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Abstrakt

Biochemické prediktory selhani terapie u détskych pacienti s IBD

Az 20% pacienti sIBD (inflammatory bowel diseases, zanétliva stfevni
onemocnéni) je diagnostikovano v détském véku, pritbéh onemocnéni byva casto
piipadné zménit v¢as, aby se piedeslo rozvoji komplikaci.

Casné rozpoznani relapsu hraje vyznamnou roli pro dal§i priibéh onemocnéni a
celkovou progndzu pacienta. Zmény v laboratornich parametrech (napt. hodnota
fekalniho kalprotektinu) mohou vyznamné piedchdzet rozvoji klinickych
pfiznakt a mohou byt indikaci k provedeni kontrolni endoskopie nebo pifimo
k eskalaci ¢i zmén¢ terapie.

V této praci jsme se zaméfili zeyména na pacienty po chirurgické resekci stieva,
ktefi tvofi jednu z rizikovych skupin. Udava se, Ze az 70 % pacientii s Crohnovou
nemoci dospéje béhem prvnich 10 let od diagnézy k operacnimu vykonu na
sttevé. Dle vysledki se zda byt nadéjnym prediktorem relapsu onemocnéni sérovy
albumin, ktery mliZze souviset s celkovym nutri¢nim stavem organismu. Ovéfili
jsme také efektivitu vyuziti fekalniho kalprotektinu a CRP jako prediktort
relapsu. Testovani kalprotektinu pfimo ve stfevnim resekatu se jako vyuzitelny
prediktor neukdzalo, vyssi pocet kalprotektin-pozitivnich bun¢k na zorné pole

nebyl asociovan s endoskopickym relapsem onemocnéni.

Klicova slova
Crohnova nemoc, ileocékalni resekce, relaps, remise, prediktor, marker,

kalprotektin, pediatrie



Abstract

Biochemical predictors of the treatment failure in pediatric IBD patients

Up to 20 % of patients with IBD (inflammatory bowel disease) is diagnosed in
childhood, the course of the disease tends to often be more severe and the
treatment more difficult than in case of adults. Therefore, it is necessary to
commence or eventually change the treatment in order to prevent development of
complications. Early detection of relapse plays significant role for further course
of the disease and general prognosis of the patient. Changes to laboratory
parameters (e.g. to the level of fecal calprotectin) can significantly prevent the
development of clinical symptoms and may indicate the necessity for control
endoscopy, further escalation or change in therapy.

The primary focus of this thesis are patients who underwent surgical bowel
resection, who constitute one of the risk groups.

Studies show that as many as 70 % of patients suffering from Crohn’s disease
reach the point of bowel surgery within the first 10 years of the diagnosis.
According to the results, a promising predictor of relapse of the disease seems to
be serum albumin, which may relate to the overall nutritional status of the
organism. We have also examined the effectivity of using fecal calprotectin and
CRP as relapse predictors. Testing directly in the resected bowel did not prove
usability of calprotectin as a predictor, as the higher levels of calprotectin-positive
cells in resection margins do not corelate with development of endoscopic relapse

of the disease.

Keywords
Crohn’s disease, ileocecal resection, relapse, remmision, predictor, marker,

calprotectin, pediatrics



1. Uvod do problematiky

1.1 IBD

Inflammatory bowel diseases (IBD), zanétliva stfevni onemocnéni, mizeme
definovat jako skupinu chorob, u nichz je ptitomen chronicky zanét v oblasti
gastrointestinalniho traktu, a zaroven jsou vylouceny jiné pii¢iny, které mohou
takovy zanét zplisobit. Mezi tfi zdkladni typy IBD fadime Crohnovu nemoc (CD),
ulcerdézni kolitidu (UC) a neklasifikovatelné zanétlivé stievni onemocnéni
(IBDU). (Nevoral J. et al., 2013). Etiopatogeneze je multifaktoridlni, asi u ctvrtiny
pacientt je IBD diagnostikovano v détstvi.

Ptiznaky se odviji od typu onemocnéni, doby jeho trvani, rozsahu postiZzeni apod.
Krom¢ stfevni symptomatologie se mohou vyskytovat 1 celkové piiznaky nebo

tzv. extraintestinalni (EIM) projevy.

1.2 Diagnostika a klasifikace IBD
Pro ptesnéjsi definici a diagnostiku IBD u déti pouzivame tzv. Revised Porto
Criteria, RPC. (Levine A. et al., 2014). U pacientll s podezienim na IBD je vzdy
nutno vyloucit Sirs$i spektrum stfevnich infekci. Mezi zakladni vySetieni, ktera
muze I€kat v prvnim kontaktu provést, patii krevni obraz, sedimentace erytrocytii
(FW), C-reaktivni protein (CRP), fekalni kalprotektin (F-CPT), ev. néktera
z imunologickych vySetteni. Pokud podezieni na IBD trva, je indikovéano
provedeni ileokoloskopie a ezofagogastroduodenoskopie s odebranim biopsii ze
vSech vizualizovanych oblasti gastrointestinalniho traktu (GIT). Pfi diagnostice
IBD provadime vzdy magneticko-rezonan¢ni  enterografii  (MRE)
k vylou€eni/potvrzeni postiZzeni tenkého stfeva.

1.2.1 Crohnova nemoc
CD je definovana jako penetrujici zanétlivé stfevni onemocnéni, které muze
postihnout jakoukoli Cast traviciho traktu, pocinaje dutinou Ustni (afty) az po

kone¢nik (perianalni onemocnéni - PCD). (Nevoral J. et al, 2013). Nejcasté;si
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formou CD je tzv. luminalni forma, tedy zanétlivé postizeni sttevniho lumen bez
dalSich ptidruzenych komplikaci (striktura, pistél). Ke zhodnoceni fenotypu
onemocnéni se pouziva patizska klasifikace z roku 2011. Mezi kritéria patii vék

v ob¢ diagndzy, misto postizeni, chovani nemoci a hodnoceni ristu.

1.2.2 Ulcer6zni kolitida
UC je chronické zanétlivé sttevni onemocnéni, postihujici nejcastéji celé tlusté
sttevo sliznicnim zanétem. UC je castéji diagnostikovana v dospélosti a
extenzivni typ onemocnéni je u déti dvakrat Castéjsi (Benchimol E. I. et al.,
2011,Van Limbergen J. et al, 2008). U UC dle RPC rozliSujeme dva typy nalezu
— typicky a atypicky. U typick¢é UC nalezneme endoskopicky kontinualni
postizeni zaCinajici v rektu. V histologickém nélezu poruchu architektoniky

krypt, bazalni lymfoplasmocytézu a neptitomnost granulomd.

1.2.3 IBDU
Tato jednotka je vyhrazena pro pacienty, ktefi maji postizeni kolon, ale diky
pritomnosti znakt jak pro UC, tak pro CD, nelze rozhodnout, pod kterou diagnézu
patii. Postupem ¢asu miiZze dojit ke zméné€ diagnozy smérem k obéma zminénym.

IBDU tvofi az 10 % diagnéz, jejich podil roste s klesajicim vékem ditéte.

1.3 Lécebné modality u IBD

1.3.1 Indukéni terapie u CD (farmakologicka, nutricni)
Farmakologickou 1é€bu CD u déti rozdélujeme na indukéni (uvedeni pacienta do
remise) a udrzovaci. Vybér terapie se velmi lisi dle formy, rozsahu a chovani
onemocnéni. Mezi mozné typy lécby v ramci indukce patii vylucna enteralni
vyziva (exclusive enteral nutrition, EEN), kortikosteroidy (KS), anti-TNF-a
terapie (infliximab, IFX a adalimumab, ADA) a thalidomid (vzacng&) (Van
Rheenen P. F., 2020). U PCD vyuZzivame hlavné biologickou lécbu (BL) a

chirurgické oSetfenti.



1.3.2 Udrzovaci terapie u CD
Zakladnimi léky pro udrzeni remise onemocnéni jsou thiopuriny - azathioprin
(AZA) a 6-merkaptopurin (6-MP), dale methotrexat (MTX), enteralni vyZiva,
anti-TNF-a 1écba a dalsi farmakologicka 1écba (ustekinumab, vedolizumab).
1.3.3 Farmakologicka lécba UC a IBDU
Jako indukéni 1é¢ba UC se vyuzivaji dle rozsahu onemocnéni bud 5-
aminosalicylaty (5-ASA) nebo KS. K udrzovaci 1é€bé volime vétSinou thiopuriny
nebo BL. Dle doporu€eni by méla lecba IBDU probihat jako 1é¢ba UC stejne

zavaznosti.

1.3.4 Chirurgicka lécba CD

Béhem 5 let od diagnézy musi, 1 pfes optimalizovanou terapii, podstoupit
chirurgicky vykon pro rizné komplikace témét jedna ttetina déti (17-34 %) s CD
(Vernier-Massouille G. et al., 2008, Gupta N. et al, 2006).

Indikace k chirurgické 1é€bé muizZeme rozdé€lit na akutni a elektivni. Volba
vhodného postupu zavisi na mnoha faktorech, je nutné vzdy zvazit hlavni benefity
pro pacienta (éerclové Z.etal., 2015, Bemelman W. A. et al., 2018, Amil-Dias J.
et al., 2017).

Mezi operaéni vykony nejcastéji provadeéné u IBD patii strikturoplastika, resekce

tenkého stfeva, ileocékalni resekce, resekce tlustého stieva a oSetfeni PCD.

Pooperacni sledovani

Dle tohoto doporueni ESPGHAN by se pooperacné méla u déti s mirnéjSim
rizikem zah4jit 1écba thiopuriny. U vysoce rizikovych pacientll se doporucuje
1é¢ba anti-TNF-a preparaty. Kontrolni endoskopie je doporuc¢ena 6—9 mésicii po
operaci, mezi tim jsou vhodné kontroly klinického stavu a F-CPT. V pfipad¢ jeho
elevace nebo zhorSeni obtiZi je indikovana ileokoloskopie dfive (Amil-Dias J. et

al., 2017).



1.3.5 Chirurgicka lé¢ba UC
Elektivni (planovanou) kolektomii bychom méli zvazovat ve chvili, kdy je pacient
trvale kortikodependentni nebo je onemocnéni aktivni 1 pfes maximalni moznou
terapii. Tretim divodem je nalez dysplastickych zmén, které jsou rizikem pro

rozvoj nddorového onemocnéni (Turner D. et al., 2018).

1.4 Biomarkery nejcastéji uzivané k diagnostice a monitoringu

1.4.1 Obecné charakteristiky biomarkert
Existuje velmi mnoho biomarkert, které 1ze teoreticky vyuzivat u IBD, a nejedna
se jen o markery biochemické. Velka ¢ast se ale v rutinni praxi nepouziva. Navic
faktori, které od ,,idedlniho biomarkeru* o¢ekavame, je fada a jsou odlisné pro
I€kare, analytiky, pacienta a 1 pro toho, kdo ptipadné vySetieni proplaci (Dragoni
G. etal., 2021).

Pro detekci biomarkeri u IBD se nej€astéji pouZzivaji vzorky stolice a krve.

Jaké markery byly u IBD testovany?

Vzhledem k tomu, ze IBD je zanétlivé onemocnéni, skéla pouzitelnych markert
je velmi Siroka. Patii sem reaktanty akutni faze, cytokiny, nékteré bunky, damage-
associated molecular patterns (DAMPs), MicroRNA a dalsi. Nejvice vyuZivane
markery budou zminény kratce samostatné.

1.4.2 Fekalni laktoferin

Studie z poslednich let prokazuji, ze LF je u IBD vyuZitelnym markerem (Dai C.
et al, 2020, Mosli M. H. et al., 2015). Nicmén¢ stejn¢ informace nam piinasi
vySetfeni F-CPT a ten je také Castéji vyuzivan. Ameri€ti autofi jako mozny divod
uvadi, Ze F-CPT se stanovuje metodou kvantitativni ELISA, kdeZto F-LF pomoci

kvalitativni ELISA (Johnson L. M. et al., 2020).
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1.4.3 CRP
CRP neni marker specificky pro postizeni stteva, natoz pro IBD. U CD je Casto
zvySené pii aktivnim transmuralnim zanétu, zaroven jej ale miizeme detekovat 1
u asymptomatickych pacientii (Chang S. et al., 2015). Byla také potvrzena
korelace CRP s aktivitou onemocnéni klinickou, laboratorni, endoskopickou 1
histologickou (Tilakaratne S. et al., 2010, Solem C. A. et al, 2005, Kyle B. D. et
al., 2021). K predikci poopera¢niho relapsu onemocnéni neni CRP vhodnym

samostatnym markerem, vysledky studii nejsou jednozna¢né (Chang S. et al.,

2015).

1.4.4 Kalprotektin

Kalprotektin (CPT) je heterodimer, ktery je slozeny ze dvou proteinll z rodiny
S100, a to z SI00A8 a SI00A9. CPT byl ve studiich sledovan v mnoha télnich
tekutinach, v¢. séra, tumorech ¢i organech (Abidltrup M. et al., 2015, Sahin Y. et
al., 2019, Heller F. et al., 2011, Botana-Rial M. et al., 2020, Koray M. et al., 2018,
Hanafy A. S. et al., 2020).

Sérovy kalprotektin (S-CPT) je v soucasné dob¢ velmi slibnym markerem, ktery
ziskava své misto v diagnostice a monitorovani mnoha riiznych onemocnéni. Dle
review z roku 2019 se S-CPT u IBD zda byt spiSe markerem systémového zanétu,
koreluje dobte s aktivitou onemocnéni (Azramezani Kopi T. et al., 2019, Okada
K. et al., 2019, Carlsen K. et al., Suarez Ferrer C. et al., 2019, Mori A. et al.,
2021).

CPT se da zjistovat také pfimo ve tkanich, v této praci jej oznacujeme jako
tkanovy CPT (T-CPT). Jeho imunohistochemicka detekce piimo ve stfevnich
buiikach ale neni rutinné vyuzivanou metodou. Studii, které se timto tématem
zabyvaji, také neni mnoho. Pfi srovnéni pacientii s IBD a kontrolni skupiny, resp.
pacientil v remisi, byl nalezen vyssi poCet CPT-pozitivnich bun¢k (Fukunaga S.
etal., 2018, Liu W.B. et al., 2005). Studie z naSeho pracovisté se zabyvala T-CPT
u détskych pacientil s nové diagnostikovanou UC a zjistila, ze dobte koreluje s

1 histologickym nalezem. (Fabian O. et al., 2019).
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F-CPT se vyuziva velmi Casto zejména v diagnostice a monitoringu IBD u déti i
dospélych. F-CPT vykazuje interindividudlni 1 intraindividudlni variabilitu
(Kristensen V. et al., 2016), distribuce ve vzorku stolice je homogenni a je
pomérn¢ stabilni (Reseth A. G. et al., 1992). F-CPT ale neni markerem
specifickym pro IBD. F-CPT je také Casto vyuzZivan k predikci relapsu IBD.
(Galgut B. J. et al., 2018).

1.4.5 Sedimentace erytrocytl
Toto jednoduché a bézné dostupné vySetieni se vyuziva k diagnoze ¢1 monitoraci
zanétlivych procesti. Principem této metody je tzv. penizkovaténi erytrocyti.
(Hashemi R. et al., 2015). VySetifeni je ale velmi nespecifické a na vysledek ma
vliv také tada faktorii (Ramsay E. S., Lerman M. A., 2015).
Dle vysledkii metaanalyzy americkych autorli je samostatna vyuzitelnost FW u
IBD je velmi nizka. (Menees S. B. et al., 2015).

1.4.6 Krevni obraz
VySetteni krevniho obrazu patifi mezi nejastéji provadénd vySetieni. Mezi
zékladni testované elementy patii erytrocyty, leukocyty a trombocyty.
Mezi jednu z nejcastéjSich EIM IBD patii anémie, mechanismil jejiho vzniku je
vice (Sjoberg D. et al., 2014, Goodhand J. R. et al., 2012).
Zmény trombocytll se mohou vyskytovat nejen v jejich poctu, ale 1 v jinych
parametrech. Trombocyt6za u IBD je vysledkem kombinace vice procest

(Voudoukis E. et al., 2014).
1.4.7 Albumin

ALB je hlavnim proteinem krevni plazmy, udava se, Ze tvofi kolem 60 % celkové
bilkoviny. Podili se pfedev§im na udrzovani onkotického tlaku v cévach, vazba
riznych sloucenin pochdzejicich z organismu, vazbu cizich latek, napt. 1€ki.
Potenciélni diivody pfic¢iny hypoalbuminémie u IBD jsou proteinova malnutrice,

stfevni ztraty, pfitomnost zanétu a celkovy zdvazny stav ¢i sepse.
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1.4.8 Pomér CRP/ALB

Zajimavym, ale zatim malo vyuzivanym markerem, resp. kombinaci markert, je
podil hodnoty CRP ke koncentraci sérového ALB (CRP/ALB). Tento pomérné
novy prediktor byl jiz vyuzit u jinych diagnéz (WuJ. et al., 2018, Fairclough E.
et al., 2009, Kaplan M. et al., 2017, Seringec Akkececi N. et al., 2019). Studii
v souvislosti s IBD neni mnoho. V retrospektivni studii (100 pacientii s CD a 100
zdravych kontrol) byla vyuzitelnost nejvétsi pii rozliSovani mezi aktivni a
neaktivni CD (Qin G. et al., 2016), a to 1 jako nezavisly prediktor (Chen Y. H. et
al., 2020).

1.4.9 Dalsi markery nejcastéji vyuzivané v souvislosti s diagnézou IBD
v klinické praxi

p-ANCA (protilatky proti cytoplazmé neutrofila typ p) a ASCA (protilatky proti
Saccharomyces cerevisiae) v kombinaci lze vyuzit k rozliSeni mezi UC a CD, a
to s velmi vysokou specificitou — nad 90 %. Senzitivita je nizsi, vyskytuji se
zhruba u poloviny pacienti s CD (Reese G. E. et al, 2006)
V ramci diagnostiky, monitoringu pritbéhu i1 rozvoje komplikaci onemocnéni a
také terapie, se u pacientll s IBD provadi Casto také stanoveni koncentrace
aminotransferaz, koncentrace pankreatickych enzymi, parametrii metabolismu
zeleza, hladin 1éCiv, pfitomnosti a hladin protildtek proti nékterym léciviim,
koncentrace 25-hydroxyvitaminu D.
Popis konkrétniho vyznamu a vyuziti jmenovanych markerd je nad ramec této

prace.
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2. Cile prace a hypotézy

2.1

Cile prace

Cilem obou hlavnich projekti byla identifikace moZnych biochemickych

prediktort relapsu onemocnéni v anastoméze u détskych pacientii s CD, ktefi

podstoupili ICR. Konkrétni cile jednotlivych projektii byly:

2.2

Zhodnoceni miry relapsu onemocnéni po ICR

Zhodnoceni CRP jako prediktoru relapsu onemocnéni

Zhodnoceni ALB jako prediktoru relapsu onemocnéni

Zhodnoceni F-CPT jako prediktoru relapsu onemocnéni

Zhodnoceni ptedoperacni terapie jako mozného prediktoru relapsu
onemocnéni po ICR

Zhodnoceni  vyuzitelnosti imunohistochemického stanoveni CPT

v resekatu po ICR jako prediktoru relapsu onemocnéni

Hypotézy

Mezi zékladni hypotézy vyuzité v této praci patii:

Mira relapsu onemocnéni po ICR u détskych pacientlii odpovida mite
relapsu u dospélych

Vysoka hladina CRP (ve 3. a 6. mésici po operaci) predikuje relaps 6
mesict po provedeni ICR

Nizk4 hladina ALB v dob¢ opera¢niho vykonu predikuje relaps 6 mésict
po provedeni ICR

Vysoka hladina F-CPT (ve 3. a 6. mésici po operaci) predikuje relaps 6
mesict po provedeni ICR

Ptedoperacni 1écba neni asociovana s rozvojem relapsu 6 meésici po
provedeni ICR

Vysoky pocet bunck pozitivnich na CPT v operacnim resekatu predikuje

rozvoj relapsu 6 mésict po provedeni ICR
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3. Pouzité metody

3.1 Pacienti

Projekt €. 1 - Endoskopicka rekurence 6 mésicii po ICR u détskych pacientii s CD
lécenych monoterapii AZA

Do tohoto projektu jsme zatadili détské pacienty s diagnézou CD po ICR, ktefi
neméli rezidudlni nemoc. Museli mit také kompletni endoskopické vySetieni v
intervalu do 100 dni pfed operaci, po operaci byli léCeni monoterapii AZA a
podstoupili kontrolni endoskopii po 6 mésicich od ICR.

Pacienttl, kteti podstoupili v tomto obdobi ICR, bylo 47. Dvacet pacientl nebylo
z raznych divodl zatfazeno. Ze zbyvajicich 27 méli 2 pacienti komplikace na
1é€beé AZA, 4 pacienti piestali v pribéhu sledovani na kontroly dochazet. Celkové

tedy bylo do studie zafazeno 21 pacientd.

Projekt €. 2 - Tkanovy kalprotektin jako prediktor rekurence onemocneni po ICR
u detskych pacientu

Do tohoto projektu jsme zatadili détské pacienty s diagnéozou CD po ICR
s primarni anastomoézou, ktefi méli provedenou kontrolni endoskopii a méli
dostupné bioptické vzorky z chirurgického vykonu a endoskopické kontroly.

Do této studie jsme zafazovali pacienty nezavisle na pred- 1 pooperacni terapii.
Sedesat tii pacientt podstoupilo v daném obdobi ICR. Dle kritérii bylo do studie
zafazeno 48 pacientl.

Pro zatfazeni do obou studii musel podepsat zdkonny zastupce ¢i pacient
informovany souhlas a ob& studie byly schvéleny Etickou komisi Fakultni

nemocnice v Motole.

3.2 Sbér dat
Projekt ¢. 1
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Retrospektivné jsme z nemocni¢niho informaé¢niho systému ziskali u vybranych
pacienti data klinickd, endoskopicka, ze zobrazovacich metod, chirurgicka,
histologickd. Prospektivné jsme zaznamendvali €1 provadéli vysetfeni v dobé
operace a béhem pooperacniho sledovani minimalné¢ po dobu 6 mésict, jednalo

se o data klinicka, laboratorni a endoskopicka.

Projekt €. 2
Retrospektivné jsme z nemocni¢niho informaéniho systému ziskali u vybranych
pacientl data klinickd, chirurgicka, laboratorni a histologicka. Prospektivné byla

hodnocena data endoskopicka, klinickd, laboratorni a histologicka.

Klinicka a laboratorni data jsme hodnotili pomoci Pediatric Crohn’s Disease
Activity Index (PCDAI), endoskopickd data pomoci Rutgeerts skore pro
hodnoceni relapsu v anastomo6ze a modifikaci Simple Endoscopic Score for
Crohn’s disease (m-SES CD). Histologické ndlezy jsme hodnotili pomoci
modifikovaného Global Histology Activity Score (mMGHAS).

3.3 Statisticky analyza
Projekt €. 1
K analyze dat v tomto projektu jsme vyuzili statisticky software ,,R Statistical
software* (verze 3.2.3). K porovnani nasi hypotézy u kategorickych dat vybran
chi kvadratovy test a chi kvadratovy test nezavislosti (R package ,,coin® verze 1-

1.2). Jako statisticky signifikantni hodnotu jsme urcili p < 0,05.

Projekt ¢. 2

V tomto projektu byla analyza dat provedena pomoci statistického software R-
project (R Core Team, verze 3.6.0). Univariantni asociace s kategorickym
vystupem byly ovéfeny pomoci logistického regresniho modelu. Pro testovani

asociaci mezi dvéma linedrnimi prediktory jsme pouzili model linearni regrese.
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Adjustované modely jsme vytvofili pomoci mnohocetné logistické regrese. Vybér
prediktorG pro tuto analyzu jsme provedli pouze na zakladé klinického
rozhodnuti. Jako statisticky signifikantni hodnotu jsme urcili p < 0,05 a

konfiden¢ni interval 95%.

3.4 Stanoveni biomarkeri
Vétsina vzorki byla odebirdna pred opera¢nim vykonem, nasledné pti ambulantni
kontrole po 3 mésicich a po 6 mésicich pii endoskopickém vykonu. Vzorky byly
odebirany dle doporuceni laboratornich ptiru¢ek jednotlivych pracovist, kam
byly zasilany kanalyze (ALB, CRP, FW, krevni obraz, F-CPT).
Imunohistochemicky prikaz CPT jsme provadéli ve vSech dostupnych
parafinovych blocich z resekénich okraji. Rezy, tloustky 1 pm, byly
deparafinizovany a nasledné jsme pouzili protilatku proti CPT (Invitrogen, v
fedéni 1 : 1000). Poté byl vzorek obarven pomoci PolyDet Dab chromogenu
(Dako REAL) s fyziologickym roztokem s fosfatovym pufrem. Expresi CPT jsme

hodnotili pomoci poctu pozitivnich bun¢k na zorné pole, pti zvétSeni 400x.

3.5 Histopatologie
Kromé& hodnoceni bioptickych vzorki pomoci mGHAS byla dale sledovana
pritomnost peritonitidy (floridni, chronické), submukoézni plexitidy, myenterické
plexitidy, pfitomnost aktivniho zdnétu, intenzita aktivniho zanétu nebo ptitomnost

chronického zanétu.
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4. Vysledky

4.1 Projektc. 1

Ze zatazenych 21 pacientll jsme endoskopickou remisi, tedy Rutgeerts skore <i2
6 mésict po ICR, vyhodnotili u 13 pacientil. A to nezavisle na tom, zda byli pted
operaci 1éceni BL nebo ne.

Prediktory endoskopického relapsu onemocnéni 6 mésicii po ICR

NiZz8i koncentrace ALB v dobé ICR (p = 0,042) byla asociovdna s Cast&jSim
endoskopickym relapsem (ER) v 6. mésici po ICR, avSak pii korekci na
mnohocetné testovani tato asociace potvrzena nebyla. F-CPT byl béhem 6
mésicniho sledovani vysetfen u 62 % pacientli. Jako cut-off pro remisi jsme
stanovili 100 pg/g. 10 pacientii mélo hodnotu F-CPT v souladu s nalezem pfti
endoskopii, tedy < 100 pg/g a Rutgeerts skore <i2 nebo > 100 pg/g a Rutgeerts
skore > 12. Nenasli jsme asociaci PCDALI ani dalSich klinickych, laboratornich a

chirurgickych charakteristik pacientli ze souboru s Rutgeerts skore.

4.2 Projekt ¢. 2

Ze zatazenych 48 pacientll mélo béhem 6 mésicii od ICR ER (Rutgeers skore >
12) 52 % z nich. Primérny vék v dobé resekce byl 16 let, 42 % souboru byly divky,
81 % pacientl uzivalo vdobé ICR AZA, 38 % pacienti mélo v lécbé
metronidazol a IFX. Primérnd délka resekce byla 22 c¢cm, vykon byl elektivni u
62 % pacientd.

Pocet bun€k pozitivnich na CPT v proximdlnim resekénim okraji viz (obrazek
4.1) byl negativné asociovan s ndlezem ER pii kontrolnim vySetifeni (OR = 0,969,
95% CI 0,936-0,996, p = 0,008). Toto plati 1 pro celkovy pocet bunék v obou
resekénich okrajich (OR = 0,993, 95% CI 0,972—0,9997, p = 0,034). Oba nalezy
byly shodné i po adjustaci na BL - pro proximalni resek¢ni okraj v hodnotach p
= 0,008 (OR =0,971, 95% CI 0,938-0,997) a pro oba resekcni okraje p = 0,021
(OR =0.993, 95% CI 0,973—-0,999). Pro distalni resek¢ni okraj toto neplati.
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Pocet CPT-pozitivnich bunék na HPF

Ne Ano

Endoskopicky relaps

Legenda: HPF = zorné pole

Obrazek 4.1 — Korelace CPT-pozitivnich bunék v proximalnim okraji

resekatu (log) a endoskopického relapsu

Klinické parametry

Nebyla nalezena asociace mezi vékem v dob¢ ICR a pohlavim pacienta s ER.
Laboratorni parametry

Dva parametry v dobé ICR byly hrani¢né asociovany s ER. Jednalo se o niZsi
sérovy ALB (OR = 0,871, 95% CI 0,36—1,009, p = 0,066) a elevaci CRP (OR =
1,02, 95% CI 0,999-1,045, p = 0,060). Pokud adjustujeme model na pooperacni
BL, u niz§iho sérového ALB je vysledek jiz statisticky signifikantni (OR = 0,851,
95% C10,713-0,992, p = 0,039), u CRP nikoli (OR = 1,02, 95% CI 0,999-1,045,
p=0,075).

K vySetteni F-CPT jsme v dobé kontrolni endoskopie ziskali vzorek stolice od 75
% pacientli. Hodnoty log F-CPT (obrazek 4.2) byly statisticky signifikantné
asociovany s piitomnosti ER (OR = 2,19, 95% CI 1,28-4,28, p = 0,003), jesté

vEtsi asociaci jsme nalezli pii adjustaci na pooperacni BL (OR = 233, 95% CI
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1,37-4,79, p = 0,002). Hodnota F-CPT > 100 pg/g byla velmi siln¢ asociovana
s ER (OR =15, 95% CI 3,1-96,6, p = 0,0005). U tii pacientl byl ER pfitomen i
ptes hodnoty F-CPT nizsi nez 100 ug/g.

o
=]

Fekalni kalprotektin (ug/g)

Ne Ano
Endoskopicky relaps
Obrazek 4.2 — Asociace mezi fekalnim kalprotektinem (log) a endoskopickym

relapsem

CRP bylo v dob¢ endoskopie vySetieno u vSech pacientil. Pii nalezu vy$siho CRP
jsme nalezli asociaci s pritomnosti ER — p < 0,001 (OR = 2,21, 95% CI 1,353—
4,385), stejn¢ tak po adjustaci na pooperacni BL (OR = 2,53, 95% CI 1,414
6,047). Pro nizsi sérovy ALB jsme tuto asociaci u vSech pacientli dohromady
nenalezli, nicméné po adjustaci modelu na poopera¢ni BL, byly jiz hodnoty
statisticky signifikantni —p = 0,011 (OR = 0,759, 95% CI 0,5797-0,943).
Histopatologické parametry

Z histopatologickych parametrli jsme nalezli asociaci s ER pouze u peritonitidy
(chronické nebo floridni), p = 0,048 (OR = 4,15, 95% CI 1,015-21,599). Po
adjustaci modelu na pooperacni BL se ale tato asociace stava pouze hrani¢ni, p =
0,052 (OR = 4,08, 95% CI 0,988-21,390). U dalSich sledovanych parametra

nebyla asociace s ER nalezena.
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5. Diskuze

Diskuze bude rozdélena dle jednotlivych sledovanych parametrti a markert.

5.1 Endoskopicky relaps onemocnéni

Studii hodnoticich ER onemocnéni u détskych pacientii s CD po ICR neni mnoho.
Recentni studie z roku 2021 (n = 78) zjistila po dvou letech od operace ER u 46
% pacientll (Spencer E. A. et al, 2021). Podobn¢ vysledky méla i dalsi studie
(Hukkinen M. et al., 2016). Vyrazné¢ vyssi miru relapsu (87 %) popisuje studie
z roku 2014, kde ale byla delsi doba sledovani, pacienti méli riznou pooperacni
terapii a ne vSichni podstoupili endoskopické vySetteni (Bobanga 1. D. et al,
2014).

U dospélych je dostupnych vice studii. Velmi zajimavé vysledky pfinesla
randomizovana kontrolovana studie, kdy 6 mé&sicti po ICR m¢lo ER 45 % ze vSech
pacienti, resp. 21 % pacientl z tzv. skupiny s vysokym rizikem, a tedy 1éené
imunosupresivni 1é€bou (AZA, ADA). Mezi rizikové faktory patiil 1 nizsi vek,
coz by tedy platilo 1 pro détské pacienty (De Cruz P. et al., 2015). V dalSich
studiich se pohybuje mira ER mezi 21-47 % v zéavislosti na ¢ase endoskopicke
kontroly a podavané 1écbé (Kotze P. G. et al., 2015, Auzolle C. et al., 2018).
V naSich projektech jsme vyhodnotili ER 6 mésicti po ICR u 38 % (projekt €. 1)
a 52 % (projekt €. 2)., coz odpovida vysledklim ostatnich studii.

5.2 CRP

CRP lze povazovat za dobry marker aktivniho onemocnéni, nicméné ve srovnani
s F-CPT, je jeho ptesnost u pacientli po ICR horsi, jak potvrzuji studie a také
doporuceni ESPGHAN pro chirurgickou 1éc¢bu u CD (De Cruz P et al., 2021,
Wright E. K. et al., 2015). V naSem prvnim projektu jsme signifikantni asociaci
mezi CRP v dobé& operace ¢i v dobé endoskopie s ER, nenalezli. V druhém
projektu ano, ale pouze v dobé kontrolni endoskopie, ne v dobé operace. Toto

muze odrazet mozné pretrvavani systémového zanétu i pres odstranéni zanétlive
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zménéného useku stfeva. Na zaklad¢ naSich vysledki se tedy zd4, Ze CRP neni

vhodnym markerem pro predikci ER.

5.3 Albumin

Niz$i hladina ALB byla opakované prokéazana jako rizikovy faktor peri- nebo
pooperacnich komplikaci napiic¢ obory (Karas P. L. et al., 2015, Berbel-Franco D.
et al., 2020, Kamath A. F. et al., 2017, Kishawi D. et al., 2020, Galata C. et al.,
2019).

V projektu €. 1 jsme u vSech pacientil zaznamenali hladiny ALB v mezich normy.
Nicméné pacienti, u kterych doslo k ER pfi kontrole v 6 mésicich od ICR, m¢li
ve srovnani s pacienty bez relapsu, hladiny ALB statisticky signifikantn€ nizsi.

V projektu €. 2 jsme také zaznamenali asociaci mezi niz§imi hladinami ALB
v dob¢ operace a ER, ov§em pouze pti adjustaci pacientll na BL. Tento nalez miize
souviset s jejich horSim nutricnim stavem, a tedy intenzifikovanou terapii ¢i
hor§im priabé¢hem onemocnéni. U pacientli bez BL byla tato souvislost statisticky

pouze hrani¢ni.

5.4 Fekalni kalprotektin
F-CPT byl jiz opakované testovan jako marker relapsu onemocnéni po provedeni
ICR ¢i jiného resekéniho vykonu, a to jak u déti (Hukkinen M. et al., 2016), tak u
dospélych (Qiu Y. et al. 2015, Tham Y. S. et al., 2018). Dle doporuceni
ESPGHAN je hodnota pro urceni spravného Casu pro provedeni endoskopie
stanovena u déti na > 100 pg/g (Amil-Dias J. et al., 2017).
V nasem prvnim projektu jsme tato zjiSténi potvrdili jen ¢aste¢né, vysledek mlze
byt ale ovlivnén tim, Ze jsme vzorek méli jen od 62 % pacientl. Ve druhém
projektu jsme jiz tuto asociaci potvrdili.

5.5 Tkanovy kalprotektin
V projektu ¢. 2 jsme se zabyvali imunohistochemickym stanovenim CPT
v resekénich okrajich stfeva odstranén¢ho pii ICR. Vyuziti této kombinace
metody a studovaného vzorku neni Casté. Studie zabyvajici se pfimo pacienty a
resekaty po ICR prakticky neexistuji ani u déti, ani u dospélych.

22



U IBD pacientl byl prokazan vyssi pocet CPT-pozitivnich bunék oproti zdravym
kontrolam (Fukunaga S. et al., 2018). Pacientim s UC se vénovala také jedna
star$i studie - vzorky skupiny pacientil s aktivni UC mély signifikantné vyssi
koncentraci CPT oproti kontrolam ¢i1 UC v remisi (p < 0,01) (Liu W. B. et al.,
2005). Ve studii naseho vyzkumného tymu (Fabidn O. et al., 2019) byla potvrzena
dobra korelace mezi histopatologickym ndlezem a T-CPT u détskych pacientl
s UC.

V nasi studii jsme ptfedpokladali pozitivni korelaci mezi vys$Sim poctem CPT-
pozitivnich bunck v okrajich resekatu a pocCtem pacientll s ER, tedy s Rutgeerts
skore > 12. Oproti pivodni hypotéze jsme nalezli asociaci negativni. Pro tento
nalez nemame zadné patofyziologické vysvétleni, nicméné mohl byt zplisobeny
statistickou odchylkou diky niz§imu poctu vySetfovanych pacientli. Soucasné lze
také uvazovat o vlivu délky resekce. Standardné se resekuje stievo
v makroskopicky ,,zdrave® tkani. Nelze tedy vyloucit 1 podil mikroskopického
zanctu, ktery neni viditelny pii operaci. Stejny vysledek jsme zaznamenali 1 pii
adjustaci na BL, nezda se tedy, ze by jednim ze zavadéjicich faktori byl typ
pooperacni 1écby. Nelze takeé vylouc€it, Ze nami zvolena metoda hodnoceni
histopatologického vzorku, tedy pocet CPT-pozitivnich bun€k v nejvice postizené
¢asti vzorku, neni optimalni. Z vysledka nasi studie tedy nelze pro predikci ER
po ICR toto vySetfeni doporucit.

5.6 Histopatologické nalezy

Na zédklad¢ publikovanych dat patfi mezi nélez predikujici ER pfitomnost
myenterické plexitidy (Misteli H. et al., 2015, Lemmens B. et al., 2017, Ferrante
M. et al., 2006). Tento nalez jsme v nasi studii nepotvrdili. Naopak jsme nalezli
dosud nepopsanou asociaci mezi piitomnosti chronické ¢i floridni peritonitidy a

ER, pro potvrzeni tohoto nalezu jsou ovSem tfeba dalsi studie.
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6. Zavér

Ackoli neni u pediatrickych pacienti s CD dostupnych pfilis§ mnoho dat, ktera by
se tykala ER po ICR, zd4 se, Ze je podobné Casty jako u dospélych (38—87 % dle
studii). Tomuto rozmezi odpovidaji i vysledky nasich projekti — 38 % a 52 %.
Ptedoperacni terapie, dle nasich vysledkti, na miru relapsu vliv nema a je mozné,
pii splnéni urc¢itych podminek, nepokracovat v BL.

CRP je snadno dostupny a levny marker, ktery je vhodny pro monitorovani
aktivity onemocnéni. Dle naSich vysledkii nicméné neni idedlni vyuzivat jej
k predikci ¢1 v€asné detekei relapsu onemocnéni po ICR.

Zajimavym prediktorem, ktery je dle naseho nazoru do budoucna nadéjny, je
sérovy ALB. Dle naSich vysledkli jeho koncentrace v dobé operace koreluji
s vySSim rizikem relapsu onemocnéni 6 mésici po ICR. Piestoze jsme
nezaznamenali koncentrace mimo normu, pacienti s relapsem onemocnéni na
1é¢bé AZA jej méli piedoperacné vyznamné niz$i, totéz se tykalo v druhém
projektu pacienti na anti-TNF-a terapii (tedy ptfedpokladany t&éZSi prabéh
onemocnéni). Tato naSe hypotéza se tedy potvrdila.

Predpokladany vyznam vyuziti F-CPT jsme v prvnim projektu nepotvrdili,
nicméné toto mohlo souviset snizkym poctem vzorkl, kter¢ jsme méli
k dispozici. V druhém projektu jiz zvySeni F-CPT béhem sledovani znamenalo
statisticky signifikantni pfitomnost ER.

Zcela novym sledovanym markerem bylo imunohistochemické stanoveni CPT ve
sttevnich bunkach resekati po ICR. Oproti pivodni hypotéze ofekavana vyssi
hodnota CPT-pozitivnich bunék v distalnim 1 proximalnim okraji nekorelovala
snalezy ER pii kontrole v 6 mésicich. Podle tohoto markeru tedy nelze
v soucasné dobé¢ predikovat ptipadné zvySené riziko ER 6 mésicii po ICR.
Idealnim schématem pro pooperacni sledovani pacientti je tedy monitorace F-CPT

v kombinaci s dal$imi zanétlivymi markery (napi. CRP) a klinickym stavem.
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7. Souhrn

Incidence IBD v pediatrické populaci celosvétové nartstd, konkrétni a
ovlivnitelné rizikové faktory tohoto multifaktorialniho onemocnéni, 1 pfes
intenzivni vyzkum v mnoha oblastech, v soucasné dob¢ nezname.

Chirurgické feSeni CD je nedilnou soucasti jeji terapie, ackoli neni povazovéano
za kauzalni. Dle n€kterych dat v détském véku podstoupi operacni vykon az 1/3
pacientil. Pravé niz§i vék pii diagndéze onemocnéni ma vyssi riziko rozvoje
ileocékalni resekce, 1écebné protokoly se u déti a dospélych 1isi. Dospéli pacienti,
ktefi jsou povazovani za nizce rizikove, 1ze ponechat bez imunosupresivni terapie.
Pediatrické pacienty naopak povazujeme za vice rizikové, a proto jsou léCeni
imunosupresivni medikaci 1 po operaci. Standardné¢ se provadi kontrolni
endoskopické vysetieni 6-9 mésicli od ICR.

Brzkd detekce pocinajiciho relapsu onemocnéni po predchozim operaénim
vykonu je zdsadnim faktorem pro v€asnou upravu terapie. F-CPT je znamy jako
velmi dobry marker, ktery predchazi rozvoji klinickych ptiznaki, jak bylo
potvrzeno mnoha studiemi u dospélych a méné u détskych pacientli. Toto zjiSténi
jsme také v projektu €.2 potvrdili. Pii trvajici elevaci F-CPT je nutné provést
kontrolni endoskopii dfive, nez ve stanoveném intervalu. CRP je markerem spiSe
systétmové aktivity zanétu, nicméné k brzkému hodnoceni relapsu onemocnéni
nebo jeho predikci po operacné u pacienti po ICR vhodny neni, jak potvrdila i
velka studie u dospélych pacient - POCER.

Imunohistochemické méteni CPT ve tkanich je velmi malo uZivanou metodou. U
pacientil po ICR pro hodnoceni resekatu nejsou znama Zadnéa dostupna data. Dle
naSich vysledki vys$$i poCet CPT-pozitivnich bunck v resekénich okrajich

resekatu nekoreluje s rozvojem endoskopického relapsu onemocnéni.
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8. Summary

The incidence of IBD in pediatric population is growing worldwide and the
specific and controllable risk factors of this multifactorial disease are currently
unknown despite intensive research in many areas.

Although it is not considered causal, the CD surgical procedures are an integral
part of the therapy. Certain data suggests that in their childhood, up to 1/3 of
patients undergo a surgical intervention. The low age of patients at the time of
diagnosis is the crucial risk factor.

The most frequently performed procedure is ileocecal resection, for which the
therapeutic protocols differ between children and adults. Adult patients, which are
considered to be low risk, do not have to use immunosuppressive therapy.
Pediatric patients, on the other hand, are perceived to be at a higher risk, and thus
are subject to immunosuppressive therapy even after undergoing surgery.
Standardly, the control endoscopy is performed 6-9 months after the ICR. Early
detection of onset relapse of the disease after previous surgical intervention is a
crucial factor for timely change in therapy. F-CPT is regarded as a good marker
which precedes development of clinical symptoms, as has been confirmed by
many studies in adults, and fewer studies in pediatric patients. This finding was
also confirmed in project no. 2 of this thesis. In case of persistent elevation of F-
CPT, it is necessary/imperative to perform control endoscopy earlier than in
previously established interval. CRP servers mostly as a marker of systemic
activity of inflammation, however it is not useful for early evaluation of relapse
or its prediction in patients after ICR, as confirmed by the extensive study in adult
patients — POCER. Immunohistochemical measurement of CPT in tissue is a
scarcely used method. There are no known data available for evaluation of
resection in patients after ICR. According to our results, higher levels of CPT-
positive cells in resection margins do not corelate with development of endoscopic

relapse of the disease.
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10.4 Postery a ustni sdéleni
Ptednésky a ustni sdéleni:

Festival kazuistik Luhacovice 2013 — Zarubova K., Hradsky O., Ohem J.,

Bronsky J. — Za 5 minut 12 (kazuistika na téma ristové poruchy u pacienta
s Crohnovou nemoct)

Festival kazuistik Luhacovice 2014 — Zarubova K., Kotalova R., Hradsky O.,
Bronsky J. — Casovana bomba (kazuistika na téma prehepatalni portalni
hypertenze)

XXX. MEZINARODNI KONGRES SKVIMP 2014 - Zirubové K., Fencl F.,
Konopaskova K., Styblova J., Tejnicka J., Bronsky J. - Nutri¢ni intervence u
pacientl s chronickym stfevnim pseudoobstrukénim syndromem

Pracovni dny détské gastroenterologie, hepatologie a vyzivy 2014 — Zarubova
K. — Hereditarni pankreatitidy u déti

Sympozium détskych IBD kazuistik 2014 — Zarubova K., Skaba R., Bronsky J.
— Méné je n€kdy vice (kazuistika na téma zdvazné perianalni formy Crohnovy
nemoct)

Pracovni dny détské gastroenterologie, hepatologie a vyzivy 2015 — Zarubova
K., Hradsky O., Copové L., Skaba R., Rouskova B., Pos L., Bronsky J. — Podavani
azathioprinu jako prevence relapsu Crohnovy choroby po ileocékalni resekci u
détskych pacientli — follow-up 6 mésict

Sympozium détskych IBD kazuistik 2015 — Zarubova K., Bronsky J. - Jak to
bylo spravné? (kazuistika na téma feSeni komplikaci u Crohnovy choroby)
Sympozium détskych IBD kazuistik 2016 — Zarubova K., Bronsky J. — Pavel a
Dominik (pfednaSka rekapitulujici vyvoj nemoci u dvou pacientil z pfedchoziho

sympozia)
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Sympozium détskych IBD kazuistik 2022 — Zarubova K. — Kalprotektin u IBD
jinde nez ve stolici

Kurzy CLK — détska gastroenterologie (riizna témata) —9/2018, 10/2018, 5/2019,
12/2019, 12/2020, 3/2021, 10/2021, 12/2021, 4/2022

Kurzy CLK — pediatrie (riizna témata) — 11/2019, 11/2020

Postery:
World Congress of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition

Montreal 2016 — Zarubova K. et al - Azathioprine in prevention of endoscopic
recurrence in children with Crohn’s disease after ileocecal resection

ESPGHAN Prague 2017 — Zarubova K. et al - Endoscopic relapse-rate in
Crohn’s disease patients treated postoperatively by anti-TNF for residual disease.
Védecka konference 2. Lékarské fakulty UK 2017 — Zarubova K. et al -
Utinnost vyluéné enteralni vyzivy rtizného sloZeni v indukei remise u détskych
pacientil s Crohnovou chorobou

Védecka konference 2. Lékarské fakulty UK 2020 — Zarubova K. et al -
Vyznam stanoveni tkanoveho kalprotektinu pro predikci rekurence onemocnéni

po ileocékalni resekci u détskych pacientit s Crohnovou chorobou
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