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Abstrakt

Zangtliva stfevni onemocnéni (IBD) predstavuji skupinu chronickych, polygenné
podminénych onemocnéni postihujicich primarné gastrointestindlni trakt, jejichz incidence v dospélé
1 détské populaci globalné nartistd. Mezi tyto nemoci fadime Crohnovou nemoc (CD), ulcerdzni
kolitidu (UC) a tzv. neklasifikovatelné IBD (IBD-U). Fekalni kalprotektin (FC) je markerem zanétu
u IBD a jeho hladiny koreluji s aktivitou onemocnéni definovanou klinickymi parametry,
endoskopickym ndlezem a histologii. Soucasnad lékatrskd praxe je spojena s dostupnosti velkého
mnozstvi klinickych dat a snahou jejich efektivniho uplatnéni v procesu medicinskeho rozhodovani
takovym zplsobem, aby bylo dosazeno maximdlni mozné redukce rizika nepiiznivého pribcéhu
onemocnéni a vyskytu s onemocnénim a/nebo 1é€bou asociovanych komplikaci.

Primérnim cilem disertacni prace je vyuziti metod biomedicinské informatiky v oblasti
pediatrickych IBD v procesu ovéieni FC v predikci aktivity onemocnéni a odpovédi na 1écbu, hledani
dalSich potencionalnich prediktivnich faktorti a tvorbu predikénich modeld pro konkrétni klinické
situace.

Zjistili jsme, ze na zaklad¢ vyvoje hladin FC v ¢asné fazi indukéni 1é€by pomoci vyhradni
enteralni vyZivy nelze rozhodovat o dal§im vedeni terapie. Ovéfenim domaciho testu na stanoveni
koncentrace FC ve stolici jsme poukazali na jeho mozné benefity pro urychleni procesu rozhodovani,
nicméné s nutnosti konfirmace vysledku klasickymi laboratornimi metodami. Definovanim
vyvazeného cut-off metabolitli azathioprinu k predpovédi dosazeni efektivnich hladin infliximabu
jsme ziskali vhodny nastroj pro optimalizaci kombinované terapie u pacientti s CD. Srovnanim dvou
preparatl prvni linie biologické 1é€by jsme upozornili na pottebu zohlednéni nalezenych rizikovych
faktorti pfi volbé& terapie. Zjistili jsme, Ze induk¢ni 1é¢ba nehraje zasadni roli v délce trvani remise
onemocnéni u pacientll s nekomplikovanou CD soucasné uzivajicich azathioprin. Zdivodnili jsme
vhodnost suplementace vitaminu D u détskych pacientti s IBD a poukézali na moznost redukce diiveé
indikovanych vySetieni u asymptomatickych jedinci.

Nové poznatky vyplyvajici z realizovanych studii s sebou pifinadsi moznost exaktnéjsSiho a

individualné zamétreného pristupu v procesu klinického rozhodovani.

Klicova slova: fekalni kalprotektin, predikce, zanétliva sttevni onemocnéni



Abstract

Inflammatory bowel diseases (IBD) are a group of chronic, polygenic diseases primarily
affecting the gastrointestinal tract, with an increasing incidence in both adult and paediatric
populations globally. These diseases include Crohn's disease (CD), ulcerative colitis (UC) and so-
called IBD unclassified (IBD-U). Fecal calprotectin (FC) is a marker of inflammation in IBD and its
levels correlate with disease activity as defined by clinical parameters, endoscopic findings and
histology. Current medical practice is associated with the availability of a large amount of clinical
data and the desire to apply it effectively in the medical decision-making process in such a way as to
achieve the maximum possible reduction in the risk of adverse disease course and the occurrence of
disease- and/or treatment-associated complications.

The primary goal of this dissertation is to apply biomedical informatics methods to paediatric
IBD in the process of validating FC in predicting disease activity and response to treatment, searching
for additional potential predictive factors, and developing prediction models for specific clinical
situations.

We found that the development of FC levels in the early phase of induction therapy with
exclusive enteral nutrition cannot be used as a basis for further management. By validating a home
test for the determination of FC concentration in stool, we pointed out its potential benefits for
speeding up the decision-making process, however, with the need to confirm the result by
conventional laboratory methods. By defining a balanced cut-off of azathioprine metabolites to predict
the achievement of effective infliximab levels, we obtained a suitable tool for optimizing combination
therapy in CD patients. By comparing two first-line biologic therapy agents, we highlighted the need
to consider the identified risk factors in the choice of therapy. We found that induction therapy does
not play a major role in the duration of disease remission in patients with uncomplicated CD
concomitantly taking azathioprine. We justified the appropriateness of vitamin D supplementation in
paediatric patients with IBD and highlighted the possibility of reducing previously indicated testing
in asymptomatic individuals.

The new findings from the conducted studies bring with them the possibility of a more exact

and individualized approach in the clinical decision-making process.

Key words: faecal calprotectin, prediction, inflammatory bowel disease
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1. Uvod do problematiky

1.1. Rozhodovani v mediciné

Soucasti klinického rozhodovani je jednak co nejlépe predpoveédét progndzu konkrétniho
pacienta charakterizovaného mnohymi dal$imi faktory nez jen samotnym onemocnénim a dale urcit,
ktery z diagnostickych nebo terapeutickych pfistupti by tomuto konkrétnimu pacientovi piinesl
nejvetsi prospeéch. Z tohoto diivodu je snahou identifikovat specifické znaky pro jednotlivé klinické
situace, které by umoznily standardizaci rutinniho rozhodovaciho procesu v okamziku, kdy je mozné
ovlivnit budouci vysledek. Cilem tohoto pfistupu je napliiovani principii precizni mediciny
umoznujici minimalizaci rizika nepfiznivého prubéhu onemocnéni a rozvoji s onemocnénim a/nebo
1écbou asociovanych komplikaci na urovni konkrétniho pacienta. VSechny plvodni prace sdéleni
spojuje primarni zdmeér prispét ke zlepSeni péce o détské pacienty se zanétlivymi stfevnimi
onemocnénimi diky nové identifikovanym moznostem predikce konkrétniho klinického jevu za

vyuziti metod biomedicinské informatiky.

1.2. Prediktivni modelovani

Prediktivni modelovani slouzi k vytvofeni nastroje k ptfedpoveédi bud’ konkrétni ciselné
hodnoty urcité veliiny, nebo k odhadu, zda dojde nebo nedojde k urcité¢ udalosti. K vytvoteni
predikéniho modelu lze pouzit rlizné metody, které lze obecné rozdélit do dvou kategorii:
matematické/ statistické modelovani a pocitaové modelovani s vyuZitim metod strojového uceni.

Collins et al. vytvoril doporuceni pro tvorbu klinickych predik¢nich modelit — TRIPOD
(Transparent reporting of a multivariable prediction model for individual prognosis or diagnosis)’.
Navic Steyerberg v roce 2019 aktualizoval svoji praci popisujici tzv. sedm krokti modelovani 2. Ideélni
studie s cilem tvorby predikéniho modelu by dle jeho doporuceni méla dodrzet nasledujici pravidla:
vybér spravného designu studie, urceni potfebné velikosti souboru, pfi tvorbé modelu pak vhodnou
transformaci proménnych, vhodny zpusob, jak se vypotradat s netplnymi udaji, a predevS§im spravny

vybér prediktord. V rdmci samotného modelovani neopomenout hodnoceni funkénosti modelu a jeho



validace. Vnitini validace modelu se pak vypofadava s problémem piesyceni modelu a zevni s otdzkou
zobecnitelnosti modelu.

Steyerberg definoval oblast vefejného zdravi, klinickou praxi a lékaisky vyzkum jako tii
hlavni aplikacni odvétvi pro klinické predikéni modely. Pro vyuziti v klinické praxi mame nékolik
moznosti: (I) rozhodnout, zda pottebujeme dalsi testovani, na zdkladé¢ predikce pravdépodobnosti
zakladniho onemocnéni (napf. poskytnout invazivni a nakladny test pacientim s vysokym rizikem
rozvoje onemocnéni, abychom snizili zbytecné poskozeni; (II) rozhodnout, zda potiebujeme zahajit
1éCbu/pouzit intenzivnéjsi 1écbu/provést nakladovou efektivitu 1écby/odlozit 1écbu pomoci
rozhodovaci analyzy (napft. 1é¢bu zahajime po diagnostickém zpracovani, pokud je pravdépodobnost
diagnézy vyssi nez léCebny prah (pravdépodobnost, kdy se ocekavany piinos 1écby rovna
oc¢ekavanému piinosu vyhnuti se 1écb€)); (III) rozhodnout, zda potifebujeme operaci, vyvazenim

kratkodobych rizik (napt. 30denni mortalita) a dlouhodobych rizik (napt. dlouhodobého pieziti) 3.

1.3. Zanétliva stievni onemocnéni

Zanétliva sttevni onemocnéni (Inflammatory bowel disease, IBD) piedstavuji skupinu
chronickych, polygenné podminénych onemocnéni postihujicich primarné gastrointestinalni trakt.
Mezi tyto nemoci fadime Crohnovou nemoc (Crohn’s disease, CD), ulcer6zni kolitidu (Ulcerative
colitis, UC) a tzv. neklasifikovatelné IBD (IBD unclassified, IBD-U) *. Nicméné klasifikace IBD je
slozitd a vyznaCuje se mnoha vzacnymi fenotypy, které jsou atypické nebo neobvyklé. Vyzaduje
rozpoznani typickych znakti CD a UC, identifikaci atypickych fenotypi, které jsou stale v souladu s
diagnézou CD nebo UC, a znalost téch faktort, které vylucuji diagnézu jednoho nebo druhého °. Stale
aktualn&jsim tématem je klasifikace onemocnéni ve vztahu k odpovédi na zvolenou terapii °.

Ptiznaky IBD souvisi piedevSim s chronicky probihajicim zanétlivym postiZenim
gastrointestindlniho traktu %, Krvavy prjem je nejéast&jsim piiznakem UC, zatimco CD se miize
projevovat neurcitou bolesti bficha, priijmem, nevysvétlitelnou anémii, horeckou, ztratou hmotnosti
nebo zpomalenim ristu. Klasickd ,,tridda“ bolesti biicha, prijmu a hubnuti se vyskytuje pouze u 25%
pacienti s CD °. Extraintestinalni projevy, mezi které patii napf. artritida, kozni projevy (erythema
nodosum, pyoderma gangrenosum) nebo uveitida, se mohou projevit pti diagnoze u 6 % az 23 % déti
s vyssi frekvenci u déti starsich 6 let 71011,

Etiologie IBD nebyla dosud spolehlivé popsdna. Na rozvoji imunitné podminéného stievniho



zanétu se s velkou pravdépodobnosti podili kombinace vice faktori u geneticky disponovaného
jedince, proto mluvime o polygenné podminénych multifaktoridlnich onemocnénich. Je ziejmé, ze

12,13

zde zasadni vyznam hraji faktory zevniho prostiedi . Existuji také vzacné se vyskytujici

monogenné podminéné typy IBD, kde je fenotyp onemocnéni definovan konkrétnim genetickym
defektem a zevni prostiedi nehraje prakticky zadnou roli 4716,

Vyskyt IBD je charakterizovan vyznamnou geografickou rozdilnosti '"!°. Nicméng, tyto
rozdily se s narustajici industrializaci v oblastech s rychlym socio-ekonomickym rozvojem postupné
zmensuji 71820, Pocet pacientii s diagnézou IBD v zemich ,,zapadniho svéta® se nestabilizoval a i
nadale narfistd '°22. Odhaduje se, Zze v Evropské unii je IBD postizeno 1,3 milionu obyvatel, a
piedpoklada se, Ze do roku 2030 bude prevalence dosahovat 1 % 7!, Celkovy trend incidenci CD i
UC u déti je neptiznivy a poukazuje na nartst poctu déstkych IBD (v roce 2022 byla v zapadni Evropé
uvadéna incidence v rozmezi 5,4-17,4 / 100 000 s odhadovanou prevalenci 58,9-66,3 / 100 000) 3,
V Ceské republice je incidence nasledujici: CD 5,2-6,2 / 100 000 a UC 2,8-3,4 / 100 000 2,

Diagnoza IBD v détském véku je dle soucasnych doporuceni mezinarodnich spole¢nosti
stanovena az po provedeni endoskopického vySetfeni gastrointestindlnitho traktu —
ezofagogastroduodenoskopie a totdlni koloskopie do terminalniho ilea s histologickym vySetfenim
bioptickych vzorkl ze v§ech vizualizovanych etdzi a zobrazeni tenkého stieva (nejcasteji magnetickou
rezonanéni enterografii, MRE) a jejich zhodnoceni podle tzv. Portskych kritérii, jez byly

aktualizovany *2°.

IBD. Pro klinickou praxi byl na zakladé systematického prohleddni dostupné literatury a nazort
odbornikil navrzen tzv. ,, Treat-to-Target™ koncept s definici optimalnich 1éebnych cilti. Zamérem
tohoto ptistupu je selektovat pacienty z pohledu co nejptesnéjsi predikce nekomplikovaného prabéhu
onemocnéni 2. V tomto ohledu pak sehrdvaji diileZitou roli informace o rozsahu a chovani
onemocnéni, véku pacienta, pfitomnosti poruchy ristu, vyskytu moznych nezddoucich ucinka
souvisejicich s 1é¢bou a kvalité Zivota pacienta 2’. Terapeutické piistupy jsou v sou¢asnosti mnohem
promptnéjsi neZ v minulych dekadach, coz znamena, Ze pacienti jsou jiZ v po€atecnich stadiich nemoci
(pfedev§im u CD) stale castéji l1éCeni intenzivni terapii. I pfesto je v 1écb& pacientll s nové
diagnostikovanou nekomplikovanou formou CD doporuc¢ena indukce remise pomoci specialni diety
27.28 'V piipadé intolerance nebo nedostate¢ného efektu dietnich opatieni je mozné v ramci indukce
remise pristoupit k podani kortikosteroidi nebo zvolit kombinovanou antibiotickou terapii .

Soucasné s indukéni 1écbou se doporucuje zahajeni udrZzovaci terapie s pouzitim thiopurinii nebo



methotrexatu 332, V ptipadé jedincii s rizikem komplikovaného priibéhu je indikovana eskalace
terapie ihned v tivodu s pouzitim preparatii biologické 1éEby, a to priméarné protilatky proti tumor-
nekrotizujicimu faktoru alfa (aTNF) infliximabu (IFX) nebo adalimumabu (ADA) ?’. U &4sti pacienti
s lokalizovanou formou CD s piitomnosti striktury v ileocékalni oblasti je zde moznost chirurgické
1é¢by, a to provedeni ileocékalni resrekce 27. V 16¢bé UC mé zésadni vyznam objektivni hodnoceni
intenzity onemocnéni. U détskych pacientl je vyuzivan klinicky index aktivity onemocnéni PUCAI,
ktery té&sné koreluje s endoskopickou aktivitou kolitidy **2*. Podle definitivniho skore se voli
teraputicky postup — u mirné az stfedn¢ aktivniho onemocnéni Ize zahajit monoterapii 5-
aminosalicylaty (SASA); od stiedn€ zavaznych UC by se mélo zvazit podani systémovych kortikoidu.
U pacientd s trvajici aktivitou onemocnéni nebo s opakovanymi relapsy se doporucuje do terapie
ptfidat thiopuriny. Preparaty biologické 1écby jsou volbou pro jedince s kortikodependentni nebo
chronicky aktivni formou onemocnéni. V piipadé zZivot ohrozujici akutni t€zké kolitidy se fidime
piesné definovanym postupem?®.

Jednotlivé preparaty biologické 1éCby se lisi charakterem i mirou rizika rozvoje nezadoucich
ucinkii. U aTNF je nejcastéjSim projevem kozni 1éze psoriasiformniho, méné frekventné atopického

charakteru 3.

Mezi nejcastéjsi negativni projevy 1écby thiopuriny patii gastrointestindlni
symptomatika intolerance, reakce alergického typu, myalgie a artralgie, suprese kostni dfen¢ a rozvoj
akutni pankreatitidy *"*%. Nejobavangj$im, i kdyz vzadcnym, rizikem je rozvoj n&kterych malignich

diagnoz *°.

1.4. Fekalni kalprotektin

Fekalni kalprotektin (FC) je markerem zanétu pro sledovani pacientt s IBD. Jak u dospélych,
tak u déti se ukazalo, Ze hladiny FC koreluji s aktivitou onemocnéni definovanou klinickymi
parametry, endoskopickym nalezem a histologii “***. FC je i dle aktualnich doporuceni povazovan za
vhodny marker pro monitoraci remise i relapsu IBD 2. Jeho velké variabilita viak pfind$i mnoha
uskali. Na ni se mohou podilet rozdily v pre-analytické (odbér) i analytické fazi zpracovani vzorka
(metodika extrakce, odlisné testovaci soupravy, apod.). Limitaci FC je i definice referencnich hodnot
vzhledem k vyraznym rozdilim v pediatrickém vékovém rozmezi a vliv individudlnich faktort,

véetné jednotlivych modalit 1é&by **8. Ve viech téchto oblastech je tieba jesté mnoho objasnit.



2. Hypotézy a cile diserta¢ni prace

Lékaiské rozhodovani vyzaduje aplikaci a integraci pravdépodobnostniho (tj. odhad
statistickych asociaci mezi klinickymi proménnymi), kauzélniho (tj. fyziologicka pfi¢ina a nasledek
mezi klinickymi proménnymi) a deterministického uvazovani, pfi némz jsou strategie sestaveny do
dobie definovanych pravidel.

Vsechny piivodni prace disertace spojuje primarni zdmeér prispét ke zlepseni péce o détské
pacienty s IBD diky nové identifikovanym moznostem predikce konkrétniho klinického jevu za
vyuziti metod biomedicinské informatiky. Sousttedili jsme se pfedevSim na ovéieni FC v predikci
aktivity onemocnéni a odpovédi na 1é¢bu. Dale také na hledani dalSich potencionalnich prediktivnich

faktori a tvorbu predikénich modelti pro konkrétni klinické situace u déti s IBD.



3. Material a metodika

Do dizertacni prace je zafazeno tfinict ptivodnich praci, dvé v retrospektivnim designu 4>,

zbytek prospektivnich 303175% zabyvajicich se problematikou predikce aktivity onemocnéni,
predpovédi udrzitelnosti a na druhé stran¢é selhani zvoleného terapeutického piistupu; rizikovymi
faktory rozvoje nezadoucich ucinki konkrétnich Iécebnych modalit a predikci vyskytu
extraintestinalnich komplikaci onemocnéni.

Zdrojem dat pro retrospektivni studie byla Iékaiskd dokumentace reprezentovana
elektronickym zdravotnim zaznamem (EZZ). Zakladnim problémem stavajici EZZ je omezena
schopnost zpétného pouziti. Objemna data ziskana pfi odbéru anamnézy ¢i v nemocni¢nim provozu
nejsou rutinné systematicky zaznamendvana, kategorizovana ani nasledn¢ statisticky zpracovana.
Aktudlné vyuzivané informacni systémy zdravotnickych zafizeni nejsou navrzeny k implementaci
modull pro konkrétni diagnézy a integraci védomostnich modult. Dalsi nevyhodou v souvislosti
s retrospektivnim ptistupem je riziko zkresleni a v pfipadé¢ velkych datovych souborti casova
narocnost.

V prospektivnim designu byla provedena vétSina zde uvedenych praci, pro které byly
vytvafeny datové soubory vétSinou prostiednictvim standardizovaného formatu Microsoft Excel
57.38.60-66 " Jedna ze studii pracovala s daty uloZenymi cestou zabezpetené webové aplikace pro
vytvafeni a spravu online databizi REDCap (Research Electronic Data Capture) °°. Dilezitym
zdrojem dat pro jednu ze studii byl prospektivni nérodni registr IBD pacientli 1é€enych preparaty
biologické terapie (CREAIT) °. Projekt vznikl z iniciativy Ceské gastroenterologické spole¢nosti
Ceské lékaiské spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné. Nase centrum piispiva daty do pediatrického
ramene registru a ucastni se jejich statistického vyhodnoceni v ramci spole¢nych védecko-

vyzkumnych projektd >°.

Dlouhodobé prospektivni, optimalné€ multicentrické registry jsou
v soucasnosti povazovany za nejvhodnéjsi zpiisob ziskavani dat pro identifikaci a studium
potenciondlnich prediktivnich faktor.VSechny uvedené prace byly realizované na Pediatrické klinice
2. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Motol a data byla ziskdna od détskych
pacientll s diagnozou IBD.

Studie zabyvajici se postvakcina¢nim a imunizaénim profilem u détskych pacientd s IBD
ockovanych proti téZkému akutnimu respira¢nimu syndromu vyvolaného koronavirem 2 (SARS-

CoV-2) byla realizovana ve spolupraci s Ustavem imunologie 2. 1ékai'ské fakulty Univerzity Karlovy

a Fakultni nemocnice Motol °’. Dvé prace zaméfené na studium svalové-kostni jednotky u détskych



pacientli s IBD byly uskute¢nény spolecné s endokrinologickou skupinou a ambulanci klinické
antropologie Pediatrické kliniky 2. 1¢kai'ské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Motol
5235 Spolupracovnici z Ustavu 1ékatské mikrobiologie 2. l1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy a
Fakultni nemocnice Motol stanovovali serologicky profil EBV (virus Epstein-Barrové) a jeho néloz
pomoci PCR (polymerase chain reaction; polymerdzova fetézova reakce) pro potieby studie
zabyvajici se prevalenci EBV v pediatrické populaci pacientii s IBD 1é¢enych imunomodulatory *°.
Vyrobce a distributor testu vyvinutého pro kvantitativni stanoveni hladiny FC v domacim prostredi
(IBDoc, Buhlmann) dodaval v ramci grantového projektu pro ucely studie komercni experimetalni
sety . Stanoveni hladin metaboliti azathioprinu (AZA) v ramci studie zabyvajici se predikci
uspesnosti kombinované terapie aTNF a AZA u détskych pacienti s CD probihalo v Laboratofi
ristovych regultorti Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci *®. Ve spolupraci
s Fakultou aplikovanych véd Zapadoceské Univerzity v Plzni jsme tvofili databazi pro prospektivni
pseudonymizovany systematicky sbér a kategorizaci klinickych, laboratornich a dal$ich udaji o
pacientech s IBD. Protoze se ndm nakonec nepodafilo ziskat svoleni vedeni nemocnice, nebylo mozno
ji implementovat a naplnit tak dalsi cile s rozSifenim vlastnosti a funkci databaze o kontrolu uplnosti
dat a jejich statistické zpracovani s moznosti vytvafeni predikénich modelll pro Siroké spektrum
klinickych situaci.

Statistické zpracovani dat probihalo ve vyvojovém prostiedi R, které poskytuje Sirokou skalu
statistickych a grafickych technik, vcetné linedrniho a nelinedrniho modelovani, klasickych
statistickych testli, analyzy ¢asovych fad, shlukovani a dalSich. R je snadno rozsifitelny pomoci
balickt (packages) vytvofenych samotnymi uzivateli obsahujici konkrétni funkce a také pro moznost
vyuziti lexikalnich pravidel. Navic ma silnéjSi objektové orientované programovani nez vétSina
ostatnich statistickych programovacich jazykt. Dalsi pozitivni strankou R je staticka grafika
umoziujici generovani grafli vhodnych do védeckych publikaci. Dynamicka a interaktivni grafika je
dostupna prostiednictvim dalSich balick.

V ramci naSich praci byly pouzity nasledujici metody statistické analyzy: v ptipad¢ sledovani
pacientll v pribéhu casu jsme aplikovali na data survival analyzy a Cox regrese; v souvislosti
s opakovanym meéfenim jednoho pacienta jsme pouzili mix model; pro kategorické vysledky
zobecnény linearni smiSeny model a pro linearni vysledky linedrni smiSeny model; v ramci n¢kterych
studii bylo mozné na zéklad¢ klinického vybéru prediktort zkonstruovat konecny predikéni model a
kdyz to bylo vhodné piidali jsme do modelu efekty interakce; k vyhodnoceni prediktorti udrzitelnosti

1é¢by byly aplikovany Coxovy modely se smiSenymi efekty a analyzy propensity skore.



4. Vysledky

4.1. Fekalni kalprotektin jako prediktivni faktor

4.1.1. Fekalni kalprotektin jako prediktivni faktor endoskopické aktivity onemocnéni

Cilem prospektivni observacni studie bylo srovnat domadci test k detekci hladin FC se
standardni laboratorni metodou ELISA (enymed-linked immuno sorbet assay) v ureni endoskopickeé
aktivity onemocnéni. Pravé endoskopicka aktivita zanétu ptfesné definovand pouzitim
endoskopickych skorovacich systémil byla zvolena za referen¢ni standard, ke kterému se vztahovalo
srovnani dvou riiznych metod ke stanoveni koncentrace FC ve stolici pacientt s IBD. Studie méla
pfinést informaci o moznostech bezpecného a efektivniho vyuziti nové rychlejsi metody pro testovani
u lizka nebo pro ,,samotestovani* pacient s IBD v ramci tzv. self-monitoringu onemocnéni a piispet
tak k diivéjsi detekci nartstajici aktivity zanétu s naslednym casnéjsim klinickym feSenim. U obou
pouzitych metod byla nalezena statisticky vyznamna asociace s makroskopickou aktivitou stfevniho
zanétu. Standardni metoda ELISA pfinesla pfi srovnani obou testii signifikantné spolehlivéjsi
vysledky hladin FC v predikci slizni¢niho hojeni (obrazek 1). Na zaklad¢ vysledki prace je domaci
test mozné pouzit k orientacnimu meéteni FC, napf. v rdmci vyse popsaného self-monitoringu, nemé¢l

by ale nahradit rutinni mé&feni FC standardnimi laboratornimi metodami ®.
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4.1.2. Fekalni kalprotektin jako prediktivni faktor trvajiciho efektu zvoleného lé¢ebného

postupu

Vyhradni enterdlni vyziva je dle aktualnich mezinarodnich doporuceni terapii volby
v indukéni 16¢bé déti s nové stanovenou diagnoézou CD ?7. Nicméné, &ast pacientd nedosahne remise
CD ani po 6-8 tydnech 1é¢by pomoci vyhradni enterdlni vyzivy (EEN) ?’. Z klinického pohledu by
byla vyhodna ¢asna identifikace ,,nonrespondérii spojena s Upravou terapie. Prace se zamétfuje na
moznost vyuziti FC k pfedpovédi trvajiciho efektu konkrétniho 1é¢ebného postupu v kohorté détskych
pacientli s nové diagnostikovanou CD, u kterych byla zahajena indukce remise pomoci EEN. Studie
neprokazala, ze by zména hladiny FC mezi poc¢atkem 1écby (tyden 0) a druhym tydnem mohla vést
k predikci dosazeni remise onemocnéni v Sestém tydnu terapie EEN. Vyvoj jednotlivych parametrii
aktivity onemocnéni v €ase je zndzornén na obrazku 6. Vysledky prace ukazuji, Ze FC neni vhodnym

markerem k ¢asné detekci pacientd, kteif nedosahnou remise onemocnéni pii indukéni 1é¢bé EEN 2,
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4.2. Prediktivni faktory rizika selhani zvoleného terapeutického postupu

4.2.1. Prediktivni faktory eskalace aTNF terapie u détskych pacienti s Crohnovou nemoci

Cilem prospektivni observacni studie bylo srovnani dvou preparati aTNF (ADA a IFX)
v terapii détskych pacientli s CD naivnich k biologické 1écbé pomoci propensity-skore analyzy a
patrani po potencionalnich prediktorech nutnosti eskalace terapie. Subanalyzou celé studované
kohorty ani srovnanim pouzitim propensity-skore nebyl nalezen rozdil v celkovém ¢ase do nutnosti
eskalace terapie mezi pacienty lécenymi ADA nebo IFX, a to ani po adjustaci s ohledem na soucasné
uzivani preparatu ze skupiny imunomodulatori. Nicmén¢, pokud existuje mensi rozdil v efektivite
nemuselo se jej podafit nalézt z divodu mensiho poctu pacientll zarazenych do studie. Pomoci
regresni analyzy byla identifikovan4 kombinace serologickych markerti - seropozitivita pANCA (anti-
neutrophil cytoplasmic antibody; protilatky proti cytoplasmé neutrofiltl) a seronegativita ASCA (anti-
Saccharomyces cerevisiae antibody; protilatky proti Saccharomyces cerevisiae) — jako jediny a silny
nezéavisly prediktor v pfedpovédi nutnosti eskalace terapie aTNF (obrazek 3). Dalsi sledované
parametry, vetné fenotypu onemocnéni, konkomitatni imunomodula¢ni 1é¢by a/nebo typu aTNF

preparatu, nemély vliv na silu predikce po piidani do modelu *°.
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4.2.2. Prediktivni faktory udrzitelnosti biologické 1é¢by u détskych pacienti s Crohnovou

nemoci

Byla provedena analyza détského ramene prospektivniho narodniho registru IBD pacient
1écenych preparaty biologické terapie (CREAIT). Studie byla zamétena na hledani potenciondlnich
prediktorti udrzitelnosti biologické 1é¢by u détskych pacientti s CD. Vystup byl definovan ukoncenim
terapie, jelikoZz lécba biologickymi preparaty neni v détském véku umysIné pieruSovéna, lze toto
povaZzovat za selhani nebo intoleranci terapie (obrazek 4 a 5). Asociace doby do vysazeni biologické
1é¢by a potencionalnim prediktorem byla testovana pomoci Coxova regresniho modelu se smiSenym
efektem. Ve studii se podafilo identifikovat nasledujici prediktory udrzitelnosti biologické 1éCby u
déti s CD: terapie ADA (verzus IFX), ¢asné zahdjeni biologické 1écby a normalni vychozi hladina
Castéj$im soucasnym podavanim imunomodulatoru. Prace pfindsi informace o vyhodach a
nevyhodach jednotlivych preparatii biologické 1é¢by, zejména ze skupiny aTNF. Pacienti a jejich
zdkonni zastupci by méli byt béhem rozhodovaciho procesu plné obozndmeni s vlastnostmi

jednotlivych 1é&ebnych modalit a také o dlileZitosti ¢asného zahajeni biologické 1écby *°.
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4.2.3. Prediktivni faktory efektu kombinované lé¢by imunomodulitorem a preparatem aTNF

u détskych pacientii s Crohnovou nemoci

Vystupem multicentrické prospektivni observacni studie bylo posouzeni pfinosu monitorace
hladin metabolitd AZA u pacientii na kombinované terapii (AZA a aTNF). Na zéklad¢ vysledkt 1ze
fici, ze dostate¢né hladiny 6-thioguanin nukleotidu (6-TGN) v erytrocytu jsou asociovany se sérovymi
hladinami aTNF. U pacientti s nedetekovatelnymi hladinami 6-TGN byla nalezena vys$si mira ztraty
odpovédi k aTNF (obrazek 6). Prace ptinasi dulezity poznatek o moZznostech optimalizace terapie u

pacientii s CD lé¢enych kombinaci AZA a aTNF 3,
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4.2.4. Prediktivni faktory selhani terapie azathioprinem u détskych pacientii s nové
diagnostikovanou Crohnovou chorobou léfenych Kkortikosteroidy nebo vyhradni

enteralni vyZivou

v

Jak jiz bylo popsano, EEN je dle soucasnych doporuceni nejvhodnéjsi indukéni 1écbou déti
s nové diagnostikovanou nekomplikovanou formou CD. Na nasem pracovisti jsme postupné u dané
skupiny pacientli pfechazeli z indukce remise onemocnéni kortikosteroidy na 1é¢bu pomoci EEN.
Nasledn¢ jsme ve studii pfipadi a kontrol srovnavali délku trvadni remise zminénych dvou
terapeutickych pfistupli u pacientd s diagnézou IBD soucasné 1écenych AZA a hledali prediktory
selhani 1éc¢by. Oproti vysledkiim ptedchozich praci nebyl v nasi IBD kohorté nalezen rozdil mezi
pfipady a kontrolami. Nicméné v téchto studiich nebyla u pacientli poddvana konkomitantni terapie
thiopuriny. Je mozZné predpokladat, Ze indukéni 1écba nehraje zasadni roli v délce trvani remise

onemocnéni u pacienti soucasné uzivajicich AZA. Podatilo se nam identifikovat potenciondlni



prediktory selhani terapie AZA: nizky vek v dobé diagndzy, postizeni horniho gastrointestinalniho
traktu, zvySeny pocet trombocytii v dobé dosazeni remise a rustova retardace v dobé diagnozy IBD
(obrazek 7). Vzhledem k nedostatecné sile jednoltivych prediktord, nebylo mozné vytvotit predikcni

model k selekci pacienti jiz v dobé stanoveni diagnozy °.
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Obrazek 7. Kaplanovy-Meierovy kiivky preziti bez relapsu pro nezavislé prediktivni faktory: a) vék
v dobé¢ stanoveni diagnozy; b) Z-skore vysky pii diagndze; c) postizeni horniho gastrointestinalniho

a zvySeny pocet krevnich desti¢ek v dob€ remise.

4.2.5. Prediktivni faktory selhdni terapie infliximabem u détskych pacienti s Crohnovou

nemoci

Cilem prace bylo na détské skupiné s CD ovéfit hypotézu vychazejici ze studii u dospélych
pacientt s IBD lé€enych IFX, zda je moZné na zaklad¢é monitorace farmakokinetického/ dynamického
profilu IFX (hladina IFX a protilatky proti IFX (ATIs)) predpovédét selhani terapie a identifikovat
dal§i potencionalni prediktory ¢’. U pacientli s vyznamn&j$i aktivitou onemocnéni definovanou
pomoci zanétlivych markerd (C-reaktivni protein (CRP), FC) byly detekovany nizsi hladiny IFX.
Nejoptimalnéjsi kombinaci senzitivity a specificity pro ur¢eni remise (definované jako CRP pod 5
mg/l) na zdklad€ hladin IFX byla hodnota 1,1 pg/ml (obrazek 8). Na rozdil od pfedchozich studii jsme
neprokazali, Ze by prikaz pfitomnosti ATIs a jejich kvantifikace pfindSely klinicky vyznamnou

informaci .
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4.2.6. Prediktivni faktory endoskopické rekurence onemocnéni u détskych pacienti

s Crohnovou nemoci podstupujicich ileocékalni resekci

V prospektivni studii na kohorté pediatrickych pacientii s CD indikovanych k ileocékalni
resekci (ICR) jsme hledali prediktory endoskopické aktivity onemocnéni v Sestém meésici po
chirurgickém vykonu. Pravé endoskopickd aktivita zanétu pfesné¢ definovand pouzitim
endoskopického skoérovaciho systému (Rutgeerts) byla zvolena za zlaty standard, ke kterému se
vztahovalo testovani potenciondlnich rizikovych faktord rekurence onemocnéni ®®. Pacienti zafazeni
do studie byli rozdéleni do dvou skupin na zakladé tdaji o aTNF 1é¢bé pied ICR a v dalsim pribéhu
byl kazdy pacient 1é¢en AZA v monoterapii. Ve studii jsme neprokézali rozdil v aktivité onemocnéni
po ICR ve vztahu k pfedchozi 1écbé aTNF preparaty. Soucasné nebyly nalezeny klinicky vyznamné

faktory asociované s endoskopickou rekurenci v $estém mésici po ICR 3.

4.3. Prediktivni faktory rozvoje nezadoucich ucinki zvoleného terapeutického postupu



4.3.1. Prediktivni faktory rozvoje koZnich neZidoucich ucinki u détskych pacientt

s Crohnovou nemoci lé¢enych riznymi preparaty aTNF

Ve studii na kohorté¢ détskych pacientii s diagnézou CD 1éCenych aTNF preparaty (IFX a
ADA) bylo cilem identifikovat prediktivni faktory rozvoje koznich nezadoucich ucinkt terapie. Na
zakladé vysledkl prace lze konstatovat, ze IFX je ve srovnani s ADA prediktorem pro vznik
neinfekéni kozni 1éze, véetné atopické dermatitidy, pro kterou je riziko az Sestindsobné vyssi. Dale
byla zjisténa asociace mezi koznimi projevy a nizkou laboratorni zanétlivou aktivitou onemocnéni
(CRP) ukazujici na dobie kompenzovanou CD. Rozdil v kumulativnim vyskytu dermatologickych
komplikaci mezi pacienty lécenymi ADA nebo IFX zndzoriiuje obrazek 9. Na zaklad¢ danych zjisténi

bude v nejblizsi dob& mozné selektovat rizikové pacienty pro vhodnéjsi preparat biologické 1é¢by *°.

Obrazek 9. Rozdil v kumulativnim vyskytu
dermatologickych komplikaci u détskych
pacienti s Crohnovou chorobou lécenych

adalimumabem nebo infliximabem.

0.254

p = 0.037

Survival probability without any skin complication
o
o

0 1 2 3 4 5

X 'Time [years]‘
Number at risk
3 aTNF=ADA{ 39 30 21 11 L
3
> 1 50 26 20 9 5
6 ; é 3 4 5
Time [years]

4.3.2. Prediktivni faktory serologického profilu a virové naloze EBV, CMV a dalSich
potencionalné rizikovych viri u détskych pacientii s Crohnovou nemoci lééenych

imunospuresivni terapii

Dle soucasnych doporu€eni je u nekomplikované formy CD zahajovana v dobé diagndzy
imunosupresivni 1é€ba, prevazné preparaty ze skupiny thiopurinii, souc¢asné s indukéni 1écbou, aby

bylo dosazeno optimalnich vysledkt v udrZeni remise onemocnéni *'. Nejobavangj$im, i kdyz



vzacnym, rizikem terapie je rozvoj n€kterych malignich diagnoéz. Jsou popisovany lymfoproliferativni
onemocnéni, u kterych kromé 1é€by sehrava velmi pravdépodobné svou roli chronicky probihajici
zanét 3738 Castéji je také uvadén vyskyt dvou typt lymfomd, na jejichZ vzniku se vyznamné podili
EBYV infekce, proto byva zjistovan EBV sérologicky profil pacienta pted zahajenim terapie thiopuriny
39V doporuéenich pro dospélé pacienty se zacaly objevovat nazory, zda je vhodné podavat tuto 1é¢bu
mladym EBV séronegativnim jedincim s IBD ®. Cilem prifezové studie bylo objektivizovat
sérologickou prevalenci EBV a dalSich potencionalné rizikovych virti (cytomegalovirus (CMV), JC a
BK polyomavirus) a soucasné prevalenci uvedenych vir detekovanou metodou real-time PCR a najit
mozné prediktory ve vztahu k EBV séropozitivité a virové ndloze u détskych pacientti s IBD lécenych
thiopuriny a/nebo aTNF preparaty. LéCba AZA byla asociovana s krat§i dobou do dosazeni
séropozitivity EBV  ve sledované skupiné pacientii (obrdzek 10). S virovou nalozi EBV byla

asociovana aTNF terapie *°.
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4.4. Prediktivni faktory extraintestinalnich komplikaci u détskych pacienti se zanétlivymi

stfevnimi onemocnénimi



4.4.1. Prediktivni faktory insuficience svalové-kostni jednotky u détskych pacienti se

zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi

SniZena kostni denzita a zvysSena incidence fraktur patii mezi komplikace asociované s IBD
70V prospektivni observaéni studii jsme se zaméfili na vyhodnoceni muskuloskeletalnich parametri
ve vztahu k vyskytu vertebralnich fraktur u déti a dospivajicich s IBD. Zjistili jsme, Ze nami sledovani
pacienti mé¢li zménénou kostni denzitu a geometrii, ale normalni dynamické svalové funkce (obrazek
11). Dal§im zajimavym vystupem je zjiSténi, Ze kostni zmény jsou nezavislé na hladin¢ 25-
hydroxyvitamin D (25-OHD) v séru. Na zaklad¢ vysledkt je mozné dale konstatovat, ze rentgenové
zobrazeni torakolumbalni patete by nemélo byt rutinn€¢ doporucovano u déti s IBD a indikace

k provedeni by méla vychazet z individudlnich nalez{i u konkrétnich pacientd .

Obrazek 11. a) parametry
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4.4.2. Prediktivni faktory tspésné substitu¢né 1écby cholekalciferolem u détskych pacienti se

zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi a sou¢asnou hypovitaminézou D

V dalsi prospektivni observacni studii jsme sledovali zmény parametrti svalové-kostni
jednotky v priibéhu substitucni 1é€by cholekaciferolem v kohorté déti s IBD a hledali prediktory ve
vztahu k tymto zménam. Kvalita kostni hmoty byla objektivizovana pomoci periferni kvantitativni
vypocetni tomografie (pQCT) a svalové funkce skékaci mechanografii. V naSem souboru pacientil
jsme pozorovali vyznamné zlepSeni hodnoty maximalniho svalového vykonu a trabekularni kostni
denzity pii pravidelné substituci 2000 jednotkami cholekalciferolu (obrazek 12). Nebylo mozné
vytvotit vhodny model k selekci pacientd profitujicich ze substitu¢ni 1€cby z divodu nedostatecné sily
asociace potencionalnich prediktord. Nicméné vzhledem k vysoké prevalenci hypovitamindézy D

vterénu IBD a k vyznamnému procentu pacientd dosahujicich optimalizaci alesponi jedného



z uvedenych parametri svalové-kostni jednotky je na misté suplementaci 25-OHD zvazit u vSech

pediatrickych pacientt s IBD 6.
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Obrazek 12. Rozdil mezi podilem pacienti s normalnim,
nedostateCnou a nedostate¢nou hladinou 25-hydroxyvitaminu D
(250HD) v séru pfi vstupni navstéve a po denni suplementaci 2000
IU vitaminu D; a) parametry dynamické svalové funkce a b)
parametry hustoty kostniho minerdlu a geometrie vyjadiené jako

Z-skore specifické pro pohlavi a vysku.

4.5. Prediktivni faktory postvakcina¢ni odpovédi v kohorté adolescentii se zanétlivym

stfevnim onemocnénim ockovanych proti téZkému akutnimu respiraénimu syndromu

vyvolaného koronavirem 2

Prospektivné jsme porovnali protilatky po ockovani vakcinou BNT162b2 proti tézkému akutnimu

respiraénimu syndromu vyvolaného koronavirem 2 (SARS-CoV-2) ve skupin¢ détskych pacienti

s IBD a zdravych kontrol. Sou¢asné jsme hledali prediktory miry imunitni odpovédi po oc¢kovani.

Vyssi hladiny anti-spike S2 protilatek byly detekovany u IBD-pacientll. Obrazek 13 znazornuje

asociaci anti-RBD IgG protilatek a doby od ockovani u détskych pacienti s IBD a zdravych

dospélych. U déti jsme potvrdili, Ze 1€€ba aTNF je asociovana s niz8i produkci postvakcinacnich

protilatek, a naopak, Ze predchozi infekce SARS-CoV-2 je spojena s jejich vy3si hladinou 7.

Ant-RBD IgG fiu/mi]

Obrazek 13. Asociace anti-RBD IgG protilatek a
doby od ockovani u détskych pacientii se zanétlivym

sttevnim onemocnénim a zdravych dospélych.



S. Diskuze
5.1. Fekalni kalprotektin jako prediktivni faktor

V prospektivni studii jsme zjistili, Zze prediktivni hodnota FC béhem casné faze 1écby pomoci
EEN u déti snové diagnostikovanou luminalni CD neni dostateCna pro vybér pacientd, kteii
pravdépodobné nedosahnou remise onemocnéni na konci této indukcni 1écby. Jednalo se o prvni
studii, ktera se snazila predpovédéet efekt indukeni 1é¢by EEN na zdkladé vyvoje parametrt v jeji Casné
fazi. U vétSiny pacientd doSlo k poklesu hladiny FC, nicméné, individudlni koncentrace FC
dosahovaly nadale vysokych hodnot u nékolika klinickych respondérti a to i na konci indukcni 1é¢by.
V tomto ohledu je dileZité zjistovat nejen aktudlni hodnoty FC, nybrz jejich vyvoj v ¢ase nebo
ptesnéji procentualni zménu FC v logaritmické Skale. Navic u ¢asti pacientd doslo k pfechodnému

dalsimu vzestupu hladiny FC v uvodu EEN, které nevylucovalo jeji pokles v dob& ukonceni terapie
62

24

na induk¢ni terapii EEN pomoci FC. Podobnd studie, kterd v pribehu 1écby EEN sledovala vyvoj
biochemickych zanétlivych parametri a FC poukazuje na predpoklad, ze nami zvoleny interval je
pravdépodobné prilis kratky pro zménu tak senzitivniho parametru 7'72. Podstatné del§i dobu
k obdobn¢ fromulované predikci si zvolila dalsi studie, kterd hodnotila ve tficetidennim intervalu
potencionalni markery ve vztahu k trvajici odpovédi na konci 1é¢by EEN 73, Nicméné, z klinického

wewvr

Sesti tydnu neZ odhadovat navozeni remise ve ¢tvrtém tydnu.

V nasledujici praci jsme jako prvni porovnali domaci test uréeny k vyhodnoceni FC se
standardni ELISA metodou vici referencnimu standardu. Dal$im pfinosem této studie oproti diive
publikovanym pracim bylo nalezeni optimalniho cut-off pro domaci test ur¢eny k vyhodnoceni FC
pocitaného ve vztahu k endoskopické remisi (FC 48 ng/g). Piedchozi studie uvadély cut-off pro
domaéci testy v intervalu od 50 do 150 pg/g "7, Pro standardni laboratorni metodu ELISA byl meta-
analyzou zjistén nejlepsi cut-off FC ptedpovidajici slizni¢ni hojeni 250 pg/g 77, v nasi studii to byla
hodnota 136 pg/g. U obou pouzitych metod byla nalezena statisticky vyznamna asociace
s makroskopickou aktivitou stfevniho zdnétu. Nicmén¢, standardni metoda ELISA pfinesla pii

srovnani obou testl signifikantné spolehlivéjsi vysledky v predikci slizniéniho hojeni. Na zékladé



vysledkl prace je doméci test mozné pouzit k orientaénimu meéteni FC, napt. v ramci tzv. self-

monitoringu, nemél by ale nahradit rutinni méfeni FC standardnimi laboratornimi metodami °'.

5.2. Prediktivni faktory ve vztahu k 1éc¢bé détskych pacienti se zanétlivymi stievnimi

onemocnénimi

Nami realizovana prace byla prvni prospektivni observacni studii srovnavajici efektivitu a
bezpecnost dvou preparatti aTNF (ADA a IFX) u détskych pacientti s CD naivnich k biologické 1écbé.
Vzhledem k nepfitomnosti head-to-head intervencénich studii porovndvajici IFX a ADA je tfeba se
orientovat podle network meta-analyz a studii z realné praxe. Zatimco network-metanalyza ukazuje,
ze pri standardni davkovani obou 1€ki je ADA efektivnéjsi, vysledky studii z redlni praxe jsou
rozporuplné 7® 84 Jedna diivé publikovana meta-analyza zjistila, Ze i pfes srovnatelnou efektivitu obou
preparat, je vyssi pravdépodobnost GspéSnosti indukeni 1€Eby pii volbé IFX (86 %) a udrzeni remise
v piipadé terapie ADA (48 %) 3. Vysledky studii u déti ptinasi obdobné vysledky, véetng RCT
prokazujici bezpe¢nost a u¢innost obou preparatu v pediatrické populaci 8687,

Proporce pacientl vyzadujicich eskalaci terapie v prab¢hu tii let sledovani byla v nasi kohorté
pfiblizné polovina, na rozdil od recentné publikovaného systematického prehledu pediatrickych praci
uvadgjiciho vyssi procento pacienti pokradujicich v nastaveném rezimu 1é¢by IFX (61-85 %) *8.
Pfi¢inou této diskrepance by mohla byt definice eskalace 1écby, kterd v naSem souboru zahrnovala
také potfebu tpravy davky a intervalu .

Identifikace prediktivnich faktord dlouhodobé odpovédi na terapii aTNF byla dileZitou
soudasti nasi prace *°. V dosud publikovanych studiich u déti bylo nalezenych nékolik rizikovych
faktord pro nepiiznivy priib&h onemocnéni, nicméné bez vztahu k aTNF terapii 3°°. Nami nalezen4
kombinace pANCA pozitivity a ASCA negativity v predikci eskalace 1écby aTNF preparaty nebyla
dosud pospéna a je vhodna jeji prospektivni validace v nezavislé kohorté. Jelikoz pozitivita pANCA
protilatek je typickd pro fenotyp UC a ucinnost aTNF terapie je prokazatelné niz$i u pacientl
s diagnozou UC, je otazkou, zda by zjiSténa serologicka kombinace protilaitek mohla byt
potencionalnim proxy markerem odligného fenotypu CD s niZsi citlivosti na 1ébu aTNF 212,

Konkomitantni terapie imunomodulatorem nebyla v nasi studii identifikovana jako prediktor

relapsu onemocnéni, coz by mohlo byt diisledkem vysoké miry soubézné terapie v obou sledovanych

skupinach >°.



Je tfeba pfiznat, Ze zatazeny pocet pacientil do této analyzy neumoznoval objevit mensi rozdili
mezi preparaty. V dal$i praci jsme proto vyuzili celondrodni populaéni databaze CREAIT a zjist'ovali
jsme udrzitelnost jednotlivych preparati biologické 1éCby.

V sub-analyze jsme nyni na vét§im poctu pacientl zjistili, Ze udrzitelnost IFX je o 40 % nizsi
nez pii 1écbé ADA. Studie u dospélych pacienti s IBD pfinaseji v oblasti udrzitelnosti ADA verzus
IFX protichidné vysledky 78898493V populaci détskych pacientll jsou data omezena ***. Nase
vysledky tedy ukazuji rozdily v dlouhodobé udrzitelnosti mezi témito dvéma sledovanymi preparaty
aTNF navzdory jejich srovnatelné uéinnosti v provedenych RCT 8647, Ditvodem tohoto rozdilu mize
byt zpiisob jejich aplikace (intravendzni podani je spojeno s vétsi variabilitou sérovych koncentraci
léciva) *>7. V souvislosti s dosazenim co nejstabilngjsich hladin biologické 1é¢by se v ramci
udrzovaci 1é¢by v soucasnosti prosazuji subkutdnni preparaty 5.

Pravdépodobnost udrzitelnosti terapie v naSi kohorté pacienti se zvySovala s casnéjSim
zahajenim biologické 1écby a volbou konkrétniho preparatu (ADA). V tomto ohledu je dulezité
zdiraznit, ze prodleva v zahdjeni aTNF terapie muze ovlivnit pravdépodobnost jeji budouci
udrzitelnosti. Pfi rozhodovéani o volbé preparatu je podstatné popsat pacientovi a jeho zdkonnym

zastupctim mozné nevyhody intravendzniho IFX oproti subkutannimu ADA %,

Proaktivni monitorovani hladin aTNF I¢kt je stale kontroverzni otazkou. Zatimco dvé RCT u
dospélych pacientt 1é€enych IFX neprokazali jeji pfinos, studie PILOT sledujici hladiny ADA naopak
ukézala vy$8i miru remise u pacientdi proaktivné sledovanych 1%, V nasi dalsi praci jsme hledali
asociaci mezi hladinami IFX, eventuelné ATIs a zanétlivou aktivitou onemocnéni v pediatrické
skupiné pacienti s CD. Nejoptimaln€jsi kombinaci senzitivity a specificity pro urCeni remise
(definované jako CRP pod 5 mg/l) na zaklad€ hladin IFX byla hodnota 1,1 pg/ml. U dospélych
pacientil jsou ve spojeni s remisi CD uvddény hodnoty koncentrace IFX nad 2,79 pg/ml '%. Na rozdil
od ptedchozich studii jsme neprokazali, Ze by priikaz ptitomnosti ATIs a jejich kvantifikace pfinasely
klinicky vyznamnou informaci >*°. Kombinovan4 1é¢ba thiopuriny, nejéastéji AZA vede k vétsi mife
remise nez monoterapie °1%, Predpoklada se, Ze spise nez aditivnim efektem, je to dano sniZenou

tvorbou neutraliza¢nich protilatek proti biologiku 7.

Stanoveni hladin metabolitd AZA a jejich vhodného cut-off predikujici dosazeni dostatecné
hladiny IFX u détskych pacientli s CD na kombinované terapii (AZA a aTNF) bylo vystupem jedné

z multicentrickych studii . Ve srovnani s jedinou praci realizované na dospélé kohorté byl ndmi



nalezen cut-off 6-TGN vyznamné vyssi (125 pmol/ 8 x 108 6-TGN v erytrocytu verzus 278 pmol/ 8 x
10® 6-TGN v erytrocytu) '%. U pacientii s nedetekovatelnymi hladinami 6-TGN byla nalezena vyssi

mira ztraty odpovédi k aTNF, coZ je v souladu s vysledky publikovanymi jinymi autori '®. Z toho

vvvvv

Ve studii ptipadii a kontrol jsme ve srovnani s predchozimi publikacemi nenalezli rozdil
v délce trvani remise u détskych pacientd s CD indukovanych pomoci EEN nebo kortikosteroidi '1°.
Oproti uvedenym studiim byl nasim pacientlim od pogatku soucasné podavan AZA %11 [ ze tedy
predpokladat, ze pokud jsou pacienti soucasné léceni AZA, indukéni 1é¢ba nehraje zasadni roli v délce
trvani remise ''%. Nami identifikované nezavislé prediktivni faktory ¢asného selhani terapie AZA byly
nizky ve€k a sniZzené Z-skore vysky v dobé diagnozy CD, postizeni horniho gastrointetsindlniho traktu
a zvySeny pocet trombocyti v krvi v ¢ase navozeni remise onemocnéni. Jind studie u déti popisovala
normalni hladinu CRP a dosazeni remise onemocnéni bez pouziti kortikosteroidli za prediktivni
faktory udrZeni remise v 52. tydnu '3, Jiz vy$e uvedena prace vyhodnotila moZnost pouziti poklesu
koncentrace FC pod 200 pg/g ve ¢tvrtém tydnu indukéni 1é€by pomoci EEN v predikei udrzeni remise

v pediatrické kohorté& pacientti s CD ’!. V nasi studii jsme neprokazali asociaci CRP ani FC ve vztahu

k trvani remise CD indukované EEN u détskych pacientii .

Jako prvni prospektivni studie u déti s CD po ICR byla realizovana naSe prace s cilem objasnit
rizikové faktory rekurence onemocnéni u pacientil 1écenych po vykonu AZA. Recidiva onemocnéni
definovana pomoci endoskopického skore byla nalezena u 38 % jedinct Sest mésict po probéhlé ICR.
Ve studiich u dospélych pacientl je udavana &etnost recidivy onemocnéni vyssi %114 Na zikladg
vysledkl se nezd4, Ze by terapie aTNF nebo pomoci imunomodulétoru pied ICR byla rizikovym
faktorem rekurence onemocnéni. PouZiti FC jako markeru aktivity onemocnéni v terénu ICR neni dle
naSich vysledkli dostatecné pfesné. To je v rozporu s publikovanou meta-analyzou u dospélych
pacientdl a také studii u déti, ve kterych byl uspésné detekovan jako prediktivni faktor pooperacni
rekurence u CD ''>!¢ Nami identifikovanym potenciondlnim prediktorem recidivy onemocnéni
v Sestém meésici po ICR byla hladina sérového albuminu v dobé chirugického vykonu, nicméné je
potieba dalsich studii k jeho ovéfeni a definovani vhodného cut-off 3. Limitaci pro detekci
potencionalnich prediktort a hledani rozdilti mezi dvéma rliznymi terapeutickymi ptistupy pied ICR

byla velikost souboru.



5.3. Prediktivni faktory ve vztahu k rozvoji nezadoucich ucinki zvoleného terapeutického

postupu u détskych pacientii se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi

V retrospektivni praci jsme prokazali, ze IFX je ve srovnani s ADA rizikovym faktorem
rozvoje neinfek¢nich koznich komplikaci. Nase vysledky jsou v souladu s jedinou realizovanou studii
v ramci détské populace pacientli s IBD l1é&enych preparaty prvni linie biologické 1é¢by 7. Incidence
koznich komplikaci asociovanych s aTNF lé¢bou se zda byt nizsi ve skupiné dospélych pacientii
s IBD 18119,

NaSe prace navic prokazala zvySenou pravdépodobnost rozvoje dermatologickych
nezédoucich ucinkl pfi pozitivni anamnéze atopické dermatitidy. Vzhledem k velikosti sledovaného
souboru a dal§im limitacim studie neni realné ucinit definitivni zavér. Nicmén¢ v ramci personalizace
terapeutickych pfistupll, lze tato zjiSténi zohlednit v péci o détské pacienty s IBD v procesu vybéru
preparatu aTNF a u jedinct se zvySenym rizikem rozvoje uvedenych komplikaci preferovat terapii

ADA se srovnatelnou efektivitou a bezpe¢nostnym profilem *°.

Doporuceni Evropské organizace pro Crohnovou chorobu a kolitidu (European Crohn’s and
Colitis Organisation, ECCO) naznacuji, ze u EBV séronegativnich pacienti muzského pohlavi
mladsich 35 let je vhodné se vyhnout podavani thiopurint *°. Dostupnych idajii o séroprevalnci a
prevalence EBV séropozitivnich pacientli s nové diagnostikovanym IBD v nasi kohort& vyssi (40 %
vs. 64 %), navic naSe data naznacuji zvySujici se proporci séropozitivnich vysledki v pribéhu détstvi
a adolescence '%°. Na zakladé danych zjisténi bychom se mohli domnivat, Ze tento podstatny rozdil
v séropozitivit¢ EBV by mohol souviset s terapii pouzivané u nasi skupiny pacientdl, u kterych byl
identifikovan AZA jako prediktivni faktor ¢asnych pozitivnich sérologickych nalezti EBV. Dal§im
vysvétlenim by mohla byt regionalni epidemiologickd situace a faktory spojené s piisluSnosti
k uritému etniku 217123,

Prevalence EBV DNA pozitivity u déti s IBD byla v nasi kohort€ pacientl nizsi ve srovnani
s publikovanymi udaji z dosp&lé populace (14 % vs. 35 %) %. Stejna studie uvadi, ze 1é¢ba IFX
v monoterapii nebo v kombinaci s AZA byla spojena s vyssi prevalenci EBV DNA séropozitivity.
Nase vysledky ukazuji srovnatelnou prevalenci v kontrolni skupin€ a prevalenci pozorované v jiné
studii u pacientt 1é&enych IFX (15 % a 12 %) '**. Navic jsme prokézali, Ze pocet kopii EBV DNA a

davka IFX (na kg a 8 tydnl) byly vyznamné asociovany. Dle dostupnych dat je znamo, Ze virova



néloz je prediktorem rozvoje lymfomu v potransplantaénich podminkich '?°. Nicméné se ndm
nepodafilo potvrdit pifedchozi pozorovani, ze vék pfi stanoveni by byl rizikovym faktorem pro

piitomnost a virovou naloz EBV %%,

5.4. Prediktivni faktory extraintestinialnich komplikaci u détskych pacientii se zanétlivymi

stfevnimi onemocnénimi

V prospektivni observacni studii jsme se zaméfili na vyhodnoceni muskuloskeletalnich
parametrii ve vztahu k vyskytu vertebralnich fraktur u déti a dospivajicich s IBD. Zjistili jsme, ze
nami sledovani pacienti méli mirn€ snizenou trabekuldrni kostni denzitu, ale normdlni dynamické
svalové funkce. Na rozdil od naSich vysledki, diivé publikované prace popisovaly, signifikantné
snizenou svalovou silu u déti a adolescentl s IBD ve srovnani se zdravou populaci 21?8, Diivodem
rozdilnych vysledkii by mohol byt odlisny metodologicky piistup (denzitometrie (DXA) vesus pQCT)
129.130 'Na rozdil od pQCT, DXA nezohlediiuje velikost kosti méfeného pacienta. Proto udaje ziskané
touto metodou musi byt interpretovdna ve vztahu k vysce pacienta. Kromé toho je DXA omezena v
tom, ze nedokaze odlisit jednotlivé kosti a posoudit geometrii kosti. Kostni parametry vysetfené na
kohort€ nasich pacientll byly srovnatelné s vystupy studii, ve kterych bylo méteni provedeno pomoci
pQCT s nélezem signifikantné snizené trabekularni kostni denzity a normalni nebo zvySené kortikalni
kostni denzity 281317133,

V souladu s vysledky u dospélych pacientti s IBD jsme nenalezli Zadnou korelaci mezi

snizenim vyiky obratle a trabekularni denzitou kosti '3

. Z toho vyplyva, Ze tento parametr kostni
jednotky neni jedinym rizikovym faktorem zvyseného vyskytu vertebralnich fraktur u jedinct s IBD.
Na zéklad¢ téchto zjisténi je mozné konstatovat, Ze rentgenové zobrazeni torakolumbalni patete by
nemélo byt rutinné doporucovéano u asymptomatickych déti s IBD a indikace k provedeni by méla
vychazet z individualnich nalezfi u konkrétnich pacientii &,

DalS§im zajimavym vystupem je zjiSténi, Ze kostni zmény jsou nezavislé na hladiné 25-
hydroxyvitamin D (25-OHD) v séru. S tim souvisi i nase dals$i prace, ktera se zaméfila na otazku, zda
by pacienti s IBD a nedostatecnymi hladinami 25-OHD m¢éli byt suplementovani a pokud ano, jaké
by mélo byt optimalni davkovani. Zjistili jsme, Ze pravidelné podavani 2000 jednotek cholekalciferolu

déti a adolescentt s IBD bylo spojeno se zvySenim trabekuldrni kostni denzity a zlepSenim svalové

sily. Protoze efekt substituce byl nezavisly na koncentraci 25-OHD v vodu studie, rutinni



suplementace vitaminem D se zd4 byt rozumnym piistupem ke zlepSeni pevnosti kosti u této skupiny

pacienttl, a to bez ohledu na zjisténou hladinu 25-OHD .

5.5. Prediktivni faktory postvakcinaéni odpovédi v kohorté adolescentii se zanétlivym

stfevnim onemocnénim

Pacienti s IBD détského a adolescentniho v€ku vykazovali vnasi studii vynikajici
postvakcinacni odpoveéd’, a to 1 pres terapii aTNF preparaty, u kterych by bylo mozné predpokladat
insuficientni reakci °’. V souvislosti s negativni asociaci mezi aTNF a postvakcina¢nimi protildtkami
je sporné, zda by pacienti 1éceni aTNF preparaty méli byt upfednostiiovani v indikaci k aplikaci
posilovacich vakcin. Na zékladé dalSich studii se zda, ze IBD pacienti jako celek nemaji oproti bézné
populaci zvysené riziko t&zkého priibéhu infekce vyvovalné SARS-CoV-2 !*°, Na druhou stranu jiné
prace ukazuji, ze néckteré preparity jsou asociovany s vyS$im vyskytem postvakcinacné se
objevujicich infekei. To predpokladame u kortikosteroidii a déle, ve shod¢€ s nizs$imi titry v nasi studii

také ve skuping lé¢enych aTNF 132,



6. Zavér

Se vzestupem dirazu na pouzivani principti personalizované mediciny doslo k obrovskému
nartistu popularity néstroji pro predikci vysledk pro jednotlivé pacienty. Tyto algoritmy jsou
schopny pomahat v diagnostické a terapeutické Casti rozhodovani. Zanétliva stfevni onemocnéni
predstavuji oblast mediciny, kde se intenzivné uplatituji jak klasické statistické metody k hledani
prediktort a tvorbé prediktivnich modeli pro rizné klinické situace, tak metody strojového uceni
pracujici s velkymi objemy dat.

Nedilnou soucasti prediktivniho modelovani je uplatnéni vhodnych proménnych do
kone¢ného modelu, tak aby model dokéazal zachytit skutecny vztah, ktery existuje v datech mezi
vysledkem a vybranymi proménnymi. Ve své praci se zabyvam hledanim a studiem prediktorii IBD,
véetn€ slibného markeru, FC.

V jednotlivych studiich jsme wuplatnili klasické biostatistické metody k identifikaci
prediktivnich faktort. V nékterych jsme se pokusili vytvofit predikéni modely. Statistické zpracovani
dat probihalo ve vyvojovém prostiedi R, které poskytuje Sirokou Skalu statistickych a grafickych
technik, véetné linedrniho a nelinearniho modelovani. V ramci nasich praci byly pouzity nasledujici
metody statistické analyzy: v ptipadé sledovéani pacientl v pribchu casu jsme aplikovali na data
survival analyzy a Cox regrese; v souvislosti s opakovanym métfenim jednoho pacienta jsme pouZzili
mix model; pro kategorické vysledky zobecnény linearni smiSeny model a pro linearni vysledky
linearni smiSeny model; v rdmci né¢kterych studii bylo mozné na zaklad¢ klinického vybéru prediktorti
zkonstruovat kone¢ny predikéni model a kdyZ to bylo vhodné ptidali jsme do modelu efekty interakce;
k vyhodnoceni prediktorti udrZzitelnosti 1é€by byly aplikovany Coxovy modely se smiSenymi efekty a
analyzy propensity skore.

Na zaklad¢ naSich zjisténi 1ze uzavfit, ze FC lze vyuZzit pro ucely doméciho testovani, nicméné
zlatym standardem ke stanoveni jeho koncentrace ve stolici ziistava presnéjsi klasicka laboratorni
metoda ELISA. Nebyl potvrzen potencionalni piinos FC k c¢asné identifikaci pacientd, ktefi
nedosdhnou odpovédi na konkrétni typ indukéni 1é¢by.

S velkym pfispénim naSich dat se zd4, ze terapie ADA je u pediatrickych pacientl
udrzitelnéjsi neZ terapie IFX. Zda je to efektivitou vSak zatim nelze na zéklad€ dostupnych dat
zodpovédét. Castené je tuto vyssi udrZitelnost mozno vysvétlit Cast&j§im vyskytem koznich
nezédoucich ucinkd oproti ADA. Identifikovali jsme cetné prediktivni faktory zachovani remise

onemocnéni €1 udrzitelnosti jednotlivych aTNF preparatii. Ve skupiné pacienti 1éCenych aTNF se zda



nejsilngj$im prediktorem kombinace serologickych markeri - séropozitivita pANCA a séronegativita
ASCA. Naopak nejsiln€j$im a asi nejlépe potvrzenym prediktorem ¢asného selhani je delsi doba do
zahajeni aTNF terapie. Ve shod¢ s publikovanymi daty, se zda, ze hladiny aTNF 1 hladiny thiopurin
jsou slabymi prediktivnimi faktory remise onemocnéni. Ve skupiné pacientli 1écenych monoterapii
AZA neni typ indukéni 1é€by zasadnim faktorem. Prestoze jsme v této skupiné identifikovali n€kolik
rizikovych faktord, jejich sila neumoznovala vytvofit klinicky relevantni predikéni model.
Seropozitivita EBV je asociovana s terapii AZA a naopak virova naloz s ddvkou aTNF.

At jiz je pacient pied ICR lécen AZA ¢i aTNF terapii riziko rekurence je relativné vysokeé.

Nase studie ukazuji, Ze a rentgenové zobrazeni torakolumbalni patefe neni vhodné pausalné
vySetfovat u vSech pediatrickych IBD pacientd. Naopak substituci vitaminem D lze zvazit u vsech,
bez ohledu na jeho hladinu v séru.

Diserta¢ni prace piinds$i v podobé vysledkl jednotlivych studii a jejich interpretace pro
konkrétni klinické otazky spektrum cennych informaci v oblasti péce o pediatrickou populaci s IBD.
Identifikace prediktivnich faktorii ve vztahu k piesné definovanym jeviim umoziuje spiesiiovat a vice
personalizovat rozhodovaci proces a vedeni vySetfovacich postupli v konkrétnich klinickych
situacich. Nicméné¢, samotné nalézani prediktivnich faktori je insuficientni a je potieba jejich ovéfeni
na nezavislych kohortach. Ve vétsiné nasich praci nebylo mozné sestavit predikéni model zejména
zdivodu nedostateného mnoZstvi asociovanych proménnych a/nebo nevyhovujici sily
identifikovanych prediktord.

Vyznamnym piinosem pro védecko-vyzkumné projekty v oblasti détskych IBD by byl
puvodné planovany hlavni projekt postgradudlniho studia - software pro prospektivni
pseudonymizovany systematicky sbér a kategorizaci klinickych, laboratornich a dal$ich udaji o
pacientech s IBD s moZnosti jejich nasledného statistického zpracovani a automatizovaného vytvareni
predikénich modeld pro konkrétni klinické situace. Pozitivni je, Ze v sou€asnosti existuji dlouhodobé
prospektivni multicentrické registry, které jsou povazovany za nejvhodné;jsi zplisob ziskavani dat pro
identifikaci a studium potencionalnich prediktivnich faktorti. V ramci spoluprace se tak dati ziskavat
kvalitni vystupy opirajici se o dostate¢né objemné a konzistentni datové soubory.

Véfim, Ze se ndm v navazujicich studiich bude dafit napliiovat priméarni myslenku nasi prace
a prispét tim ke zlepSeni péce o détské pacienty s IBD diky nové identifikovanym moZnostem predikce

konkrétniho klinického jevu.



7. Souhrn

Zangtliva stfevni onemocnéni (IBD) predstavuji skupinu chronickych, polygenné
podminénych onemocnéni postihujicich priméarné gastrointestinalni trakt a jejichz incidence v dospélé
1 détské populaci globalné nartistd. Mezi tyto nemoci fadime Crohnovou nemoc (CD), ulcerdzni
kolitidu (UC) a tzv. neklasifikovatelné IBD (IBD-U). Fekalni kalprotektin (FC) je markrem zanétu u
IBD a jeho hladiny koreluji s aktivitou onemocnéni definovanou klinickymi parametry,
endoskopickym ndlezem a histologii. Soucasna lékairskd praxe je spojena s dostupnosti velkého
mnozstvi klinickych dat a snahou jejich efektivniho uplatnéni v procesu medicinskeho rozhodovani
takovym zplsobem, aby bylo dosazeno maximalni mozné redukce rizika neptiznivého priibéhu
onemocnéni a vyskytu s onemocnénim a/nebo 1é€bou asociovanych komplikaci.

Primérnim cilem disertac¢ni prace bylo pouzit metody biomedicinské informatiky v procesu
ovéteni FC v predikei aktivity onemocnéni a odpovédi na 1é€bu u détskych pacietnii s IBD. Zjistili
jsme, Ze na zéklad€ vyvoje hladin FC v ¢asné fazi induk¢ni 1écby pomoci vyhradni enterdlni vyZivy
nelze rozhodovat o dal§im vedeni terapie. Ovéfenim domaciho testu na stanoveni koncentrace FC ve
stolici jsme poukazali na jeho mozné benefity pro urychleni procesu rozhodovani, nicméné s nutnosti
konfirmace vysledku klasickymi laboratornimi metodami.

Dalsi prace byly zaméfené na hleddni potenciondlnich prediktorti pro piesné definovany
outcome. Stanovenim vyvazeného cut-off metabolitl azathioprinu k pfedpovédi dosaZeni efektivnich
hladin infliximabu jsme ziskali vhodny nastroj pro optimalizaci kombinované terapie u pacienti s CD.
Srovnanim dvou preparati prvni linie biologické 1éEby jsme upozornili na potifebu zohlednéni
nalezenych rizikovych faktorti pti volbé terapie. Zjistili jsme, Ze induk¢ni 1écba nehraje zdsadni roli
v délce trvani remise onemocnéni u pacientll snekomplikovanou CD soucasné uzivajicich
azathioprin. Zdivodnili jsme vhodnost suplementace vitaminu D u détskych pacientd s IBD a
poukdzali na moznost redukce diive indikovanych vySetieni u asymptomatickych jedinct.

Nové poznatky vyplyvajici z realizovanych studii s sebou pifinadsi moznost exaktnéjSiho a
individudlné zaméteného piistupu v procesu klinického rozhodovani. Nicméné, samotna identifikace

prediktivnich faktori je insuficientni a je potfeba jejich ovéfeni na nezavislych kohortach.



Summary

Inflammatory bowel diseases (IBD) are a group of chronic, polygenic diseases primarily
affecting the gastrointestinal tract, and their incidence is increasing globally in both adult and
paediatric populations. These diseases include Crohn's disease (CD), ulcerative colitis (UC) and so-
called IBD unclassified (IBD-U). Fecal calprotectin (FC) is a marker of inflammation in IBD and its
levels correlate with disease activity as defined by clinical parameters, endoscopic findings and
histology. Current medical practice is associated with the availability of a large amount of clinical
data and the desire to apply it effectively in the medical decision-making process in such a way as to
achieve the maximum possible reduction in the risk of adverse disease course and the occurrence of
disease- and/or treatment-associated complications.

The primary aim of this dissertation was to apply biomedical informatics methods in the
process of validating FC in predicting disease activity and response to treatment in paediatric patients
with IBD. We found that the evolution of FC levels in the early phase of induction therapy using
exclusive enteral nutrition cannot be used to make decisions about further management. By validating
a home test for the determination of FC concentration in stool, we highlighted its potential benefits
for speeding up the decision-making process, however, with the need to confirm the result by
conventional laboratory methods.

Other work focused on finding potential predictors for a well-defined outcome. By establishing
a balanced cut-off of azathioprine metabolites to predict the achievement of effective infliximab
levels, we have obtained a suitable tool for optimizing combination therapy in CD patients. By
comparing two first-line biologic therapy agents, we highlighted the need to consider the identified
risk factors in the choice of therapy. We found that induction therapy does not play a major role in the
duration of disease remission in patients with uncomplicated CD concomitantly taking azathioprine.
We justified the appropriateness of vitamin D supplementation in paediatric patients with IBD and
highlighted the possibility of reducing previously indicated testing in asymptomatic individuals.

The new findings from the conducted studies bring with them the possibility of a more exact
and individualized approach in the clinical decision-making process. However, the identification of

predictive factors alone is insufficient and their validation in independent cohorts is needed.
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