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1. SOUHRN

Cilem predkladané dizertacni prace je dolozit pifinos a limitace
histopatologického hodnoceni bioptickych vzorkd u déti se zanétlivymi
sttevnimi onemocnénimi (IBD) v diagnostice a zejména pak v predikci
komplikovaného pribéhu onemocnéni. Dale si klademe za cil prokazat
pfipadny benefit specializovanéjsich histopatologickych metod v téchto dvou
oblastech.

V prvni fazi naseho vyzkumu jsme se zaméfili na korelaci mikroskopicke
aktivity zanétu s aktivitou hodnocenou endoskopicky a klinicky u déti
s Crohnovou chorobou (CD). Zajimala nas i role histopatologického vySetieni
jako mozného prediktoru rozvoje komplikaci. Vychdzeli jsme z ptedchozich
praci na toto téma v dospélé populaci, které vtomto sméru udavaji jen
limitovany pfinos histopatologického vySetfeni. Nase studie tuto premisu
potvrdila i u détskych pacientt, jelikoz histopatologicky nalez jen slabé
koreloval s endoskopickym nalezem, nekoreloval s klinickou aktivitou
onemocnéni a nepredikoval definované komplikace. Endoskopicka tize
zanétlivého postizeni se oproti tomu ukézala jako vhodny prediktor
komplikovaného pribéhu onemocnéni.

V dalsi fazi vyzkumu jsme se snazili hledat jiné, presnéj$i metody
hodnoceni histopatologické aktivity zanétu, které by mohly slouzit jako
prediktor komplikaci. Zaméfili jsme se na imunohistochemicky prikaz
tkanového kalprotektinu (CPT). Jakozto produkt neutrofili je v pfipadé
aktivniho zanétu v travicim traktu uvolnovan do sliznice a nasledné¢ do lumen
stteva. Dle na$i hypotézy by jeho piimy prikaz ve tkani mohl zpfesnit

hodnoceni aktivniho zanétu u déti s IBD. Provedli jsme na toto téma dvé
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studie, jednu na souboru détskych pacientd s ulcerdzni kolitidou (UC) a
druhou na souboru déti s CD, které podstoupily ileocékalni (IC) resekci a my
stanovovali tkanovy CPT v resekCnich okrajich IC resekatd. V prvni
jmenované studii jsme zjistili, tkanovy CPT sice dobfe koreloval
s mikroskopickou aktivitou zanétu stanovenou standardnimi
histopatologickymi skore, Spatné vSak koreloval s endoskopickou aktivitou
zanétu, hladinami fekalniho CPT a klinickou aktivitou onemocnéni a nemel,
podobné jako samotné histopatologické vysetieni, prediktivni schopnost stran
rozvoje komplikaci. Oproti tomu, hladiny fekalniho CPT i stfedni klinicka
aktivita zanétu (definovana jako Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index >
40) predikovaly nutnost zahéjeni systémové kortikoterapie a terapie 5-
aminosalicylovou kyselinou. Ani ve druhé studii na toto téma jsme
nepotvrdili, ze by zpfesnéni hodnoceni aktivity zanétu v resekénich okrajich
IC resekath predikovalo rozvoj komplikaci, v tomto pfipadé endoskopické
rekurence po 6 meésicich od operace. Jako prediktor se vSak ukazala byt
pritomnost akutni a chronické peritonitidy v resekénich okrajich a dale 1 vyssi
hladiny CRP a nizky sérovy albumin v dob¢ diagnézy a vysoky fekalni CPT v
dobé kontroly.

Tieti oblast naSeho vyzkumu se pak zaméfila na moznosti zlepSeni
diagnostiky détskych IBD. Cilili jsme se na imunohistochemicky prikaz
CD30+ lymfocytd ve stfevni sliznici u déti s CD, UC i neklasifikovanou IBD
(IBDU). Jelikoz dosavadni poznatky o imunopatogenezi IBD naznacovaly, Ze
by déti s UC mohly mit vy$§i hodnoty CD30+ lymfocytl v séru i stfevni
sliznici, rozhodli jsme se tuto detekci vyuzit jako potenciondlni marker
diferenciace v UC. NaSe prace prokazala signifikantni rozdil v poctech CD30+
lymfocytl ve sliznici téméf vSech etazi stteva, s maximem v rektu. Déti s UC

vykazovaly vyrazné vyssi hodnoty CD30+ bunék a podafilo se nam nalézt i
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hodnotu cut-off, schopnou rozlisit mezi CD od UC s t¢éméi 90% senzitivitou a
specificitou. Vysledek dava i nadéji do budoucna v podobé piipadné cilené
anti-CD30 terapie. Sousttedili jsme se i na detekci CD30+ lymfocyti u déti s
IBDU. Nalezeny signifikantni rozdil mezi UC a IBDU pacienty by mohl

v budoucnu selektovat IBDU pacienty s moznou diferenciaci v UC.

2. ABSTRACT

The aim of the presented thesis is to summarize the benefit and limitations
of histopathological assessment of bioptic samples for diagnostics and
prediction of complicated course of the disease in children with inflammatory
bowel diseases (IBD). We would also like to outline a potential benefit of
more sophisticated histopathological methods in these domains.

In the first phase of our research, we aimed at correlation of microscopical
disease activity in children with Crohn’s disease (CD) with activity assessed
endoscopically and clinically. We also examined a histopathology as a
possible predictor of development of complications, since previous works on
adult cohorts indicate only a limited predictive value of microscopy. Our study
confirmed this premise also for pediatric patients, since histopathological
findings correlated weakly with endoscopy, didn't correlate with clinical
activity of the disease and did predict none of the defined complications. On
the other hand, endoscopy appeared to be a reliable predictor of complicated
course of the disease.

In the next part of our research, we searched for other, more precise
methods of assessment of histopathological disease activity that could serve as

predictors of complications. We focused at immunohistochemical assessment
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of tissue calprotectin (CPT). As a product of neutrophils, this substance is
released into mucosa and lumen of the gut in case of active inflammation.
Therefore, we speculated, that direct visualization of this substance could
pecify the assessment of acute inflammation in children with IBD. The first
study was performed on cohort of pediatric patients with ulcerative colitis
(UC), the second on children with CD who underwent ileocecal (IC) resection.
In the second study, we assessed the tissue CPT in resection margins of
resected bowels. In the first study, we demonstrated a good correlation of
levels of the tissue CPT with microscopic activity of the inflammation
established by standard histopathological scores, but a poor correlation with
endoscopy, and no correlation with clinical activity of the disease. The tissue
CPT had no predictive value for complications development, much like
histopathology itself. On the other hand, levels of the fecal CPT and moderate
clinical activity of the disease (defined as Pediatric Ulcerative Colitis Activity
Index > 40) predicted a necessity to initiate a systemic S-aminosalicylic acid
therapy and corticotherapy. Neither the second study confirmed that
immunohistochemical detection of the tissue CPT could predict a complicated
course of the disease, in this case an endoscopic recurrence in 6 months after
ileocecal resection. However, a presence of acute and chronic peritonitis in
resection margins appeared to be a predictor, as well as a low serum albumin
and elevated CRP at the time of diagnosis and high level of the fecal CPT at
the time of endoscopic control.

The third domain of our research focused at improvement of diagnostics of
pediatric IBD. We aimed at immunohistochemical assessment of CD30+
lymphocytes in intestinal mucosa in children with CD, UC and IBD
unclassified (IBDU). Since the current knowledge about IBD

immunopathogenesis indicate that children with UC could have higher levels
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of CD30+ lymphocytes in serum and intestinal mucosa, we decided to use this
detection as a possible marker of UC differentiation. Our work showed a
significant difference in numbers of mucosal CD30+ lymphocytes in almost
all bowel segments, with maximal difference in rectum. Children with UC
showed significantly higher counts of mucosal CD30+ lymphocytes compared
to children with CD. We also found a cut-off that was able to differentiate UC
from CD with almost 90 % sensitivity a specificity. These results are
promising also for a future targeted anti-CD30 therapy. Apart from that, we
focused at detection of CD30+ lymphocytes in children with IBDU. A
significant difference between UC and IBDU we found could shed a light on
biology of IBDU and select IBDU patients with possible future differentiation
towards UC.

3. UVOD

Zanétliva sttevni onemocnéni (IBD) predstavuji skupinu chronickych
systémovych onemocnéni, ktera postihuji pfevazné zazivaci trakt (GIT), a
spadaji do nich Crohnova choroba (CD) a ulcerdzni kolitida (UC). V pfipade,
kdy neni mozné IBD blize zaradit, se pouziva vyraz neklasifikovana IBD
(IBDU). Nejcastéji postizenou skupinou jsou mladi dospéli. U déti se IBD
nejéastdji manifestuji ve druhé dekadé Zivota a incidence v Ceské republice
dosahuje necelych 10/100 000 obyvatel za rok, z ¢ehoz 5/100 000 tvoii CD a
4/100 000 UC (Schwarz J. a Sykora J., 2013). Pti¢ina IBD zistava stale
neobjasnéna. Etiopatogeneticky jde nejspiSe o naruSenou interakci mezi
imunitni bariérou stfevni sliznice a stfevni mikroflérou u geneticky vnimavého

jedince (Day AS. et al., 2012). Klinicka prezentace CD je charakterizovana
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zejména triddou chronickych bolesti bficha, nekrvavého prijmu a tbytku na
vaze. Pro UC je pak typicky krvavy prijem. Diagnostika IBD je
multidisciplindrnim procesem vychézejicim z anamnézy, fyzikalniho vysetieni
pacienta, vysledki laboratornich vysetfeni, endoskopického nalezu, obrazu na
zobrazovacich vySetfenich, mikroskopie a n¢kdy i genetického vySetfeni. V
pfipadé détskych IBD se diagnosticky proces opird o tzv. revidovana Portska
kritéria z roku 2014 (Levine A. et al., 2014). Histopatologicky obraz IBD
odpovida chronické enterokolitidé s naruSenou architektonikou sliznice a v
pfipadé¢ aktivity onemocnéni i s pfitomnosti kryptitidy a kryptovych abscesi.
CD se pak od UC odlisuje zejména kolisanim zanétu a mikroskopickym
nalezem epiteloidnich granulomi (Langner C. et al., 2014). U pacientii na
1écbeé je pak dulezity i adekvatni klinicky, endoskopicky a mikroskopicky
monitoring aktudlni aktivity zanétu. Pro tento ucel slouzi fada skérovacich
systému. Z klinickych je to zejména Pediatric Crohn’s Disease Activity Index
(PCDAI) (Hyams JS. et al., 1991) a Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index
(PUCAI) (Turner D. et al, 2007), z endoskopickych Ulcerative Colitis
Endoscopic Index of Severity (UCEIS) (Navaneethan U. et al, 2012) a
Simple Endoscopic Score for Crohn's Disease (SES-CD) (Daperno M. et al.,
2004). Histopatologickych indexi existuje cela fada, vétsina z nich vSak byla
vytvofena pro pacienty s UC, jen minimum pro CD a Zadny primarné pro
IBDU. Zadny z nich navic nebyl primarné etablovan pro détskou populaci
(Bryant RV. et al., 2014). Mezi nejpouzivanéjsi patii Geboes score (Geboes K.
et al.,, 2000) a Nancy Histological Index (Marchal-Bressenot A. et al., 2017)
pro UC a Global Histologic Activity Score (D’Haens GR. et al., 1998) pro
CD. U pacientti s CD po ileocékalni (IC) resekcei se pak vyuziva Rutgeertsovo
skore pro hodnoceni endoskopické rekurence po 6 mesicich od zakroku

(Rutgeerts P. et al., 1990).
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4. CiLE PRACE

Histopatologie sice hraje zasadni ulohu v diagnostice détskych IBD, jeji
pfinos v ramci kontrolnich endoskopii u pacientli na 1é¢bé je vSak sporny,
zejména u déti. V nasi prvni praci (Fabian O, Hradsky O, Potuznikova K a
spol. Low predictive value of histopathological scoring system for
complications development in children with Crohn's disease. Pathol Res Pract

2017; 213: 353-358) jsme si proto stanovili cile:

* Analyzovat, zda mikroskopicka aktivita zanétu u déti s CD, stanovena
pfislusnym histopatologickym skoérovacim systémem, koreluje s

endoskopickymi a klinickymi skore aktivity zanétu.

» Zjistit, zda histopatologicky skorovaci systém predikuje rozvoj

komplikaci u déti s CD.

V dalsi praci (Fabian O, Hradsky O, Lerchova T a spol. Limited clinical
significance of tissue calprotectin levels in bowel mucosa for the prediction of
complicated course of the disease in children with ulcerative colitis. Pathol
Res Pract 2019; 215: 152689) jsme se zamérili na specializovanéj$i metody
hodnoceni mikroskopické aktivity zanétu u déti s IBD. Jako vhodny
neinvazivni biomarker monitoringu aktivity zanétu slouzi fekalni kalprotektin
(FCPT). Ten vSak muze byt v tad¢ pfipadi falesné negativni i falesné
pozitivni. Proto jsme se zaméfili na jeho detekci pfimo ve tkani metodou

imunohistochemie. Cilem prace bylo:
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* Posoudit, zda muze imunohistochemicky prikaz tkanového CPT
(TCPT) slouzit jako prediktor komplikovaného pribéhu onemocnéni u

déti s UC.

»  Zjistit, zda pocet CPT+ bunék ve stfevni sliznici u déti s UC koreluje s
hladinami FCPT a s histopatologickymi, endoskopickymi a
klinickymi skore aktivity zanétu v dobé diagndzy.

Daéle jsme se soustfedili na prediktory relapsu onemocnéni po 6 mésicich u
déti s Crohnovou chorobou po IC resekei (Zarubova K, Fabian O, Hradsky O
a spol. Predictive value of tissue calprotectin for disease recurrence after
ileocaecal resection in paediatric Crohn’s disease. Odeslano k submisi). Zv1ast
dikladn€ jsme cilili na mikroskopické prediktory, a predevSsim pak na
imunohistochemicky pritkaz TCPT v resekénich okrajich IC resekatd. Cile

studie byly nasledujici:
»  Zjistit, zda pocet CPT+ buné€k v resek¢nich okrajich IC resekatii mize
slouzit jako prediktor endoskopické rekurence v pribéhu 6 mésict od

operace u déti s CD.

» Explorativni analyza s cilem nalézt jiné, mikroskopické ¢i klinické

prediktory rekurence.

» Nalézt prediktory rekurence v oblasti tlustého stfeva a horniho GIT.
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* Posoudit vliv laboratornich nalezii a mikroskopického obrazu v dobé¢

operace na nasledny terapeuticky management.

Posledni prace (Fabian O, Hradsky O, Drskova T a spol.
Imunohistochemical Assessment of CD30+ Lymphocytes in the Intestinal
Mucosa Facilitates Diagnosis of Pediatric Ulcerative Colitis. Dig Dis Sci
2018; 63: 1811-1818) si kladla za cil zptesnéni mikroskopické diagnostiky
détskych IBD. Jelikoz je zanét u UC zprosttedkovan pievazné cestou Th2
lymfocyt a nékteré subpopulace Th2 lymfocytli na svém povrchu exprimuji
antigen CD30, predpokladali jsme, Ze by tito pacienti mohli mit vy$si pocty
CD30+ lymfocytt ve sliznici GIT. Proto jsme chtéli:

* Ov¢rit, zda miZze imunohistochemicky prikaz CD30+ lymfocytd ve

stievni sliznici zptesnit diferencialni diagnézu mezi détskou CD a UC.

»  Zjistit, zda mohou pocty sliznicnich CD30+ lymfocyti u déti s IBDU
slouzit jako Casny prediktor budouci diferenciace smérem k CD nebo

UC.

5. MATERIAL A METODIKA

Soubory pacienti
Vsechny studie byly provadény retrospektiviné na souborech détskych
pacienttl, kterym byla diagnostikovana IBD ve Fakultni nemocnici v Motole

mezi lety 2009 az 2018. Do studii jsme zafazovali pouze pacienty s nove
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diagnostikovanou a nelé¢enou IBD. U vsech pacientl byl zpétné zrevidovan
klinicky, endoskopicky i mikroskopicky nalez a diagnoéza potvrzena
aktualnimi diagnostickymi doporuc¢enimi (revidovana Portska kritéria z roku
2014). Mikroskopicka, endoskopickda a klinickd aktivita zanétu byla
objektivizovana  uzitim  pfislusSnych  skorovacich  systémid. Z
histopatologickych skore byly pouzity GHAS pro CD, Geboes score a Nancy
Histological Index pro UC a ndmi nové etablované univerzalni skére pro
pacienty s IBDU. Hodnoceno bylo ve vét§ing ptipadi 6 standardné zvolenych
etazi stfeva (terminalni ileum, cékum, colon ascendens, colon transversum,
colon descendens a rektum). Endoskopicky obraz byl hodnocen uzitim SES-
CD a UCEIS. Klinicka aktivita zanétu byla stanovena prostfednictvim PUCALI
a PCDAL Do studie zahrnujici pacienty po IC resekci jsme zatadili vSechny
deéti s CD, které podstoupily ve Fakultni nemocnici v Motole IC resekci s
primérni anastomé6zou a zaroven u nich byla 6 mésicii po resekci (diive v
pripadé znamek klinického relapsu) provedena endoskopicka kontrola s

odbérem bioptickych vzork.

Zpracovani bioptického materialu

Endoskopicky odebrané vzorky i material z chirurgickych resekci byly
fixovany v 10% pufrovaném formolu. Drobné endoskopické vzorky byly
zpracovany v celém rozsahu, v pripadé IC resekatit byl proveden
reprezentativni odbér vzorkd z vice mist vCetné resekénich okraji. Vzorky
byly nasledné zality do parafinovych blo¢kd a zhotoveny byly fezy o tloust'ce

1 mikrometr, které byly nasledné barveny hematoxylinem a eozinem.
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Imunohistochemické vySetieni

Podstata imunohistochemického vySetieni spoCiva ve vazb¢ specifické
primarni protilatky na zkoumany antigen a jeji naslednd enzymaticka
vizualizace sekundarni protilastkou s navazanym biotin-avidinovym
komplexem. V naSich studiich jsme imunohistochemicky detekovali
pfitomnost antigeni CD30 (klon Ber-H2, Cell Marque, fedéni 1:50) a
kalprotektinu (klon MAC387, Invitrogen, fedéni 1:1000).

6 VYSLEDKY STUDII A DISKUZE

6.1 Prediktivni hodnota histopatologického skorovaciho systému u déti s

komplikovanym pribéhem Crohnovy choroby

Do studie bylo zahrnuto 63 pacientd s CD. Ti byli sledovani po dobu
minimalné jednoho roku, zda nerozvinou nékterou z nasledujicich komplikaci:
strikturu neprostupnou pro endoskop nebo s prestenotickou dilataci,
intraabdominalniho absces nebo pistél, fistulujici perianalni onemocnéni nebo
nutnost zahajeni anti-TNF terapie.

Devatenact pacientii ze souboru rozvinulo komplikace (15 nutnost nasazeni
anti-TNF terapie, 3 intraabdominalni absces, 1 strikturu). Mezi skupinami
pacientl s a bez komplikaci nebyl nalezen signifikantni rozdil v GHAS (p =
0,136) ani PCDAI (p = 0,934). Byl vsak prokazan rozdil v SES-CD (p =
0,046). SES-CD > 15 bodl se navic ukdzalo byt nezavislym prediktorem
rozvoje komplikaci (HR = 3,20; p = 0,04). Déle jsme prokézali jen slabou
korelaci mezi GHAS a SES-CD (r = 0,48; p = 0,0001) a Zadnou korelaci mezi
GHAS a PCDAI (r = 0,15; p = 0,24).
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Diskuze

Histopatologickych skorovacich systémii pro IBD je zna¢né mnozstvi,
vétSina z nich je vSak vytvorena pro UC, minimum z nich je validovanych a
zadné neni vytvofené primarné¢ pro détské pacienty Ci pacienty s IBDU.
Korelace pfislusnych skore s endoskopickym nalezem neni ideélni, zejména u
pacientt s CD zdtvodu kolisavého charakteru zanétu (Geboes K. et al.,
2005). Endoskopie, ktera dokaze prehlédnout cely lumindlni povrch stfeva, v
tomto podava validngjsi informaci. Prognosticky vyznam mikroskopie je u
pacienti s IBD také sporny a u déti nebyla prediktivni schopnost
histopatologickych skérovacich systémit v dob€ nasi studie jesté zkoumana
(Riley SA. et al., 1991; Wright R. a Truelove SR., 1966, Baars JE. et al.,
2012). V nasi studii se GHAS, v souladu s ptedpoklady, neukéizal byt
prediktorem komplikaci u déti s CD. Oproti tomu, SES-CD > 15 bodu se

ukazalo byt nezavislym prediktorem rozvoje komplikaci.

6.2 Prediktivni hodnota imunohistochemického prikazu tkafového

kalprotektinu u déti s komplikovanym priibéhem ulcerézni kolitidy

Do studie vstoupilo 49 pacientti s UC, u kterych byl nasledné proveden
imunohistochemicky prikaz TCPT ve tkanovych fezech a kvantifikovan pocet
CPT+ bunék na 1 zorné pole mikroskopu s velkym zvétSenim (HPF). Pacienti
byli nasledné sledovani po dobu minimalné jednoho roku, v jehoz prubéhu
jsme patrali po pfitomnosti konkrétnich komplikaci, které jsme rozdélili do tii
podskupin podle své zavaznosti (pficemz skupina A byla povazovana za

(definované jako PUCAI > 65), nutnost kolektomie a nutnost zahajeni anti-
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TNF terapie; do skupiny B nutnost zahajeni systémové kortikoterapie (CS) a
do skupiny C nutnost zahdjeni systémové terapie S-aminosalicylovou
kyselinou (5ASA).

Hladiny TCPT ani hodnoty UCEIS, Geboesova skore ¢i Nancy
Histological Index nepredikovaly zadnou z danych komplikaci. Nicméné,
hladiny FCPT a stfedni klinickd aktivita zanétu (definovana jako PUCAI > 40)
se ukazaly byt nezavislym prediktorem cild B (HR 0,422 pii p = 0,04 pro
FCPT a HR 2,98 pfi p = 0,048 pro PUCAI) a C (HR 2,517 pii p = 0,026 pro
FCPT a HR 0,98 pti p = 0,048 pro PUCALI. Dale byla nalezena dobra korelace
mezi mediany hodnot TCPT a obou histopatologickych skore (k = 0,65 pro
Geboesovo score a k = 0,62 pro Nancy Histological Index pfi p < 0,001) (obr.
6). Slabou korelaci jsme pak prokazali mezi TCPT a UCEIS (k = 0,38; p =
0,02), mezi TCPT a FCPT (k = 0,44; p = 0,01) a mezi TCPT a PUCAI (k =
0,42; p = 0,01). FCPT pak slabé koreloval s histopatologickymi skore (k =
0,39 pii p = 0,025 pro Geboesovo score a k = 0,38 pii p = 0,03 pro Nancy
Histological Index) a UCEIS (k = 0,36; p = 0,039) a nekoreloval s PUCAI (k
=0,63; p=0,006).

Diskuze

FCPT je dobry neinvazivni marker aktivity stfevniho zanétu, neni vSak
etiologicky specificky, nelze na jeho zakladé urcité presnou lokalitu aktivity
zanétu a v fadeé pripadli muze byt faleSné pozitivni ¢i negativni (Kolho KL. et
al., 2012; Poullis A. et al., 2004, Degraeuwe PL. et al., 2015). Jeho pfima
detekce ve tkani by tak mohla zpfesnit hodnoceni aktivity zanétu a tim i
prispét k odhadu dal§iho pribéhu onemocnéni. Jelikoz jsme v nasi studii
nalezli dobrou korelaci mezi TCPT a histopatologickymi skore aktivity

zanétu, TCPT tak nejspise skutecné validné odrazi aktualni tizi mikroskopické
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aktivity onemocnéni. Nicmén¢, TCPT ani histopatologicka skore
nepredikovaly Zadnou z nami definovanych komplikaci. Dolozili jsme vSak
schopnost FCPT predikovat v dob¢ diagnozy nutnost zahajeni systémové CS a
SASA terapie, coz je v souladu s piedchozi studii Theede K. a spol. (Theede
K. et al.,, 2016), dokladajici schopnost FCPT predikovat relaps u pacientl v
klinické remisi. Obdobnou prediktivni hodnotu v nasi praci meéla i stfedni

klinicka aktivita onemocnéni (PUCAI > 40).

6.3 Tkarnovy kalprotektin jako prediktor rekurence Crohnovy choroby u

déti po ileocékalni resekei

U 48 déti s CD po IC resekcei byla nejprve dohledana zékladni klinické a
chirurgickd data (jiné provedené chirurgické zakroky kromé IC resekce;
rozsah resekce; typ terapie; pritomnost penetrujiciho postizeni; hladiny FCPT
a zéakladni laboratorni data), a dale byl zpétné zrevidovan histopatologicky
material z resekénich okraji IC resekatl, kde bylo patrano po pfitomnosti
nasledujicich mikroskopickych proménnych (intenzita chronického zanétu;
intenzita aktivniho zanétu; intenzita eozinofilni zanétlivé celulizace; porucha
architektoniky sliznice; epiteloidni granulomy; bazalni plazmocytdza;
pylorickd metaplazie; fibrotizace; lymfocytarni lymfangiitida; transmuralni
lymfatické agregaty; submukozni plexitida; myentericka plexitida; hyperplazie
myenterického plexu; obliterativni vaskulopatie; akutni fibrin6zné-hnisava
peritonitida; chronickd adhezivni peritonitida). Na biopticky material z
proximalniho i distalniho resekéniho okraje byl nasledné¢ proveden
imunohistochemicky prtikaz TCPT a byly kvantifikovany pozitivni buiiky na 1
HPF. V dalsi fazi byla zhodnocena mikroskopickd a endoskopicka aktivita
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zanétu z kontrolni endoskopie po 6 mésicich uzitim GHAS a Rutgeertsova
skore a bylo patrano po znamkach endoskopické rekurence v dolnim i hornim
GIT.

Dvacet pét pacientd mélo v dob¢ kontroly znamky endoskopické rekurence
v misté anastomozy. Z ostatnich pacientll pak 1 vykazoval znamky rekurence
v tlustém stfevé a 4 v hornim GIT. Nebyla nalezena zZadna souvislost mezi
poctem CPT+ bun¢k v distalnim resekénim okraji a rozvojem rekurence. Z
dalSich histopatologickych znakli byla s rozvojem rekurence asociovana
pritomnost akutni a chronické peritonitidy (OR = 4,15; p = 0,048). Z ostatnich
testovanych proménnych byly s rozvojem rekurence asociovany nizka sérova
hladina albuminu v dobé€ diagnézy i v dobé endoskopické kontroly po 6
mésicich, avSak pouze po adjustaci na podskupinu pacienti na biologické
terapii (OR =0,851; p =0,039 v dob¢ diagnozy, OR = 0,759; p=0,011 v dob&
kontroly), a dale vyssi hodnoty CRP v dobé endoskopické kontroly (OR =
2,21; p<0,001).

Diskuze

Prediktory endoskopické rekurence po IC resekci jsou u dospélych
pacientli znamy a jsou jimi piedev§im koufeni, predchazejici intestinalni
resekce, pritomnost penetrujiciho onemocnéni, pritomnost perianalniho
onemocnéni a nutnost extenzivni resekce (de Cruz P. et al., 2015, Buisson A.
et al, 2012). Z histopatologickych znakl pak mezi doloZené prediktory patii
pritomnost aktivniho zanétu a myenterické a submukézni plexitidy v
resek¢nich okrajich (Misteli H. et al., 2015; Lemmens B. et al., 2017;
Bressenot A. a Peyrin-Biroulet L., 2015). Studie na détské populaci jsou
limitované. Dle naSich vysledki nelze imunohistochemii doporucit jako

vhodny prediktor pooperacni rekurence. Oproti predchozim studiim na
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dospélych pacientech jsme neprokazali ani prediktivni hodnotu myenterické ¢i
submukozni plexitidy. Potencionalnim novym histopatologickym prediktorem
by ale mohla byt pfitomnost akutni i chronické peritonitidy v resekénich
okrajich. FCPT je standardn¢ pouzivan jako neinvazivni biomarker pooperacni
rekurence (Hukkinen M. et al., 2016, Kamath AF. et al., 2017). Nase vysledky
rekurence ukézala byt hladina CRP v dobé endoskopické kontroly. Lze tak
predpokladat, Ze na rekurenci mtize mit vliv i pfitomnost systémového zanétu,
pficemz hladiny FCPT mohou byt po vynéti postizené C¢asti stieva
normalizované. Daéle naSe prace potvrzuje vysledky ptedchozi prace od
Zarubové K. a spol. (Zarubova K. et al, 2017), dokladajici prediktivni
hodnotu nizké hladiny albuminu u déti léCenych pouze monoterapii
azathioprinem. NaSe prace tento zaveér potvrzuje i u pacientli na biologické
terapii. V rozvoji pooperacni rekurence tak nejspiSe bude hrat roli i nutri¢ni

status pacienta.

6.4 Diagnosticky pfinos imunohistochemické detekce CD30+ lymfocyti ve

stievni sliznici u déti se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi

Do studie vstoupilo 33 pacientt s CD, 30 s UC a 11 s IBDU. U vsech
pacientii byl proveden imunohistochemicky prikaz antigenu CD30 na
bioptické vzorky stfevni sliznice. CD30+ lymfocyty pak byly pocitany na 1
HPF. Ve vsech segmentech stieva s vyjimkou céka a colon ascendens se nam
podafilo najit statisticky signifikantni rozdil v medidnech, primérnych
hodnotdch i maximalnich hodnotaich CD30+ lymfocytd mezi CD a UC

pacienty. Nejvyssi rozdil byl nalezen v oblasti rekta (p < 0,001). Na zaklade
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analyzy plochy pod kfivkou jsme pro rektalni lokalizaci nasledné nalezli
hodnotu cut-off 2,5 pozitivnich bunék, které bylo schopné rozlisit CD a UC s
83% senzitivitou a 90% specificitou. Tento rozdil byl nezavisly na
endoskopické i mikroskopické aktivité zanctu (p < 0,0001). Nalezena hodnota
cut-off byla nasledné pouzita pro analyzu skupiny pacientti s IBDU. Nebyl
nalezen rozdil mezi pacienty s CD a IBDU (p = 0,8), avSak byl prokazan
rozdil mezi IBDU a UC (p = 0,007).

Diskuze

Vysledky nasi prace koresponduji s praci Flores C. a spol. (Flores C. et al.,
2015), dokladajici vyssi hladiny CD30+ lymfocyti v nejpostizené€jsi Casti
stteva u dospélych pacientd, a také s praci od Giacomelli R. a spol.
(Giacomelli R. et al., 1998), dokladajici vyssi hodnoty CD30 u pacienti s UC
v séru. Rozdily byly nezavislé na intenzité zanétu, a tudiZ nami nalezena
hodnota cut-off by mohla byt pouzitelna i pro pacienty s jen mirnym zanétem
v rektu. Vysledky nasi prace dale naznacuji, ze pacienti s UC by mohli v
budoucnu profitovat z cilené anti-CD30 terapie, kterd je v soucasné dobé
zvazovana u pacientd s nékterymi typy lymfomu (Schirrmann T. et al., 2014;
Fabbri A. et al., 2017). U pacientt s IBDU, zejména téch refrakternich k
dosavadni terapii, by vyssi hladiny CD30+ mohly pfedstavovat znak budouci
diferenciace v UC. Otazkou pak zlstava i samotna biologicka povaha IBDU.
Nami nalezeny signifikantni rozdil mezi IBDU a UC v poétech CD30+
lymfocytl by tak mohl znamenat, Ze IBDU ma biologicky blize k CD.
Nicméné, souCasna 1é¢ebna strategie u IBDU pacientil je mnohem blizsi UC

nezli CD (Turner D. et al., 2012). Nabizi se tak otazka, zda by pacienti s
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IBDU nemohli profitovat ze zmény terapie. Tato hypotéza je vSak zaloZena na

velmi malém poctu déti v IBDU skupiné a musi byt ovétfena dal$imi studiemi.

7 ZAVERY

7.1. Prediktivni hodnota histopatologického skérovaciho systému u déti s

komplikovanym pribéhem Crohnovy choroby

* Mikroskopicka aktivita zanétu stanovend skoérovacim systémem
GHAS jen slabé koreluje s endoskopickou aktivitou zanétu a

nekoreluje s klinickou aktivitou zanétu u déti s CD.

» Histopatologicky skorovaci systém nemutze byt doporucen jako

vhodny prediktor komplikovaného pribéhu onemocnéni u déti s CD.

*  Oproti tomu endoskopicka aktivita zanétu stanovena pomoci SES-CD
muze slouzit jako nezavisly prediktor rozvoje komplikaci u détské

CD.

7.2. Prediktivni hodnota imunohistochemického prikazu tkanového

kalprotektinu u déti s komplikovanym priibéhem ulcerézni kolitidy

* Byla nalezena dobrd korelace hladiny TCPT s histopatologickymi
skore aktivity zanétu u déti s UC; nicmén¢ hladina TCPT se neukazala

byt vhodnym prediktorem komplikovaného prib&hu onemocnéni.
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* Hladiny FCPT v dob¢ diagnézy a stfedni klinicka aktivita zanétu
stanovend pomoci skorovaciho systému PUCAI se ukazaly byt

nezavislymi prediktory nutnosti zahajeni CS a SASA terapie.

7.3. Tkanovy kalprotektin jako prediktor rekurence Crohnovy choroby u

déti po ileocékalni resekei

* Hladiny CPT+ bunék v resek¢énich okrajich IC resekati nejsou
prediktorem endoskopické rekurence onemocnéni po 6 mésicich u déti

s CD.

*  Nizky sérovy albumin a vysoké CRP v dob¢ operace a vysoky FCPT v
dobé endoskopické kontroly po 6 mésicich predikovaly rozvoj

endoskopické rekurence.

7.4. Diagnosticky prinos imunohistochemické detekce CD30+ lymfocyti

ve stievni sliznici u déti se zanétlivymi stievnimi onemocnénimi

» Histopatologické vysetieni bioptickych vzorki stfevni sliznice u déti s
IBD spolu s imunohistochemickym prikazem CD30+ lymfocytd v
rektu by mohly byt slibnym nastrojem k lepSimu rozliseni CD a UC v

détském veéku.

» Déti s UC by mohly v budoucnu profitovat z cilené anti-CD30 terapie.
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