istrazivanja, u ukupno 83 bolesnika postavljena je sumnja na imunu
trombocitopeniju zbog postojanja klini¢kih znakova ITP. Od toga 63 je lije¢eno u Klinickom
bolnickom centru Split, a 20 u Klinickom bolnickom centru Rijeka. Od ukupnog broja
bolesnika iz istrazivanja su isklju¢ena 23 bolesnika (27.7%), a zbog: postavljene dijagnoze
kroni¢ne trombocitopenije (N=12), dijagnoze sekundarne trombocitopenije nastale kao dio
potvrdene druge akutne ili kroni¢ne bolesti (N=3) i nedostatka podataka (N=8). Ukupno 60
bolesnika (72.2%) ukljuéeno je u istrazivanje. Hodogram ukljucivanja bolesnika u istrazivanje
je prikazan u slici 5.

Bolesnici sa klinickim
znakovima ITP-a

(N=83)

Nedostatak

Kronicna ITP (N=12) g

Sekundarna ITP 1 Kriteriji iskljucivanja
(N=3)

podataka (N=8)

Bolesnici ukljuceni u

istrazivanje (N=60)

Slika 5. Hodogram ukljucivanja ispitanika u istrazivanje.

Medu ispitanicima bilo je 29 bolesnika muskog spola (48.3%) i 31 bolesnik Zenskog spola
(51.7%). Insuficijencija VD je pronadena u 24 bolesnika (40%), deficijencija VD u 14
bolesnika (23.3%), a 22 bolesnika (36.7%) imala dostatne razine 25(OH)D u vrijeme dijagnoze
novootkrivenog ITP-a.

Detaljni podatci o dobi, broju trombocita, razini 25(OH)D, ITM-u, ITM z vrijednosti,
SMOG i IBLS ocjeni u ispitanika su prikazani u Tablici 2.
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Tablica 2. Podatci o dobi, razini 25(OH)D, broju trombocita, ITM-u, ITM z vrijednosti,
te IBLS i SMOG ocjeni u bolesnika s novootkrivenom ITP (N=60).

Svi bolesnici Dostatna Hipovitaminoza D
(N=60) razina (N=38)
25(0OH)D
(N=22)
Srednja vrijednost = SD
(Min-Max)

Dob u vrijeme 5749 3,3+3,7 7,1+5
dijagnoze, godine (0,2-17,5) (0,2-13,1) (0,8-17,5)
25(OH)D, nmol/I 66 + 24 92 + 14 52 + 14

(13,9-125,1)  (75,4-125,1) (13,9-74,2)
Trombociti, x109/L 94+838 7,2%6,6 10+9,8

(1-39) (2-30) (1-39)
IBLS? 46+1,8 40x+18 4917

(1-9) (1-9) (1-9)
SMOGP 41+14 33+13 45+14

(2-7) (2-6) 3-7)
ITME, kg/m? 16+2,1 16+1,3 17+£24

(14,1-23,7) (14,2-18,9) (14,1-23,7)
ITM z vrijednost 0,09+1,01 -0,02+1,0 0,16+1,0

(-3,0-1,6) (-2,3-1,6) (-3,0-1,63)

4IBLS — Immune thrombocytopenia Bleeding Scale sustav za bodovanje krvarenja (24);

bSMOG — Skin-Mucose-Organ-Gradation sustav za bodovanje krvarenja (25); $ITM — Indeks

tjelesne mase; SD — standardna devijacija; Min — minimum; Max - maksimum.

Analizom datuma prijema na bolnicko lijeenje, utvrdeno je da je najmanje bolesnika s

ITP-om dijagnosticirano za vrijeme ljeta (N=9, 15%), dok je najvise bolesnika dijagnosticirano

tijekom zime (N=19, 31.7%). U proljece je dijagnosticirano 18 bolesnika (30%), dok ih je u

jesen dijagnosticirano 14 (23.3%).
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Medu ispitanicima, 30% bolesnika (N=18) imalo je teZe krvarenje iz sluznica ili teze
organsko krvarenje (u SMOG ocjeni M ili O vrijednost >2) u trenutku dijagnosticiranja ITP-a.
Od tih 18 bolesnika, 10 je imalo krvarenje samo iz sluznica, 5 organsko krvarenje, dok su 3

bolesnika imala oba krvarenja. Nije bilo sluc¢ajeva intrakranijskog krvarenja.

Od ukupnog broja bolesnika s novodijagnosticiranom ITP, 26 bolesnika (43.3%) lije¢eno
je ,,watch and wait* pristupom. IVIG je bio je najc¢es¢i tip farmakoloskog lijeCenja. Samo njime
je lijeGeno ukupno 26 bolesnika (43.3%), a u 6 bolesnika (10%) kombiniran je s

kortikosteroidima. Iskljucivo kortikosteroidima lijecena su 2 bolesnika (3.3%).

Zbog moguce pristranosti u regrutaciji izmedu dva centra u kojima se odvijala studija,
usporedili smo sljedece varijable izmedu centara: koncentracija vitamina D u krvi, SMOG
ocjena, IBLS ocjena, broj trombocita u krvi, ITM Z vrijednost te dob. Za ni jednu varijablu se
ne moze sa sigurnos$éu od 95% tvrditi da postoji razlika izmedu centara (Tablica S2 u Dodatku).
Nadalje za glavnu hipotezu (povezanost SMOG ocjene i razina vitamina D u krvi) su
usporedena dva modela, jedan koji za nezavisnu varijablu ima samo razinu vitamina D u krvi,
te drugi koji uz razinu vitamina D ima i kodiraju¢u varijablu za centar. Prvi model je 2.3 puta
vjerojatniji od drugog (razlika u Akaiake-jevom informacijskom kriteriju (AIC-u) je 1.676) s
obzirom na prikupljene podatke. Stoga u konacnici ne moZemo sa sigurnoscu tvrditi da ima

razlika izmedu pacijenata u oba centra (Tablica S3 u Dodatku).

4.1. Povezanost izmedu razine 25(OH)D i SMOG ocjene

Pronasli smo znac¢ajnu linearnu povezanost izmedu razine 25(OH)D 1 SMOG ocjene
(p=0,002, F test) sto znaci da bolesnici s nizom razinom 25(OH)D imaju vece vrijednosti
SMOG ocjene. Kako bi dodatno potvrdili da hipovitaminoza D inverzno korelira sa SMOG

ocjenom, usporedili smo razine 25(OH)D sa svakim pojedinim dijelom SMOG ocjene.

Analizirajuci tezinu Krvarenja u kozi (S dio SMOG ocjene) pronasli smo kako bolesnici s
nizim razinama 25(OH)D imaju teza krvarenja u kozi s razlikom srednjih vrijednosti od 26 +

5 nmol/L (p<0,0001, t test).
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Nije bilo znacajne povezanosti izmedu tezine krvarenja u sluznicama i razine 25(OH)D.

Pronasli smo znacajan negativni trend (p=0,01, test linearnog trenda) koji pokazuje da su ¢es$c¢a

teza organska krvarenja u bolesnika s nizim razinama 25(OH)D. Ovi rezultati detaljno se

prikazuju u slici 6.
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Slika 6. a) Graf linearne korelacije izmedu razine 25(OH)D i SMOG ocjene krvarenja.
Prosjeéni nagib (B1) je -0,027 (95% CI -0,04 do -0,007) s odsjeckom na ordinati (o) na 5,99
(95% C1 4,97 do 6.93). R2=0,21, p=0,0002, F test. b) Razlika izmedu srednjih vrijednosti razina
25(0OH)D kod dvije grupe bolesnika sa S2 i S3 krvarenjem u kozi izratunatim SMOG ocjenom
(t test, p<0,0001, razlika 26,67 nmol/L, 95% CI 14.88 do 38.46). c) Razdioba srednjih

vrijednosti razina 25(OH)D u grupama bolesnika s razli¢itim tezinama krvarenja u sluznicama

(prikazani SMOG ocjenom) koriste¢i test linearnog trenda nalazi se prosje¢an pad razine

25(0OH)D od 5.17 nmol/L (95% CI 1.29 do -11.64, p=0.12) s tezinom krvarenja. d) Razdioba

srednjih vrijednosti razine 25(OH)D u grupama bolesnika s razli¢itim tezinama krvarenja u
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organima (prikazani SMOG ocjenom) koriste¢i test linearnog trenda nalazi se prosje¢an pad
razine 25(OH)D od 10,19 nmol/L (95% CI -1,83 do -18,54, p=0,017) s porastom ocjene.
*p<0,05, **p<0,01.

U konac¢nici, posto je SMOG ocjena diskretna varijabla, koriste¢i Spearmanovu korelaciju,

takoder smo pronasli statisticki znacajnu povezanost izmedu razine 25(OH)D i SMOG ocjene

(p=0,0006, Spearman r=-0,43).

4.2. Povezanost izmedu razine 25(OH)D i IBLS ocjene

Opisujuci odnos razine 25(OH)D i IBLS ocjene krvarenja linearnom korelacijom, pronasli
smo statisticki znacajnu negativnu korelaciju dvije varijable (p=0,048, F test) (Slika 7).
Koriste¢i Spearmanovu korelaciju dobili smo rezultat koji je na granici statisticke znacajnosti

(Spearman r=-0,24, p=0,058).
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Slika 7. Graf linearne korelacije izmedu razine 25(OH)D i IBLS ocjene krvarenja.
Prosje¢ni nagib (B1) je -0,02 (95% CI -0,03 i -9,88x107) s odsje¢kom na ordinati (fo) od 5,92,
dok je 95% CI za odsjecak na ordinati 4,46 do 7,29. R2=0,086, p=0,048, F test.

4.3. Povezanost izmedu razine 25(OH)D i broja trombocita

Nije nadena znacajna linearna korelacija izmedu razine 25(OH)D i broja trombocita u
ispitanika (R?=0,0001, p=0,87, F test) niti koriitenjem Pearsonovog koeficijenta korelacije (r=-
0,18, p=0,172)(Slika 8).
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Slika 8. Graf linearne korelacije izmedu razine 25(OH)D i broja trombocita. Prosje¢ni

nagib (B1) je -0.0003 (95% CI -0,0049 do 0,0042) s odsjetkom na ordinati (Bo) na 0,81 (95%
C10,49 do 1,14). R%=0,0001, p=0,87, F test.

4.4. Povezanost spola i dobi bolesnika s razinom 25(OH)D i SMOG ocjenom

Pronasli smo linearni odnos izmedu dobi bolesnika i vrijednosti SMOG ocjene (Slika 9).
Isto se dobije i Spearmanovom korelacijom (r=0,38, p=0,002), sto znaci da stariji bolesnici

imaju vise vrijednosti SMOG ocjene.
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Slika 9. Graf linearne korelacije izmedu dobi bolesnika i SMOG ocjene. Prosje¢ni nagib
(B1) je 0,017 (95% C10,0001 do 0,02 s odsjetkom na ordinati (Bo) 3,54 (95% CI 2,98 do 4,11).
R?=0,08, p=0,02, F test.

Pronaden je linearni odnos izmedu dobi bolesnika i razina 25(OH)D (Slika 10).
Pearsonova korelacija (r=-0,39, p=0,001) ukazuje takoder na isti odnos, $to znaci da stariji

bolesnici imaju nize razine 25(OH)D.
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Slika 10. Graf linearne korelacije izmedu dobi bolesnika i razine 25(OH)D. Prosje¢ni
nagib (B1) je -0,15 (95% CI -0,24 i -0,05) s odsje¢kom na ordinati (o) od 77,41 (95% CI 68,8
do 86,2). R?=0,15, p=0,001, F test.

Nismo pronasli razlike u vrijednosti SMOG ocjene izmedu spolova (iste srednje
vrijednosti SMOG ocjene za oba spola, Mann Whitney test p=0,28), kao ni znac¢ajne razlike u
razini 25(OH)D izmedu spolova (razlika srednjih vrijednosti razina 25(OH)D izmedu muskog
i Zenskog spola bila je 7,14+6,1, p=0,24, t test)(Slika 11).

40



a) 150~ 8+
~ ° EEEE
= ° ol 6- o000 [
£ 1004 ¢ -
[ ] ° [ ]| u | ] 0) 0000 ]
5 | [ ] o
a e : coe nmgl S 47 00000000 -
% 504 ° ! : oo HH L [ n 000000000 IR
n u 2- YY) n
Q H N
[
0 1 T 0 T T
muski zenski muski zenski

Slika 11. a) Povezanost spola s razinom 25(0OH)D. Razlika srednjih vrijednosti razina
25(0OH)D izmedu muskog i zenskog spola bila je 7,14+6,1 (t test, p=0,24, 95% CI -19,36 do
5,062). b) Povezanost spola sa SMOG ocjenom. Razlika srednjih vrijednosti SMOG izmedu
dva spola 0 (Mann Whitney test, p=0,28).

4.5. Povezanost izmedu razine 25(OH)D i z vrijednosti indeksa tjelesne mase

Analizom povezanosti z vrijednosti ITM-a i razine 25(OH)D, nismo pronasli statisticki
znacajnu linearnu povezanost (p=0,197, F test) (Slika 12) niti Spearmanovim koeficijentom

korelacije (p=0,2).
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Slika 12. Graf linearne korelacije izmedu z vrijednosti indeksa tjelesne mase i razine
25(0OH)D. Prosje¢ni nagib (B1) je 0 s odsjeckom na ordinati (Bo) od 0,09 (95% CI izmedu -0,17
i 0,035), R?=0, p=0,197, F test.
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5. RASPRAVA
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Ovim istrazivanjem dobiveno je viSe znaajnih rezultata. Kao prvo, bolesnici s nizim
razinama 25(OH)D imaju teza krvarenja u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a, a §to je
utvrdeno koriStenjem SMOG sustava bodovanja krvarenja. To potvrduje hipotezu kako
pedijatrijski bolesnici s nizim razinama 25(OH)D imaju teza krvarenja u sklopu ITP-a. Nadalje,
rezultati su pokazali kako vecina bolesnika s novodijagnosticiranim ITP-om ima
hipovitaminozu D. Nismo pronasli korelaciju izmedu razine 25(OH)D i broja trombocita u

vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

5.1. Demografija i klini¢ka slika ITP-a

Ispitanici u ovom istrazivanju sli¢ni su i usporedivi s bolesnicima u drugim pedijatrijskim
studijama o ITP-u (2, 124, 125). Prosjec¢na dob bolesnika s novootkrivenom ITP u naSoj studiji
bila je 5,7 £ 4,9 godine, §to je slicno drugim studijama gdje je dob bila izmedu 4,9 i 6,1 godina.
Prosjeéni broj trombocita pri postavljanju dijagnoze ITP u nasoj studiji (9,4 + 8,8 x 10%/L)
takoder je sli¢an rezultatima u literaturi (5,0-11,5 x 10%/L), kao i omjer muskog i Zenskog spola
(124, 125). Temeljem tih podataka mozemo zakljuciti da imamo kvalitetan uzorak, usporediv

s ostalim pedijatrijskim istrazivanjima o ITP-u.

Teska krvarenja utvrdena su u 30% bolesnika (N=18), $to je nesto visa ucestalost tezih
krvarenja u usporedbi s rezultatima sustavnog pregleda gdje su djeca imala teSka krvarenja u
20% sluéajeva. Autori tog sustavnog pregleda navode kako inae postoje velike razlike u
ucestalosti teskih krvarenja izmedu studija. To objaSnjavaju ¢injenicom da autori koriste
razliite sustave bodovanja krvarenja ¢ime razliCito definiraju teska krvarenja, osim za
intrakranijsko krvarenje za koje su kriteriji jedinstveni (126). U naSem istrazivanju nije bilo
bolesnika s intrakranijskim krvarenjem koje je najteza i relativno rijetka komplikacija ITP-a, a
javlja se u 0.4% djece (126).

Donedavno glavni pokazatelj tezine ITP-a bio je broj trombocita. Medutim, zaklju¢eno je
da je klinicka slika, koju izrazavamo primarno kroz epizode krvarenja, bitnija u procjeni tezine
ITP-a (21, 127). Stoga, dijagnoza teskog ITP-a postavlja se onda kada bolesnici imaju klinicki
znacajno Krvarenje i zahtijevaju dodatnu terapijsku intervenciju ili promjenu trenutne terapije
ITP-a (127).

U nedavnim studijama takoder se naglasava problem kvantifikacije, odnosno objektivne

procjene tezine krvarenja u ITP-u. Iako postoji vise sustava procjene tezine krvarenja, nijedan
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nije Siroko prihvacen (126, 128). U nasoj studiji koristili smo dva novija sustava procjene tezine
krvarenja (SMOG i IBLS) koji su se dokazali kao korisni sustavi u odredivanju tezine krvarenja
(126, 128, 129). Smatramo da je potreban standardni, ujednaceni visokokvalitetni sustav za
procjenu tezine krvarenja kako bi se kvalitetno i sto objektivnije odredile tezine klinicke slike
u ITP-u. Koristenjem razli¢itih sustava krvarenja mogu se stvoriti razlike u procjenama
klini¢kih stanja bolesnika, utvrditi razli¢ita ucestalost teSkih krvarenja, a $to moze utjecati i na
razliciti pristup lijeCenju ITP bolesnika u razli¢itim klinickim centrima. Takoder, kada bi
postojao jedinstveni sustav bodovanja krvarenja u ITP-u onda bi rezultati razli¢itih studija bili
usporedivi i ponovljivi, te iskoristiviji za metaanalize i sustavne preglede. U konacnici bi to

imalo 1 pozitivan uc¢inak na klinicku praksu.

5.2. Razina 25(OH)D i ucestalost hipovitaminoze D

U nasoj studiji srednja vrijednost razine 25(OH) u ispitanika bila je 66 £ 24 nmol/L, a §to
se smatra hipovitaminozom D (50, 52, 130). lako nedostatak vitamina D predstavlja globalni
problem, posebno u djece, postoji tek manji broj studija iz podru¢ja jugoistocne Europe o ovoj
problematici. Karin 1 sur. pronasli su kako predskolska djeca imaju visoku ucestalost
hipovitaminoze D, s razinama 25(OH)D <50 nmol/L u ¢ak vise od 50% djece (131). Simunovié
i sur. su takoder pronasli niske razine 25(OH)D u djece, a posebno u pretile djece s

metaboli¢kim sindromom (96).

Zabrinjavajuca je ¢injenica 0 visokoj prevalenciji hipovitaminoze D utvrdenoj u tri studije
na djeci iz obalne Hrvatske, obzirom da je poznato da je osnovni nacin stvaranja VD u kozi
pod utjecajem UV zraéenja. U literaturi moze se na¢i da u razvijenim zemljama i zemljama u
razvoju postoji negativni trend izlozenosti sunéevom svjetlu, kao i ucestalo koristenje
proizvoda za zastitu od sunca. Prema literaturi, ovaj trend izbjegavanja izlozenosti suné¢evom
svjetlu poceo je oko 2000. godine. Stanovnici Sjedinjenih Americkih Drzava (SAD) imali su
nize prosje¢ne vrijednosti razine VVD-a u razdoblju od 2000. do 2004., usporedujuci ih s
razdobljem izmedu 1988. i 1994. (132). Osnovnim uzrocima te razlike smatra se pretjerano
koriStenje proizvoda za zaStitu od sunca, izbjegavanje sunca kao i ucestalo nosenje odjece s
dugim rukavima kod izlaska na sunce. Ti trendovi mogu se naci i u zemljama koje imaju visok
broj suncanih dana kroz godinu (132-135). Stoga, moguce je da se sli¢an trend vjerojatno

pojavljuje i u Hrvatskoj.
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U nasih bolesnika ITP se najéeSc¢e dijagnosticirao tijekom zime i proljeca, a najrjede ljeti.
To je sukladno s istrazivanjima drugih autora koji su pokazali visu prevalenciju hipovitaminoze
D tijekom zime i proljeca (136-138). S obzirom na to da je razina VVD-a u tijelu prvenstveno
ovisna o koli¢ini izlozenosti suncu, odnosno UVB zracenju, za ocekivati je da je
hipovitaminoza D najucestalija u zimskim i ranim proljetnim mjesecima kada su zalihe VD-a
u tijelu potrosene. Koli¢ina VD-a proizvedena i pohranjena od svibnja do rujna nije dovoljno
jamstvo optimalne razine VD-a tijekom preostalih mjeseci u godini, osobito u prisutnosti
¢imbenika koji ograni¢avaju izlozenost suncu ljeti. Uzimajué¢i u obzir povezanost
hipovitaminoze D s autoimunim bolestima, mozemo pretpostaviti kako su ucestalost i vrijeme
manifestacije ITP-a, kao i drugih autoimunih bolesti, vjerojatno indirektno povezani s

mjesecima kada je izlozenost suncu najmanja.

5.3. Povezanost izmedu hipovitaminoze D i ITP-a

U naSoj studiji srednja vrijednost razine 25(OH)D bila je nesto viSa nego u drugim
studijama o ITP-u. Liu i sur. utvrdili su srednju vrijednost razine 25(OH)D od 43+13 nmol/L
u odraslih bolesnika s ITP-om, dok su Yesil i sur. nasli srednju vrijednost razine 25(OH)D od
47+21 nmol/L u djece s ITP-om (139, 140). Ta se razlika moZe objasniti razli¢itim geografskim
podrijetlom bolesnika ukljuc¢enih u studiju. Nasi ispitanici dolaze iz priobalne Hrvatske, regije
s visokom ucestalosti suncanih dana u godini (141) i zbog toga vjerojatno imaju vise srednje
vrijednosti razine 25(0OH)D. U istrazivanju Culié¢ i sur., u kojem su ukljuceni bolesnici iz sli¢ne
geografske regije, pronadene su srednje vrijednosti razine 25(OH)D u bolesnika s akutnim ITP-
om (59426 nmol/L) slicne nasim rezultatima, dok su u bolesnika s kroni¢nim ITP-om

pronadene vrlo niske srednje vrijednosti razine 25(OH)D (3520 nmol/L) (122).

Sli¢no kao i u nasoj studiji, u literaturi je visoka ucestalost hipovitaminoze D (do 80%)
nadena u djece s ITP-om (142). Autori koji su istrazivali odrasle bolesnike s autoimunim
citopenijama ukljucujuci ITP, smatraju da VD utjece na imunoloski sustav tako da poti¢e Thl
imunoloski odgovor i time smanjuje Vjerojatnost za razvijanje autoimunih citopenija
ukljucujuéi ITP (118).

Prema nasim saznanjima nema puno studija koje povezuju ITP s hipovitaminozom D.
Medutim, postoji puno studija koje povezuju hipovitaminozu D s drugim autoimunim
bolestima time potvrdujuci imunomodulatorni utjecaj VD-a. Visoka ucestalost hipovitaminoze

D je pronadena u bolesnika sa secernom bolesti tipa I (100), autoimunim bolestima $titnjace
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(104, 143), multiplom sklerozom (144), sistemskim eritematoznim lupusom (145, 146),
reumatskim artritisom (147-149) i Crohnovom bolesti (150). U studiji Skaabya i sur. (151)
pronadena je inverzna povezanost izmedu razine VD-a i razvoja autoimunih bolesti. Bizzaro i
sur. (130) su takoder potvrdili kako su razine 25(OH)D i polimorfizam VDR-a povezani s
raznim autoimunim bolestima. Kako je ITP autoimuna bolest sa sli¢nim patofizioloSkim
mehanizmom, moZemo pretpostaviti da postoji ista ili sli¢cna povezanost VD-a i ITP-a kao i u

gore navedenim slucajevima.

Neki su autori napravili i korak naprijed te su primjenjivali VD kao terapiju za autoimune
bolesti kao reumatski artritis (152) i psorijati¢ni artritis (153) s obecavaju¢im rezultatima.
Andelkovi¢ i sur. su bolesnicima s aktivnim reumatskim artritisom, uz njihovu osnovnu
terapiju, dodali alfakalcidiol koji je aktivni metabolit vitamina D3. Aktivnost bolesti se
smanjila u 89% njihovih bolesnika (152). U drugoj studiji, autori su bolesnicima s aktivnim
psorijatiénim artritisom zapoceti terapiju s 1,25(OH)2D kroz razdoblje od 6 mjeseci. Dobili su

poboljsanje klini¢kog stanja u 75% svojih bolesnika (153).

Vezano s ITP-om, Bockow i Kaplan opisali su dva sluc¢aja ITP-a refraktorna na standardno
lije¢enje koje su uspjesno lijecili visokim dozama VD-a i hidroksiklorokina. U prvog bolesnika
doslo je do porasta broja trombocita nakon zapocinjanja terapije s 50,000 IU VD-a tjedno uz
hidroksiklorokin. Kada je terapija VD-om prekinuta, broj trombocita je pao da bi se nakon
ponovnog ukljuéivanja VD-a ponovno normalizirao. Bolesnik je cijelo vrijeme primao
hidroksiklorokin. Drugi bolesnik imao je niske vrijednosti razine VD-a u vrijeme postavljanja
dijagnoze ITP-a. Takoder mu se poboljsao broj trombocita nakon zapocinjanja terapije istim

dozama VD-a (154).

U nekoliko studija gdje se primjenjivala terapija s VD-om, donja granica razine 25(OH)D
pri kojoj se zapocinjala terapija bila je 50 nmol/L (100, 104) ili 75 nmol/L (154). Britansko
drustvo za hematologiju (engl. British Society for Haematology) preporucilo je nadoknadu VVD-

a u bolesnika s ITP-om kao prevenciju osteoporoze inducirane glukokortikoidima (155).

Na temelju nasih rezultata, smatramo da treba preporuciti nadoknadu VD-a u bolesnika s
novootkrivenim ITP-om koji imaju potvrdenu hipovitaminozu D. U djece mlade od 12 mjeseci
preporuka je zapoceti S 2000 IU VD dnevno, u djece izmedu 12 mjeseci i 12 godina s 3000-
6000 IU VD dnevno, a u djece starije od 12 godina s 6000 1U VD dnevno. Nadoknada VD-a
trebala bi trajati 90 dana (156).
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5.4. Povezanost izmedu razine 25(OH)D i klini¢ke prezentacije ITP-a

U ovoj studiji odredivali Smo broj trombocita u perifernoj krvi i dva sustava bodovanja
tezine krvarenja (IBLS i SMOG). Koriste¢i linearni model pri opisu korelacije i Spearmanov
koeficijent korelacije pronasli smo znacajnu negativnu korelaciju izmedu razine 25(OH)D i
SMOG ocjene. Pronasli smo negativnu korelaciju izmedu razine 25(OH)D i1 IBLS ocjene koja
je bila znacajna u linearnoj korelaciji, a grani¢no znacajna koriste¢i Spearmanov koeficijent
korelacije. Nije bilo znacajne korelacije izmedu razine 25(OH)D i broja trombocita kao tre¢eg
pokazatelja tezine klinicke slike ITP-a. Neki autori smatraju kako broj trombocita uopée nije
kvalitetan pokazatelj tezine klini¢ke slike ITP-a (127), Sto bi moglo djelomi¢no objasniti na$

rezultat.

Kako bi dalje istrazili povezanost izmedu SMOG ocjene i 25(OH)D, usporedili smo svaki
dio SMOG ocjene s razinom 25(OH)D, i pronasli da bolesnici s nizim razinama 25(OH)D
imaju teza krvarenja u kozi i organima. Po naSem misljenju, opis krvarenja u SMOG sustavu
vrlo je detaljan i s njim se moze dobiti to¢nija i objektivnija kona¢na ocjena tezine krvarenja.
Medutim, on oduzima previse vremena, a $to bi mogao biti problem u svakodnevnoj klini¢koj
praksi. Cinjenicu da smo dobili statisticki manje znacajan rezultat povezanosti izmedu
25(0OH)D i IBLS sustava, nego 25(OH)D i SMOG sustava mozemo objasniti razlikom u

kvaliteti dva sustava bodovanja, gdje je SMOG sustav precizniji.

Koliko nam je poznato, ne postoje studije koje povezuju razinu 25(OH)D i klini¢ku
prezentaciju ITP-a na na¢in kao u nasoj studiji. Fattizzo i sur. su u odraslih pronasli korelaciju
izmedu razine VD-a i tezine bolesti kod prvog nastupa autoimunih citopenija ukljuujuéi i ITP
(118), ali nisu koristili sustave bodovanja krvarenja kako bi procijenili tezinu klini¢ke slike
ITP-a. Neki su ranije spomenuti autori pronasli povezanost izmedu razine 25(OH)D i aktivnosti
ili tezine nekih drugih autoimunih bolesti (145, 148, 150). Temeljem tih rezultata i povezanosti
VD-a s incidencijom i aktivno$¢u autoimunih bolesti, VD je predloZzen kao moguca terapija
istih (145, 146, 157). Antico i sur. smatraju da bi VD u visokim dozama mogao utjecati na
razvoj i simptomatologiju autoimunih bolesti (99). Prema tome, neki od autora predlazu VD
kao novu terapijsku opciju za lijecenje ITP-a (118, 122, 140). Medutim, vecina autora smatra
kako je potrebno jos studija, posebno randomiziranih kKontroliranih klinickih pokusa, kako bi

se preciznije istrazio utjecaj VD-a na autoimune bolesti.
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5.5. Povezanost dobi bolesnika s razinom 25(OH)D i tezinom klini¢ke slike ITP-a

U naSem istrazivanju pronasli smo pozitivnu korelaciju izmedu dobi bolesnika i SMOG

ocjene. Nadena je negativna korelacija izmedu dobi bolesnika i razine 25(OH)D.

Dva pedijatrijska istrazivanja u Iranu pokazala su da su razine 25(OH)D negativno
povezane s dobi (158, 159), a sto je sukladno nasim rezultatima. Takoder, istrazivanje u
Turskoj pokazalo je veéu ucestalost manjka 25(OH)D u starije djece (138). Vise razine
25(OH)D u mlade djece moZemo objasniti ¢injenicom kako dojen¢ad i mlada djeca Cesto
dobivaju profilakticke doze VD-a. Mozemo pretpostaviti i da mlada djeca imaju vecu fizicku

aktivnost i viSe vremena provode vani te imaju zdraviju prehranu pod roditeljskim nadzorom.

U istrazivanju Tarantina i sur. uo¢eno je da su troskovi lije¢enja ITP-a u bolnicama u SAD-
u vedi u starije djece koja imaju veéu ucestalost teskih krvarenja (160). S obzirom na to da su
I nasi bolesnici starije dobi imali vise vrijednosti SMOG ocjene, odnosno teza krvarenja,

rezultati su nam sukladni s Tarantinovim istrazivanjem.

5.6. Povezanost izmedu razine 25(OH)D i z vrijednosti indeksa tjelesne mase

Sporedni cilj je bio prikazati povezanost razine 25(OH)D sa z vrijednosti ITM-a.
Linearnom korelacijom i neparametrijskom korelacijom nismo dobili statisticki znacajnu

povezanost izmedu njih.

Mehanizam utjecaja VD na pretilost nije u potpunosti razjaSnjen, ali smatra se da
pohranjeni vitamin D u masnom tkivu vjerojatno regulira upalni odgovor i ekspresiju gena koji
reguliraju adipogenezu 1 adipocitnu apoptozu. Takoder, VD utjeCe na lucenje leptina i
adiponektina te regulaciju metabolizma (92, 93). Povecanje broja masnih stanica negativno
utjeCe na pohranjivanje vitamina D u masnom tkivu, §to smanjuje biodostupnost vitamina D i

stvara “zacarani krug" uzajamnog djelovanja vitamina D i pretilosti (161, 162).

U literaturi, vise autora u SAD-u i Europi pronaslo je kako pretili bolesnici imaju veéu
udestalost hipovitaminoze D (162-164). Simunovi¢ i sur. su takoder pronasli visoku uéestalost
hipovitaminoze D u pretile djece, a radili su istrazivanje na uzorku bolesnika iz istog
geografskog podrucja kao i ovom istrazivanju (96). U naSoj studiji nismo dobili rezultate koji
su u skladu s rezultatima navedenih studija, a sto je vjerojatno posljedica razliitosti uzorka

ispitivane skupine.
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5.7. Ogranicenja i nedostaci studije

U ovoj studiji ukljucili smo bolesnike iz obalnog podrucja Hrvatske te stoga postoji
mogucnost pristranosti u odabiru ispitanika vezano za zemljopisno podrijetlo bolesnika.
Moguce je da bolesnici koji zive u juznoj Hrvatskoj imaju vecéu izlozenost suncu nego u drugim
geografskim regijama i time imaju veéu srednju razinu 25(OH)D nego bolesnici u drugim
studijama (141). Da bi provjerili postoji li razlika izmedu uzorka iz dva centra koji su ukljuc¢eni
u studiju (KBC Rijeka i KBC Split) ucinjena je usporedba sljedec¢ih varijabli po centrima:
koncentracija vitamina D u krvi, SMOG ocjena, IBLS ocjena, broj trombocita u krvi, Z zbroj
te dob. Za ni jednu varijablu se ne moze sa sigurnos¢u od 95% tvrditi da postoji razlika izmedu
centara (Tablica S2 u Dodatku). Nadalje za glavnu hipotezu (povezanost SMOG ocjene i razina
vitamina D u krvi) su usporedena dva modela, jedan koji za nezavisnu varijablu ima samo
razinu vitamina D u krvi, te drugi koji uz razinu vitamina D ima i kodiraju¢u varijablu za centar.
Prvi model je 2.3 puta vjerojatniji od drugog (razlika u AIC-u=1.676) s obzirom na prikupljene
podatke. Stoga u konac¢nici ne mozemo sa sigurnos$cu tvrditi da ima razlika izmedu ispitanika

u oba centra (Tablica S3 u Dodatku).

Drugo ograni¢enje studije mogla bi biti pristranost u prikupljanju podataka. SMOG i IBLS
ocjene krvarenja izraCunavaju Se temeljem smjernica koje ukljucuju klinicke znakove
krvarenja. Pedijatrijski hematolozi biljeze te znakove tijekom klini¢kog pregleda bolesnika.
Kako bolesnike pregledavaju razli¢iti hematolozi, postoji Sansa pristranosti u prikupljanju
podataka radi subjektivne interpretacije klini¢kih znakova krvarenja. Standardizacijom
klini¢kog pregleda i koriStenjem dostupnih uputa izraCunavanja ocjena krvarenja nastojala se
izbje¢i ova vrsta pristranosti. Primjer tablice koja se koristila u dodjeljivanju SMOG ocjene
prikazan je u Dodatku (Tablica S1).

Trece ogranicenje studije je Sirok raspon kronoloSke dobi 1 vremena dijagnoze ITP-a, a $to

moze biti temelj za buduc¢a multicentri¢na istrazivanja.

Kako bi se otklonili moguénost slu¢ajnog nalaza zbog male veli¢ine uzorka ucinili smo
izraCun post hoc snage studije. U konacnici se u studiju ukljucilo 60 bolesnika, te je naknadno
uradenim izracunom post hoc snage studije za glavnu hipotezu (povezanost 25(OH)D i SMOG
ocjene) dobijeno da je snaga studije u konacnici iznosila 98% uz veli¢inu pogreske tipa jedan

od 5%.
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6. ZAKLJUCCI
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10.
11.

sustavi

Hipovitaminoza D postoji u vecine bolesnika s novootkrivenim ITP-om.

Utvrdena je statisticki znaCajna negativna korelacija izmedu razine 25(OH)D i
vrijednosti SMOG ocjena u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu razine 25(OH)D i
vrijednosti IBLS ocjena u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Nije pronadena statisticki znacajna korelacija izmedu razine 25(OH)D i broja
trombocita u perifernoj krvi u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Utvrdena je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu razine 25(OH)D i dobi
bolesnika u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Utvrdena je statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija izmedu vrijednosti SMOG ocjene
i dobi bolesnika u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu razine 25(OH)D i spola bolesnika
u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu vrijednosti SMOG ocjene i spola
bolesnika u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu razina 25(OH)D i z vrijednosti
ITM-a u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a.

Novootkriveni ITP se najcesce dijagnosticira zimi, a najrjede ljeti.

Bolesnici s novootkrivenim ITP-om su najéesce lijeceni ,,watch and wait™ pristupom i
IVIG-om.

Hipovitaminoza D je ucestala u djece s autoimunim bolestima uklju¢ujué¢i ITP. Danas

je poznato da VD ima imunomodulatornu funkciju te da nedostatak istog moze biti jedan od
¢imbenika koji utjece na ucestalost kao i tezinu autoimunih bolesti. Hipovitaminoza D utjece
na tezinu klinicke slike ITP-a i moZe se smatrati ¢imbenikom rizika za tezu klini¢ku sliku ITP-
a. Stoga bi pedijatrijski hematolozi trebali razmotriti opciju odredivanja razine VD-a unutar
standardnog protokola dijagnosti¢ke obrade bolesnika koji boluju od ITP-a. U slucaju potvrde
hipovitaminoze D, nadomjesnu terapiju VD-om trebalo bi poceti §to ranije, ¢ime bi se moglo

utjecati na daljnji tijek lijeCenja ITP-a. Dodatno, rezultati ovog istrazivanje upucuju da se

bodovanja krvarenja u imunoj trombocitopeniji trebaju Koristiti kako bi se $to bolje

kvantificirala i objektivno procijenila tezina klinicke slike ITP-a koja je, za razliku od broja
trombocita, bitnija u prognozi bolesti.
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Zakljucno, potrebna su dodatna istrazivanja, posebno randomizirani kontrolirani klinic¢ki
pokusi, kako bi se u potpunosti razjasnila povezanost hipovitaminoze D s ucestalosti i

tezinom ITP-a, kao i s ostalim autoimunim bolestima.
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7. SAZETAK
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Imuna trombocitopenija (ITP) steCena je autoimuna bolest karakterizirana izoliranom
trombocitopenijom koju definiramo brojem trombocita u perifernoj krvi <100 x 10%L. ITP se
ocituje naglim razvojem krvarenja u prethodno zdravog djeteta. Promjene po kozi u vidu
petehija, hematoma i ekhimoza nalaze se u 60% djece, dok se krvarenja u sluznicama i

organima pojavljuju u 40% djece.

Vitamin D (VD) je prohormon koji se proizvodi iz 7-dehidrokolesterola pod utjecajem
ultraljubiCastog zracenja. Aktivni oblik VD-a regulira apsorpciju kalcija i fosfata iz crijeva,
mobilizaciju kalcija iz kostiju te reapsorpciju kalcija u bubrezima. U zadnjih nekoliko godina
posebno se istrazuje uloga VD-a u imunom i upalnom odgovoru. VD je regulator
hematopoetskog sustava, modulira aktivaciju i proliferaciju limfocita, poti¢e diferencijaciju
monocita te inhibira lu¢enje nekoliko citokina u T stanicama. Nadoknada VD-a poti¢e Thl
posredovani autoimuni odgovor, a nedostatak VVD-a usmjerava imuni odgovor prema gubitku
tolerancije. Pronadena je povezanost izmedu hipovitaminoze D i veée pojavnosti autoimunih

bolesti, medu kojima su i autoimune citopenije.

Cilj istrazivanja bio je pronaci poveznicu izmedu razine 25-hidroksivitamina D (25(OH)D)
1 tezine klinicke slike novootkrivenog ITP-a koriste¢i IBLS 1 SMOG sustave bodovanja
krvarenja. Takoder, analizirali smo i odnos izmedu razine 25(OH)D i broja trombocita u
vrijeme dijagnoze ITP-a. Analiziran je i odnos dobi i spola bolesnika s razinom 25(OH)D i
vrijednosti SMOG ocjene. Utjecaj tjelesne mase na razinu VD-a smo analizirali korelacijom

izmedu z vrijednosti indeksa tjelesne mase (ITM) 1 razine 25(OH)D.

Ispitanici su 60 pedijatrijskih bolesnika iz obalne Hrvatske s novodijagnosticiranim ITP-
om. Tezinu klini¢ke slike procijenili smo koristenjem IBLS i SMOG sustava bodovanja

krvarenja.

Pronasli smo statisticki znacajnu negativnu korelaciju izmedu razine 25(OH)D i SMOG
ocjene (p=0,002) kao i 25(OH)D i IBLS ocjene (p=0,048). Djeca s nizim razinama 25(OH)D
su imala vise vrijednosti SMOG 1 IBLS sustava bodovanja krvarenja, odnosno teza krvarenja
u vrijeme dijagnoze novootkrivenog ITP-a. Usporedujuci razinu 25(OH)D s djelovima SMOG
ocjene, nadeno je da bolesnici s nizim razinama 25(OH)D imaju teza krvarenja u kozi
(p<0,0001) i organima (p=0,01). Nismo pronasli povezanost izmedu razine 25(OH)D i broja
trombocita. Utvrdili smo statisticki znacajnu negativnu korelaciju izmedu razine 25(OH)D i

dobi bolesnika (p=0,001), kao i statisticki znac¢ajnu pozitivnu korelaciju izmedu vrijednosti
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SMOG ocjene i dobi bolesnika (p=0,02). Nije pronadena povezanost izmedu razine 25(OH)D
i z vrijednosti ITM-a.

Ova studija je pokazala da hipovitaminoza D utjeCe na tezinu klinicke slike
novootkrivenog ITP-a u djece. Stoga bi terapija s pripravkom VD-a mogla biti jedna od novih

terapijskih opcija za lije¢enje ITP-a, a za $to su potrebna daljnja istrazivanja.
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8. SUMMARY
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Immune thrombocytopenia (ITP) is an acquired autoimmune disorder characterized by
isolated thrombocytopenia defined as platelet count in peripheral blood <100 x 10%L. ITP
manifests with sudden purpura and hematoma in previously healthy children. Skin changes
such as petechiae and purpura can be found in 60% of children, whereas mucous membrane

and organ bleeding can be found in 40% of children.

Vitamin D (VD) is a pro-hormone produced from 7-dehydrocholesterol when being
exposed to radiation of ultraviolet light. The active form of VD affects the absorbance of
calcium and phosphate in the intestine, calcium mobilization in bones and reabsorbance of
calcium in the kidneys. In recent years the importance of VD has been examined in immune
and inflammatory response. VD is also the regulator of the hematopoietic system, it modulates
activation and proliferation of lymphocytes, induces differentiation of monocytes and inhibits
secretion of several cytokines in T-cells. It has been demonstrated that supplementation with
VD is beneficial for Th1l- mediated autoimmune response, and that VD insufficiency turns
immune response towards loss of tolerance. Scientists have found connection between
hypovitaminosis D and higher incidence of autoimmune diseases, including autoimmune

cytopenias.

Aim of this study was to find correlation between values of 25-hydroxyvitamin D
(25(0OH)D) and severity of clinical presentation of newly diagnosed ITP using IBLS and
SMOG bleeding scores. We also analyzed correlation between 25(OH)D values and platelet
count. As our secondary outcome we assessed the correlation between the patient gender and
age with SMOG score value, and also correlation of the same variables with 25(OH)D values.
Influence of body mass on the VD values and clinical severity of ITP we analyzed with a

correlation between body mass index (BMI) z score and 25(OH)D values.

Medical records of 60 pediatric patients with newly diagnosed immune thrombocytopenia
in the coastal region of Croatia were evaluated. The severity of bleeding was assessed using
two bleeding scores, ITP Bleeding Scale (IBLS) and Skin-Mucosa-Organ-Gradation (SMOG).

We found statistically significant negative correlation between 25(OH)D values and
SMOG score (p=0,002), and between 25(OH)D values and IBLS score (p=0,048). Children
with lower 25(OH)D values had higher values of the SMOG and IBLS scores and respectively
more severe bleeding at the diagnosis of ITP. With further analysis of main domains of SMOG
score, we found that patients with lower 25(OH)D value had more severe bleeding in the skin

(p<0,0001) and organs (p=0,01). We did not find any statistically significant correlation
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between 25(0OH)D value and platelet count. However, there was statistically significant
negative correlation between 25(OH)D value and patients age (p=0,001), as well as statistically
significant positive correlation between SMOG score and patients age (p=0,02). We did not
find statistically significant correlation between 25(OH)D value and BMI z score.

In conclusion, our findings suggest that hypovitaminosis D influences the severity of the
clinical presentation of ITP in children at the initial diagnosis of the disease. Therefore, therapy
with VD could be a new potential option for treatment of ITP but for that further studies are

needed.
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Tablica S1. Tablica koja se koristi kod ocjenjivanja krvarenja prema SMOG sustavu (25):

Grading of bleeding symptoms at presentation and at each subsequent evaluation’

in the same body
area’, but smaller
than a patient’s
palm-sized area, if

a) spontaneous or b)
disproportionate to
trauma/constriction®

same body area®, but
all smaller than a
patient’s palm-sized
area, if

a) spontaneous or

b) disproportionate to
trauma/constriction®

[] Atleast2 in two
different body areas®,
smaller than a
patient’s palm-sized
area, if

a) spontaneous or

b) disproportionate to

than a patient’s palm-
sized area, if

a) spontaneous or

b) disproportionate to
trauma/constriction®
with or without smaller
ones

Type of bleeding GRADES BASED ON THE WORST INCIDENT EPISODE SINCE LAST VISIT?
0 1 2 3
SKIN
Petechiae D No D Less than or equal |:| More than 10 in a |:| More than 50, if
(does not include to 10 |r.\ a patlenat.s patient’s palm-snzed‘ scattered both
NG palm-sized area® in the area or more than 5in above and below
S0l Induced or t affected bod t least 2 patient’ the belt
senile purpura) mosda ected body a eas. patient’s e be
area palm-sized areas
located in at least 2
[C] Any number if different body areas®,
reported by the one above and one
patient below the belt (in the
most affected body
areas)*
Ecchymoses E] None or up to 2 D 3 or more in the [:l From1to5 larger [:| More than 5

larger than a
patient’s palm-
sized area, if

a) spontaneous or
b) disproportionate
to
trauma/constrictio
nS
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trauma/constriction®

[] Any number and
size if reported by the
patient

Subcutaneous [_INo [_] 1 smaller than a [_] 2 smaller than a [_] More than 2
hematomas patient’s palm-sized patient’s palm-sized smaller orat least 1
area area, spontaneous larger than a
patient’s palm-
D Any number and E] 2 smaller than a sized area,
size if reported by the  patient’s palm-sized spontaneous
patient area, disproportionate
to trauma® [] More than 2
smaller or at least 1
larger than a
patient’s palm-
sized area,
disproportionate to
trauma®
Bleeding from |:| No |:| Lasting < 5 min |:| Lasting > 5 min or D Requiring
minor wounds® interfering with daily protracted medical
] Any episode if activities observation at the
reported by the time of this visit
patient
[] Medical report
describing patient’s
evaluation by a
physician
MUCOSAL
Epistaxis’ D No |:| Lasting < 5 min |:| Lasting > 5 min or |:| Packing or |:| RBC

|:| Any episode if
reported by the
patient

interfering with daily
activities

cauterization or in-
hospital evaluation
at the time of this
visit

|:| Medical report
describing packing
or cauterization or
in-hospital
evaluation

transfusion or Hb
drop >2g/dL

Oral cavity — gum

DNo

|:| Lasting < 5 min

|:| Lasting > 5 min or

|:| Requiring

bleeding’ interfering with daily protracted medical
[ Any episode if activities observation at the
reported by the time of this visit
patient
D Medical report
describing patient’s
evaluation by a
physician
Oral cavity - [Ino [] Less than 3 [JFrom3to10butno [_| More than 10

hemorrhagic bullae
or blisters

|:| Any number if
reported by the
patient

difficulty with
mastication

or more than 5 if
difficulty with
mastication

Oral cavity -
bleeding from
bites to lips &
tongue or after
deciduous teeth

DNo

] Lasting < 5 min

|:| Any episode if
reported by the
patient

[T Lasting > 5 min or
interfering with daily
activities

[T interventions to
ensure hemostasis
or in-hospital
evaluation at the
time of this visit
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loss

[_] Medical report
describing
interventions to
ensure hemostasis
or in- hospital

explained by
visible mucosal
bleeding or lesion:

Hematemesis,
Melena,
Hematochezia,
Rectorrhagia

reported by the
patient

|:| Described in a
medical report

endoscopy® or
other therapeutic
procedures or in-
hospital evaluation
at the time of this
visit

[] Medical report
prescribing
endoscopy® or
other therapeutic
procedures or in-
hospital evaluation

evaluation
Subconjunctival [Ino [] petechiae/ [] petechiae/ [] piffuse
hemorrhage hemorrhage partially hemorrhage partially hemorrhage in
(not due to involving one eye involving both eyes, or both eyes
conjunctival diffuse hemorrhage in
disease) [ Any episode if one eye
reported by the
patient
ORGAN (and internal
mucosae)
Gl bleeding not [Ino [] Any episode if [] present at the visit [[] Requiring [ 1rec

transfusion or Hb
drop >2g/dL

Lung bleeding

Hemoptysis
Tracheobronchial
bleeding

|:| Any episode if
reported by the
patient

[_] present at this visit

[:l Described in a
medical report

|:| Requiring
bronchoscopy® or
other therapeutic
procedures or in-
hospital evaluation
at the time of this
visit

|:| An equivalent
episode if
described in a
medical report

L] rBc

transfusion or Hb
drop >2g/dL

Hematuria [:l No I:] Any episode if [:I Macroscopic I:l Macroscopic, I:] RBC
reported by the and requiring transfusion or Hb
patient [ pescribed in a cystoscopy® or drop >2g/dL

medical report other therapeutic

|:| Microscopic (lab procedures or in-

analysis) hospital evaluation
at the time of this
visit
[] An equivalent
episode if
described in a
medical report

Menorrhagia [ Ino [_] boubling nr. of [_] changing pads more  [_]| Acute L_]RBC
pads or tampons in frequently than every 2  menorrhagia transfusion or Hb

(compared to pre- 4 - .
last cycle compared to  hrs. or clot and flooding  requiring hospital drop >2g/dL

ITP or to a phase of T

. . pre-ITP or to a phase admission or

disease with \ : [ Requiri Bined i

normal platelet of disease with normal equiring combine endometrial

count)® platelet count treatment with ablation (either at

antifibrinolytics and this visit or
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I:I Score > 100 using
PBAC in the last cycle,
if normal score in pre-
ITP cyclesorina
phase of disease with
normal platelet count

hormonal therapy or
gynecological
investigation (either at
this visit or described in
a medical report)

described ina
medical report)

Intramuscular
hematomas

(only if diagnosed
by a physician with
an objective
method)

[Ino

] Post trauma,
diagnosed at this visit,
if judged
disproportionate to
trauma

[] An equivalent
episode if described in
a medical report

[ spontaneous,
diagnosed at this visit

[C] An equivalent
episode if described in a
medical report

[_] Spontaneous or
post trauma (if
judged
disproportionate to
trauma) diagnosed
at this visit and
requiring hospital
admission or
surgical
intervention

[] An equivalent
episode if
described ina
medical report

[_1RBC

transfusion or Hb
drop >2g/dL

Hemarthrosis

(only if diagnosed
by a physician with
an objective
method)

I:INo

|:| Post trauma,
diagnosed at this visit,
function conserved or
minimally impaired, if
judged
disproportionate to
trauma

|:| An equivalent
episode if described in

|:] Spontaneous,
diagnosed at this visit,
function conserved or
minimally impaired

|:| An equivalent
episode if described in a
medical report

|:| Spontaneous or
post trauma (if
judged
disproportionate to
trauma),diagnosed
at this visit and
requiring
immobilization or
joint aspiration

|:| An equivalent

|:| Spontaneous or
post trauma (if
judged
disproportionate
to trauma)
diagnosed at this
visit and requiring
surgical
intervention

|:] An equivalent

a medical report

episode if
described ina
medical report

episode if
described ina
medical report

Ocular bleeding

(only if diagnosed

[CIno

[C] Any post trauma
vitreous or retinal

|:] Spontaneous
vitreous or retinal

|:] Spontaneous
vitreous or retinal

b o B hemorrhage involving hemorrhage hemorrhage with
y a physician with . ! : Sl
oh objective one m:)r both eyes with involving onfe or loss of vision in
method) or without both eyes with one or both eyes
impaired/blurred vision  impaired /blurred  present at this visit
present at this visit if vision present at
judged disproportionate this visit [ An equivalent
to trauma episode if
|:| An equivalent described in a
|:] An equivalent episode if medical report
episode if described ina described in a
medical report medical report
Intracranial |:| No |:] Any post trauma |:| Any |:| Any

bleeding™:

intracerebral,
intraventricular,
subarachnoidal,
subdural,
extradural

(only if diagnosed
with an objective
method at the visit
or described in a
medical report
provided by the
patient)

event requiring
hospitalization

spontaneous event
requiring
hospitalization in
presence of an
underlying
intracranial lesion

spontaneous event
requiring
hospitalization
without an
underlying
intracranial lesion
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Other internal [Ino ] Any event ] Any event

bleeding: requiring requiring
PomeneraE hospitalization <48 hospitalization >

P i i hrs. 48 hrs. or RBC
hemopericardium

transfusion or Hb

hemothorax drop >2g/dL

retroperitoneal
bleeding

hepatic and splenic
peliosis with organ
rupture
retroorbital
bleeding
metrorrhagia

etc.

(only if diagnosed
with an objective
method at the visit
or describedina
medical report
provided by the
patient)

Grading is based on physical examination at the time of the visit by the physician or expert nurse or on patient's history supplemented by available
medical reports. Bleeding manifestations reported by the patient but not visible at the time of data collection are graded 1. Grade 5 is assigned to
fatal bleeding.

In addition to the guidance offered in the table, it is advised to refer to the Supplemental Appendix 3 for more detailed definitions and to the data
collection form in Supplemental Appendix 4. lllustrative examples are available on the website of the Hematology Project Foundation
(http:/Aitpbat.fondazioneematologia.it/ )

To receive a grade > 1, all non-overt skin and non-overt mucosal bleeding (petechiae, ecchymoses, subcutaneous hematomas, vescicles/bullae
subconjunctival bleeding) should be visible at the time of visit for grading by the physician or expert nurse taking the history.

For bleeding from minor wounds and overt-mucosal bleeding (epistaxis, gum, bleeding from bites to lips & tongue or after deciduous teeth
loss/extraction) and all organ bleeding, a medical record describing the symptom or indicating a specific intervention/prescription should be also
taken into account for grading.

Requirement for ITP specific treatments and antifibrinolytics (apart from menorrhagia) was not considered for grading, due to their subjective
nature and their adoption not only to control actual bleeding but also to reduce the “risk” of impendent or future bleeding (see supplemental
appendix 1).

" In case of patients examined for the first time, all types of bleeding occurring at the visit and in the 15 days preceding the visit should be
considered.

2 Each type of bleeding should be graded based on the worst bleeding manifestation that occurred during each observation period or in the 15
days preceding the first visit.

3 Patient’'s own palm size is commonly considered to be proportional to body surface area. Palm = The inner surface of the hand stretching between the
distal crease of the wrist and the bases of the fingers (fingers surface excluded).

4 Body areas include: face, neck, right and left upper limbs (considered separately), right and left lower limbs (considered separately), trunk,
abdomen, and recumbent areas (for the ambulatory patient means the area below the knees).

5 Bleedings considered proportionate to trauma/constriction on a clinical ground should not be reported for skin domain
8 Minor wound means superficial skin cuts (e.g., by shaving razor, knife, or scissors).

7 Epistaxis and gum bleeding are also reported in some normal subjects. Thus, a critical judgment is required in grading these manifestations: they
should be reported only if judged more severe when compared with pre-ITP bleeding, if any.

8Any endoscopic investigations should be considered for grading only if performed for therapeutic purpose and not solely for diagnostic purpose.

°In girls at menarche grade 1 cannot be assigned, lacking comparison with previous cycles.

10|ntracranial bleeding should always be reported, irrespective of its grade. For example, if a woman had S2 (subcutaneous hematoma) M2
epistaxis) O3 (menorrhagia) and an intracranial bleeding grade 2 (post trauma, requiring hospitalization), the SMOG index is S2M203 intracranial
2). If the same patient also had intracranial bleeding grade 3, the SMOG index is S2M203 (intracranial 3) (see text)
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Tablica S2. Usporedba varijabla izmedu dva centra u kojima se provodila studija (KBC Split i

KBC Rijeka)
Varijabla KBC Rijeka KBC Split Jedinica P vrijednost
25(OH)D 68,83 £ 36.33 66,21 + 22,99 0,741, t test
(Ar. sredina £ SD)
SMOG? 0,083,

(Medijan, IQR)
IBLSP

(Medijan, IQR)
Broj trombocita
(Ar. sredina = SD)
ITM® Z vrijednost
(Medijan, IQR)

Dob
(Ar. sredina = SD)

12,44 + 8,52 8.41 +8.92

-0,01 (-0,63 do 0,45 (-0,85 do

6,68 + 5,88 5,43 + 4,48

Mann Whitney

0,086,
Mann Whitney

0,124, t test

0,244,
Mann Whitney

0,338, t test

4IBLS — Immune thrombocytopenia Bleeding Scale sustav za bodovanje krvarenja (24);

bSMOG — Skin-Mucose-Organ-Gradation sustav za bodovanje krvarenja (25); I'TM — Indeks

tjelesne mase; SD — standardna devijacija; IQR — interkvartilni raspon.

Tablica S3. Usporedba dva modela koriste¢i korigirane Akaiake-jeve informacijske kriterije

(cAIC)
Model Neovisne varijable Omjer dokaza (E)
Broj 1 [25(0CH)D] 2.3
Broj 2 [25(OH)D] i centar
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