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SEZNAM ZKRATEK

5ASA = 5-aminosalicylova kyselina

ASC = akutni zdvazna kolitida

ASCA = protilaty proti Saccharomyces cerevisiae

CD = Crohnova choroba

CDEIS = Crohn's Disease Endoscopic Index of Severity
CS = systémova kortikoterapie

ER = endoskopicka remise

ESPGHAN = European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition
FCPT = fekalni kalprotektin

GHAS = Global Histologic Activity Score

GIT = gastrointestinalni trakt

HPF = zorné pole s velkym zvétSenim

HR = histologicka remise

IBD = zanétliva stfevni onemocnéni

IBDU = nespecifickovana IBD

IC = ileocekalni

IL = interleukin

pANCA = perinukleérni protilatky proti cytoplazmé neutrofilti
PUCALI = Paediatric Ulcerative Colitis Activity Index
PCDAI = Pediatric Crohn’s Disease Activity Index
SES-CD = Simple Endoscopic Score for Crohn Disease
TCPT = tkanovy kalprotektin

UC = ulcerdzni kolitida

UCEIS = Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity
VEO-IBD = very early onset IBD



1. PREHLED PROBLEMATIKY

1.1. Uvod a epidemiologie zanétlivych stfevnich onemocnéni

Zanétliva stitevni onemocnéni (IBD) predstavuji skupinu chronickych systémovych
onemocnéni, kterd postihuji pfevazné zazivaci trakt (GIT), a spadaji pod né¢ Crohnova
choroba (CD) a ulcer6zni kolitida (UC). V pfipad¢, kdy neni mozné IBD blize zatadit,
pouziva se vyraz neklasifikovana IBD (IBDU). Onemocnéni se mohou manifestovat ve
kterémkoli obdobi Zivota, nejcastéji postizenou skupinou jsou vSak mladi dospéli. Incidence 1
prevalence onemocnéni celosvétové stoupa a nartista i procento détskych pacienttl. V Ceské
republice incidence IBD dosahuje 12-15/100 000 obyvatel za rok, coz odpovida ¢islim
nachdzejicim se pfiblizn¢ uprostfed mezi hodnotami v zdpadni a vychodni ¢asti svéta.
Respektuji tak jiz znamy zapado-vychodni sestupny gradient (Jarkovsky J. et al., 2017).
Pediatricka IBD pak v Ceské republice dosahuji incidence necelych 10/100 000 obyvatel za
rok, z ¢ehoz 5/100 000 tvoti CD a 4/100 000 UC (Schwarz J. a Sykora J., 2013). IBD
détského veku se nejcastéji manifestuji ve druhé dekadé zivota. UC je v porovnani s CD
Cast¢jsi u predskolnich déti, u starSich déti pak az trojnasobné pievazuje CD (Day AS. et al.,

2012).

1.2. Etiopatogeneze IBD

Ptic¢ina IBD zlistava 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). V sou€asné dobé je zndmo témet 200 gentl, jejichz
polymorfismy ¢i mutace predisponuji pacienty k rozvoji IBD. Nékteré z nich jsou specificke
pro CD ¢i UC, nekteré jsou pak spolecné pro celou skupinu IBD (Jostins L. et al., 2012).
Prvnim takto identifikovanym genem byl gen NOD2. Protein, ktery kdduje, patii do skupiny
intracelularnich signdlnich proteini zodpovédnych za rozpoznavani molekul bakterialniho
pivodu a nasledné zajisténi adekvatni imunitni reakce. Dle dostupnych studii az 50 %
pacientli s CD nese alespoi jednu mutaci v genu NOD?2 (Lesage S. et al., 2002). V posledni
dobe je stale vice sklonovana skupina tzv. very early onset-IBD (VEO-IBD), definovanych
jako IBD manifestujici se pied Sestym rokem Zivota. Podstatnou ¢ast IBD v této skupiné tvori

monogenn¢ podminéné choroby, charakterizované vyhradnim nebo téméf vyhradnim vlivem

9



jednoho mutovaného genu s minimalni Gc€asti polygenniho ¢i environmentalniho pozadi (Day
AS. et al., 2012). Mezi nejcastéji mutované geny ve skupiné VEO-IBD patii geny pro
interleukin (IL) 10 nebo jeho receptor. V posledni dobé¢ jsou stale ¢astéji rozpoznavany
mutace i1 v genech pro jiné IL (napt. IL 23) ¢i genech zapojenych do procesu autofagie (napf.

ATGI6LI1 ¢i IGRM) (Zhang YZ. a Li YY., 2014). Obecné lze fici, Ze pacienti s prokazanymi

vvvvvv

o324

V rozvoji IBD hraji roli i environmentalni faktory. Mezi prokazané rizikové faktory
patii koufeni, zapadni zplsob stravovani, dlouhodoby stres ¢i geograficka poloha (Lofius EV.,
2004). V neposledni fad¢ je pak diilezita uloha sttevniho mikrobiomu. Pacienti s IBD maji
dolozenou vyrazné snizenou diverzitu stfevni mikroflory, s odlisSnym zastoupenim
konkrétnich bakteridlnich kmenii (Eckburg PB., 2005; Martinez C., 2008). To pravdépodobné
vede ke zvySené imunitni reaktivité viici vlastni endogenni mikrofléte, coz dokladaji i
zvySené sérové cirkulujici protilatky viici mikrobidlnim antigenim u velké ¢asti pacientt s
IBD. Pacienti s CD naptiklad vykazuji typickou pozitivitu protilatek proti Saccharomyces
cerevisiae (ASCA), které nach4dzime az u 80 % ptipadi. Oproti tomu, pacienti s UC maji
ASCA zvySené jen v cca 10 % ptipadi a charakteristict&jsi pro né byva perinuklearni
pozitivita protilatek proti cytoplazmé neutrofili (pANCA), které nachazime az u 60-70 %
téchto pacientl a jen 20-25 % pacientti s CD (de Souza HS. a Fiocchi C., 2016, Levine A. et
al., 2014).

V patogenezi IBD pak hraje zdsadni roli narusend vrozend 1 ziskand imunita stfevni
sliznice, vedoucti k rozvoji nepfiméiené zanétlivé reakce. CD byla po dlouhé roky chapéana
jako prototyp imunopatologického onemocnéni, mediovaného predevsim cestou Thl
lymfocytt, které po stimulaci zejména IL12 produkuji mnoZstvi cytokini s pfevahu
interferonu gamma. UC byla oproti tomu povazovana za onemocnéni s téméf vyhradni
pievahou Th2 drahy a naslednou produkci Sirokého spektra prozanétlivych IL (naptiklad 114,
IL5 ¢i1IL13) (Cobrin GM. a Abreu MT., 2005, Targan SR. a Karp LC., 2005; Korn T. et al,
2009). Soucasny pohled na imunopatogenezu IBD je vSak komplexnéjsi a v obou ptipadech
jde o spoluti¢ast obou hlavnich imunitnich drah s pfevahou jedné ¢i druhé. Dilezita je pak i
¢innost NK bunék, dendritickych antigen prezentujicich bun¢k a zejména pak Th17 lymfocytt
produkujich IL17, ktery je souc¢asti imunitni reakce u CD 1 UC (Galvez J., 2014). Roli hraje i
narusena integrita enterocytl, snizend exprese jejich adhezivnich proteint ¢i nizsi produkce

hlenu a antimikrobialnich peptidi (Salim SY., 2011).
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1.3. Klinické priznaky IBD

Klinické projevy IBD jsou zna¢né variabilni a odviji se od aktuélni tize onemocnéni,
délce jeho trvani a lokality postizeni. Nicméné, pro CD je charakteristicka triada chronickych
bolesti biicha, ¢asto vagnich a neurcitych, nekrvavého priijmu a ubytku na vaze. Pro UC je
pak typicky krvavy prijem. U déti je dilezita i ristova retardace, ptipadné opozdény nastup
puberty. Az 30 % déti s IBD ma v dobé diagndzy znamky opozdéného ristu (Levine A. et al.,
2011). Ptiblizné tfetina pacientd (u déti udaje kolisaji od 6 do 23 %) se pak manifestuje
extraintestinalnimi ptiznaky (Jose FA. et al., 2009; Sawczenko A. a Sandhu BK., 2003). U déti
se nejcastéji jedna o artritidy (s postizenim axidlniho i periferniho skeletu), kozni projevy
(erythema nodosum, pyoderma gangraenosum) o¢ni postizeni (episkleritida, uveitida) a jaterni
1éze (primérni sklerozujici cholangoitida ¢i autoimunitni hepatitida, ¢asto v podobé overlap

syndromu) (Day AS. et al., 2012).

1.4. Fenotypicka klasifikace IBD

IBD jsou komplexni onemocnéni nejen svoji etiopatogenezou, ale vykazuji zna¢nou
variabilitu 1 v lokalizaci, zavaznosti klinického priitbé¢hu a odpovédi na terapii. Presna
fenotypicka klasifikace onemocnéni tak hraje dtlezitou roli pro nasledny terapeuticky postup i
odhad progndzy. Za timto ti€elem byla vytvotena tzv. Montrealska klasifikace (Silverberg
MS., 2005) subklasifikujici dospélé pacienty s IBD na zakladé jejich fenotypickych
charakteristik. Jeji vyuziti pro détské pacienty vSak ma své limitace, proto s odstupem
nékolika let vznikla pediatrickd modifikace, tzv. Patizska klasifikace. Ta 1épe odrazi odliSnou
lokalizaci, rozsah i dynamiku détskych IBD a zohlednuje i ptipadné poruchy riistu (Levine A.

et al., 2011). Detaily obou klasifikaci podéavaji tabulky 1 a 2.
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Tabulka 1.

Montrealska a Patizska klasifikace pro Crohnovu chorobu.

Montrealska Patizska
Vék v dobé diagndzy | Al: <17 let Ala: 0-9 let
A2:17-40 let Alb: 10-16 let
A3:>40 let A2:17-40 let
A3:>40 let
Lokalizace L1: termindlni ileum (v omezené | L1: distalni 1/3 ilea (v omezené

mife i cékum)
L2: colon

L3:
L4:

ileokolicka

izolovany horni GIT

mife i cékum)

L2: colon

L3: ileokolicka

L4a: horni GIT proximalné od
Treitzova vazu

L4b: horni GIT distaln¢ od

Treitzova vazu

Chovani

B1:
B2:
B3:

nestrikturujici, nepenetrujici
strikturujici
penetrujici

P: perianalni postiZeni

B1: nestrikturujici, nepenetrujici
B2: strikturujici

B3: penetrujici

B2B3: strikturujici + penetrujici

P: perianalni postiZeni

Rastova retardace

N/A

Go: Nebyla pfitomna
G1: Byla pfitomna

GIT = gastrointestinalni trakt
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Tabulka 2.

Montrealska a Patizska klasifikace pro ulcerozni kolitidu.

Montrealska Parizska

Rozsah E1l: ulcerdzni proktitida E1: ulcerdzni proktitida

E2: levostranna UC (distalné od E2: levostrannd UC (distaln€ od
lienalni flexury) lienalni flexury)

E3: extenzivni UC (proximaln¢ od | E3: extenzivni UC (distalné od
lienalni flexury) hepatalni flexury)

D4: ulcerézni pankolitida

(proximalné od hepatalni flexury)

Zavaznost S0: klinicka remise SO: nikdy nebyla zadvazna UC
S1: mirnd UC S1: nékdy byla zavazna UC
S2: stfedné zavazna UC

S3: zavazna UC

Zavaznost je definovana dle hodnoty Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI)

UC = ulcerozni kolitida

1.5. Diagnostika a morfologie IBD

Diagnostika IBD byla dlouha 1éta ptfedevsim klinickou zaleZzitosti a stala na prikazu
chronického zanétu GIT s vylou€enim ostatnich pficin onemocnéni, zejména infekci.
Nicméné, stale se zlepsujici diagnostické metody a zvySujici se iroveil poznéani o
etiopatogeneze IBD zacaly situaci paradoxné komplikovat. S postupem casu tak byla
definovana tada atypickych podtypti IBD, zejména v pediatrické skupiné pacientt.
Diagnostika IBD je tak v soucasné dob& multidisciplinarnim procesem vychazejicim z
anamnézy, fyzikalniho vySetfeni pacienta, vysledkil laboratornich vySetfeni, endoskopického
nalezu, obrazu na zobrazovacich vySetfenich, mikroskopie a nékdy i1 genetického vySetieni. V
piipadé détskych IBD se diagnosticky proces opird o tzv. revidované Portska kritéria z roku
2014, ktera ptinesla nejnovéjsi doporuceni stran jednotlivych diagnostickych modalit,
definovala typické i atypické podtypy IBD na podkladé jejich fenotypu a zdlraznila ptipadna
diagnosticka tskali (Levine A. et al., 2014).
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1.5.1. Endoskopicky nalez

Endoskopie hraje zésadni roli v diagnostice IBD i v nasledném terapeutickém
managementu s hodnocenim aktualni tize intenzity a aktivity zanétu. V ptipad¢€ vstupniho
endoskopického vysetieni v dobé diagnozy je metodou volby ileokolonoskopie do
termindlniho ilea s etazovym odbérem bioptickych vzorkd. Vyjimku tvoii pouze pacienti s
akutni zavaznou kolitidou (ASC), u kterych je z diivodu Setrnosti preferovana
rektosigmoideoskopie. U déti je soucasti standardniho diagnostického procesu i1 horni
endoskopie (gastroezofagoduodenoskopie). U dospélych pacientii neni stran horni endoskopie
doposud jasny konsensus, doporucena je u klinicky nejasnych ptipadt, pacientii s podezienim
na konkomitantni celiakii nebo u pacientt s horni dyspepsii a suspekci na postizeni horniho
GIT pti CD (4nnese V. et al., 2013).

Endoskopické nalezy u IBD shrnuje tabulka 3 a obr. 1. UC v endoskopickém obrazu
vykazuje zanétlivé zmeény zacinajici od analniho okraje a stoupajici variabilné proximalnim
smérem. Sliznice je v postizeném useku prekrvena, kypra, fragilni, granularni, ¢asto pokryta
fibrinem a hnisem. Ulcerace byvaji mélké, plosné, Casto splyvajici az geografické. Zanét
miZze byt omezeny pouze na rektum nebo miZe stoupat proximalnim smérem a nékdy
postihovat 1 celé tlusté stievo. U 1/5 pacientli zanét v mensi mife presahuje az do terminalniho
ilea jako tzv. backwash ileitis. Dfive byla UC povazovana za izolované onemocnéni tlustého
stieva, dnes je chdpana jako systémové onemocnéni, jehoZ soucasti miize byt postizeni i
hornich partii GIT. Zanét je v ptipadé UC rovnomérné rozloZeny, intenzita zdnétu
proximalnim smérem obvykle klesa a prechod do nepostiZzené ¢asti stteva byva ostry.
Reverzni gradient zanétu s maximem v proximalnich partiich tlustého stfeva by mél vést k
podezieni na CD. Nutné je v§ak mit na paméti, Ze obdobny reverzni gradient byva také
typicky pro pacienty s UC a konkomitantni primarni sklerozujici cholangoitidou. V nékterych
ptipadech miize UC vykazovat skip 1éze, a to v podobé& rektum Settici UC, tzv. cecal patch a
UC apendicitidy. V piipad¢ rektum Setiici UC ztistava sliznice kone¢niku endoskopicky
nepostizena nebo jsou patrny jen velmi mirné zdnétlivé zmény. Tento typ UC je typicky spise
pro déti, u dospélych pacientil se s nim setkdvame obvykle jen pii 1écbé topickymi steroidy.
Cecal patch je okrsek zanétlivé zménéné sliznice céka u pacientl s levostrannou kolitidou,
ktery n€kdy byva mylné zaménén za skip 1ézi u CD. UC apendicitidu pak nachdzime az u 3/4
pacientti s UC.

Pro CD je charakteristicky kolisavy charakter zan¢tu. V endoskopickém obrazu jsou

ptitomny tzv. skip 1éze neboli okrsky zanétlivé zmeénéné sliznice oddélené useky sliznice
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normalniho vzhledu. Predilek¢ni lokalizaci CD je terminalni ileum, postizeny vSak muze byt
jakykoliv usek sliznice GIT vc¢etné dutiny tstni. Ulcerace byvaji hluboké, plazivé a casto jsou
pfitomny i fisury, které zasahuji hluboko do stény stfeva a nékdy mohou i perforovat a vést k
rozvoji peritonitidy, meziklickovych abscest ¢i vytvaret pistéle do jinych ¢asti stfeva nebo do
urogenitalniho traktu. Zanét je v piipadé CD transmuralni, Casto se proto objevuji jizevnaté
striktury, obvykle v oblasti termindlniho ilea. Pro UC nejsou striktury typické, jejich nélez by
mél vzdy vést k podezieni na karcinom. DalSim charakteristickym rysem CD je obraz tzv.
dlazebnich kostek nebo koci¢ich hlav, ktery také vétSinou nachazime v oblasti terminalniho
ilea. Je zptisoben ptitomnosti plazivych ulceraci mezi okrsky kypré a edematdzni sliznice,
ktera Casto vytvari az zanétlivé polypy. DalSim Castym nalezem byvaji aftozni 1éze (drobné
okrouhlé¢ slizni¢ni defekty, ¢asto nad lymfatickym folikulem) a perianalni postizeni v podobé
recidivujicich perianalnich abscesi, chronickych andlnich fisur ¢i objemnych perianalnich
fibroepitelidlnich vyrustki (skin tags). V resekénim bioptickém materidlu nebo v pribehu
chirurgickych vykont Ize u pacienti s CD pozorovat i zndmky trasmurality zdnétu v podobé
fibrin6zni serozitidy a preriistani ser6zniho povrchu stieva tukovou tkani (tzv. fat wrapping

neboli creeping fat) (Annese V. et al., 2013).
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Tabulka 3.
Makroskopické znaky IBD.

Ulcerdzni kolitida

Crohnova choroba

Lokalizace

Ileum

Tlusté stfevo
Rektum
Distribuce zanétu

Ulcerace

Zanstliveé polypy
Skip 1éze

Obraz ,,dlazebnich
kostek*

Hlubok¢ fisury
Pistele

Atrofie sliznice
Zesileni stievni stény
Fat wrapping
Striktury

Zejména tlusté stfevo

Pouze jako backwash ileitida
Levé colon > pravé colon
Bézné postizeno

Difuzni (kontinualni)

Povrchové

Bézné
Ne
Ne

Ne (s vyjimkou ASC)
Ne (s vyjimkou ASC)
Vyrazna

Ne

Ne

Ne

Cely GIT

Casto postizené

Pravé colon > levé colon
VétSinou nepostizeno
Segmentalni

Hluboké plazivé viedy, aftdozni
1éze

Méen¢ Caste

Ano

Ano

Ano
Ano
Ano
Ano
Ano
Ano

GIT = gastrointestinalni trakt; ASC = Acute Severe Colitis (akutni zadvazna kolitida)
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Obr. 1. Endoskopicky obraz IBD

A — terminalni ileum pfi Crohnové€ chorob¢; B — rektum pfi ulcer6zni kolitidé

1.5.2. Histopatologicky obraz

Nedilnou soucasti diagnostického procesu je 1 histopatologické vySetteni bioptickych
vzorka stfevni sliznice. Dle oficialnich doporuceni by mél biopticky odbér zahrnovat
prinejmensim dva vzorky z minimaln¢ Sesti etdzi stteva, mezi které by mél vzdy pattit odbér z
terminélniho ilea a rekta. Odbér by mél cilit na postizend mista i okrsky endoskopicky
normalni sliznice. V piipad¢ slizni¢nich defektti by mél byt odbér proveden z okraje defektu
se zastizenym piechodem do neporusené sliznice, nikoliv z jeho centra (vyjimku tvofi odbér
na prikaz cytomegaloviru). U pacientti s ASC by mél byt v ramci rektosigmoideoskopie
odebran alespon jeden vzorek k posouzeni mikroskopické intenzity zanétu a piipadnému
vylouceni konkomitantni cytomegalovirové infekce. Patolog by mél spolu s bioptickym
materialem obdrzet i dostate¢né mnozstvi validnich klinickych tidaji o pacientovi véetné
anamnézy, endoskopického nalezu a klinicky zvazované diagnézy (nebo piinejmensim Sirsi
diagnostické rozvahy) (Annese V. et al., 2013). Pro potieby diagnostiky IBD je dostacujici
zakladni histologické barveni hematoxylinem a eosinem a nasledné vysetieni preparatu ve
svételném mikroskopu. Jakékoliv specializovangj$i histologické techniky (naptiklad
imunohistochemie) nejsou doposud soucasti rutinni bioptické praxe (Langner C. et al., 2014).

Mikroskopicky obraz IBD odpovida chronické enteritidé€, kolitide €i enterokolitid€ a je
shrnut v tabulce €. 4 a obr. 2. IBD v akutni fazi (se kterym se patolog v bioptické praxi

setkava jen vyjimecn¢) ma neptiznacnou morfologii a nelze ji na mikroskopické urovni
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spolehlivé odlisit od bakterialni infekce €i jiné etiologie. V chronické fazi pak
histopatologicky obraz IBD charakterizuje pfitomnost chronické zanétlivé celulizace s ucasti
hojnych lymfocytii, plazmatickych bunck a ¢asto 1 velmi pocetnych eosinofil. V piipadé
aktivniho zanétu jsou v mensi mife zastoupeny i1 neutrofily. Ty se zprvu objevuji v lamina
propria a s nartistajici aktivitou onemocnéni zacinaji prostupovat nejprve do povrchového
epitelu sliznice, pozdéji do vystelky Lieberkithnovych krypt (coz oznacujeme pojmem
kryptitida) a nakonec dojde k destrukci kryptové vystelky a exsudaci neutrofili do jejiho
lumen s tvorbou tzv. kryptovych abscesi. Pitomnost kryptitidy a kryptovych abscesii tak
odrazi spiSe miru aktivity zanétu a neni pro IBD nijak diagnostickd. Pfi maximalnim stupni
aktivity se pak objevuji slizni¢ni defekty v podobé¢ erozi a ulceraci. Déle lze pozorovat i dalsi
znamky chronicity v podobg¢ atrofie sliznice, fibrotizace, novotvorby lymfatickych agregatu, a
predevsim pak naruSené architektoniky sliznice. Tou rozumime defiguraci krypt s jejim
vétvenim, angulaci a dilataci. Tato zména, a€ neni pfimo 100% patognomicka, je pro IBD
velmi typicka a u jinych onemocnéni (zejména chronickych infekcei) ji pozorujeme méné
Casto. Dal§im charakteristickym znakem IBD je bazalni plazmocytoza. Za fyziologického
stavu a u jinych stfevnich zanétlivych onemocnéni se plazmatické buiiky drzi v povrchovych
vrstvach lamina propria a smérem k bazi sliznice jejich pocet klesa. PakliZe je tento gradient
naruSen a nachdzime pocetné¢jsi plazmatické buniky 1 t€sné€ nad lamina muscularis mucosae,
mluvime o bazélni plazmocytoze. Ta predstavuje znak velmi typicky pro IBD a zaroveni jde
nejspis o nejc¢asnéjsi projev chronicity, ktery se miZe objevit jiz 14 dni po vypuknuti choroby.
Diferencidlni diagnostika mezi CD a UC je pak zaloZena na zcela odliSnych
mikroskopickych znacich nez IBD vs. non-IBD. UC charakterizuje, obdobné jako v
endoskopii, kontinualni a rovnomérné rozlozeny zanét, ktery obvykle ziistava omezeny pouze
na sliznici. V pfipad¢€ intenzivniho zanétu s pfitomnosti slizni¢nich defektl mize pronikat i do
submukozy, transmuralita zdnétu v§ak pro UC neni typické. Oproti CD je zde obvykle
je negativni diagn6zou, zaloZenou na absenci znak typickych pro CD a vylouceni jinych
pfic¢in onemocnéni. Pro CD je pak typicky diskontinudlni charakter zanétu, ktery kolisa
nejenom na endoskopické, ale i mikroskopické urovni. Zanét se navic $iti i do hlubSich vrstev
stfevni stény a Casto transmuralné pronika az na serdzni povrch. V resekénim materialu tak
1ze pozorovat 1 zmény na hlubsich strukturach jako naptiklad submuko6zni a myenterickou
plexitidu, neuronalni hyperplazii, fibroobliterativni zmény na cévach, transmuralni fibrozu ¢i
znamky serozitidy. Zcela charakteristickym znakem CD je pak pfitomnost epiteloidnich

granulomu bez nekr6z. Ackoliv je diferencialni diagnoéza granulomatdznich zanéti GIT velmi
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Sirokd a zdaleka se neomezuje jen na CD, nalez epiteloidnich granulomu u pacientt s IBD
vylucuje diagnézu UC (paklize nejde o granulomy koprofagické ¢i kryptolytické). DalSimi
napomocnymi znaky jsou pfitomnost transmuralnich lymfatickych folikult ¢i pyloricka
metaplazie, kterd je na rozdil od metaplazie panethovské velmi typicka pro CD (Levine A. et
al., 2014, Magro F. et al. 2013; Langner C. et al., 2014). Jak jiz bylo zminéno, soucasti IBD
muze byt i postizeni horniho GIT. Diive bylo chapano jako jev patognomicky pro CD, dnes
vime, Ze se i UC mtize prezentovat zanétlivymi zménami v duodenu, zaludku ¢i jicnu.
Mikroskopie IBD v hornim GIT je obvykle nespecificka, diagndzu UC nicméné vylucuje
ptitomnost epiteloidnich granulomd, striktur ¢i hlubokych plazivych ulceraci a fisur. Toto
kritérium ostatné plati i pro odliSeni terminalni ileitidy pti CD od backwash ileitidy (Levine A.
etal., 2011).

V piipadé, kdy IBD nelze bliZe zatadit, pouzivame vyraz IBDU. IBDU je definovéana
jako kolitida, u které nelze ani po dokonceni kompletniho multidisciplindrniho diagnostického
procesu spolehlivé fict, zda se jedna o CD nebo UC. IBDU je tak klinickou diagnézou,
nikoliv patologickou, a lze ji stanovit az po kompletaci mikroskopickych, endoskopickych,
laboratornich a klinickych nalezl. Tim se jeji definice 1i8i od star§iho pojmu indeterminovana
kolitida. Tento termin pochazi ze 70. let minulého stoleti a doposud nema ustalenou definici.
Byl pouzivéan primarné pro resekéni material z kolektomii, které vykazovaly ptekryvnou
morfologii mezi CD a UC. V dnesni dob¢ je tento vyraz jiz obsoletni. Pacienti s IBDU mohou
v dal$im priibéhu onemocnéni rozvinout CD znaky a byt reklasifikovani na CD. Zménu
diagnézy z IBDU na UC vsak aktualni diagnosticka kritéria neumoziiuji (Levine A. et al.,
2014, Langner C. et al., 2014).

Na zavér je nutné zdlraznit, Ze neexistuje jediny znak, at’ uz mikroskopicky,
endoskopicky, klinicky ¢i laboratorni, ktery by byl 100% specificky pro IBD, natoz pak CD
nebo UC. V rdmci diagnostického procesu je nezbytné vyloucit predevsim chronické infekce,
které mohou mit endoskopicky 1 mikroskopicky obraz neodlisitelny od IBD (napf-.

tuberkul6za ¢i yersinioza) (Levine A. et al., 2014).
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Tabulka 4.
Mikroskopické znaky IBD.

Ulcerdzni kolitida

Crohnova choroba

Porucha architektoniky

Chronicky zanét

Fokalita zanétu

Lokalizace

Serozitida

Lymfoidni agregaty

Granulomy

Akutni zanét

Kryptitida

Kryptové abscesy
Deplece hlenu
Neuronalni hyperplazie
Hypertrofie muscularis
propriae

Panethovské metaplazie

Pyloricka metapléazie

Diftizni

Difazni, intenzita klesa
proximalnim smérem
Neni bézna

Slizni¢ni, n¢kdy piesah do
submukozy

NE (s vyjimkou ASC)
Pouze ve sliznici a
submukoze

Ne (s vyjimkou
kryptofagickych ¢i
koprofagickych)

Diftizni

Ano

Ano, bézné

Ano, prominentni a diflizni
Ne

Ne

Ano
Ne

Fokalni

Fokalni, intenzita kolisa

Bézna

Transmuralni

Ano

Transmuralné

Ano

Fokalni

Ano

Ano, ale mén¢ Casto
Mirna, loziskova
Ano

Ano

Ano, ale méng¢ Casto

Ano

ASC = Acute Severe Colitis (akutni zavazna kolitida)
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Obr. 2. Mikroskopicky obraz IBD.

A, B —ulcerdzni kolitida; C, D — Crohnova choroba

1.5.3. Morfologie détskych IBD

Morfologie détskych IBD pak vykazuje urcita specifika. UC se v dob¢ diagnozy
v porovndni s dospélou populaci ¢astéji manifestuje jako extenzivni kolitida ¢i pankolitida.
CD pak ma v dob¢ diagndzy vyssi podil piipadii omezenych na tlusté stfevo a Castéji je
postizeny horni GIT (dle dostupnych studii v rozmezi 30-80 % ptipadtr) (Levine A. et al.,
2014). Neni vsak zcela jasné, nakolik ma pfitomnost zan€tu v hornim GIT vliv na
dlouhodobou progndzu pacientt. Castéjsi je i zachyt epiteloidnich granulomti (Langner C. et
al., 2014). Pediatricka IBD také Cast&ji vykazuji atypické fenotypy. Jmenovit¢ UC ma v ramci
revidovanych Portskych kritérii definovano pét atypickych podtypt, které jsou prehledné
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shrnuty v tabulce ¢. 5. Samostatnou kapitolu pak tvoti VEO-IBD, které casto mivaji odlisny

endoskopicky nalez, mikroskopii i klinickou prezentaci a mnohdy ,,konven¢ni* obraz IBD ani

vzdalen¢ neptipominaji (Levine A. et al., 2014).

Tabulka 5.

Atypické fenotypy pediatrické UC.

Makroskopické znaky

Mikroskopické znaky

1) Rektum Setfici (rectal

sparing) UC

2) UC kratkého trvéani

3) Cecal patch

4) UC s postizenim
horniho GIT

5) Akutni zdvazna

kolitida

Makroskopicky
(endoskopicky) normalni

sliznice rekta

Kontinuélni zanét, mize byt

rectal sparing

Levostranna kolitida +
1zolovany okrsek zanétu

v ceku

Znamky zanétu v hornim
GIT, avsak ne hluboké
plazivé ulcerace, fisury €i
striktury

Intenzivni kontinualni zanét
od rekta smérem

proximalnim

Rektum histologicky bez zanétu
(absolutni rectal sparing) nebo

s mirnym chronickym zanétem
(relativni rectal sparing)
Histologicky zadnét mlze kolisat,
¢asto chybi porucha
architektoniky ¢i dal§i znamky
chronicity

Histologie v céku obvykle
nespecificka, v levostranném
colon rozsahu typicky obraz UC
Chronicky aktivni ¢i neaktivni
zanét s nespecifickou

morfologii, absence granulomu

Bézné€ vykazuje CD-like znaky
(transmurdlni zanét, hluboké

ulcerace)

UC = ulcerdzni kolitida; GIT = gastrointestinalni trakt; CD = Crohnova choroba

1.6. Monitoring lé¢enych pacientii a skérovaci systémy aktivity onemocnéni

Pravidelny monitoring aktivity zdnétlivého onemocnéni je zasadni pro hodnoceni

remise, spravné nastaveni terapie 1 odhad prognozy. Pro tento ucel mohou slouzit nékteré

neinvazivni klinické skorovaci indexy, v détské populaci jsou nejcastéji pouzivany Pediatric



Crohn’s Disease Activity Index (PCDAI) (Hyams JS. et al., 1991) a Pediatric Ulcerative
Colitis Activity Index (PUCAI) (Turner D. et al., 2007). Jedna se o validovana skore, ur¢end
cilené pro pediatrické pacienty. V ptipadé klinické remise (vymizeni veskerych klinickych
symptomu) neni dle aktualnich doporuceni endoskopické vysetieni nezbytné (Annese V. et al.,
2013). Nicméng¢, klinickd remise nemusi nutn¢ znamenat remisi endoskopickou. Endoskopie v
soucasné dob¢ predstavuje zlaty standard pro hodnoceni luminalni aktivity stfevniho zanétu a
dosazeni endoskopické remise (ER) je aktualn¢€ povazovano za primarni terapeuticky cil. Dle
platnych doporuceni je kontrolni endoskopie u 1é€enych pacient nezbytna v piipadé
klinickych zndmek ptetrvavajiciho onemocnéni, klinickych znamek relapsu, pacienti
refrakternich k terapii, pacientd s nejistou vstupni diagnoézou a v piipade zvazovaného
chirurgického zakroku. U dospélych pacienti pak ma endoskopie zasadni vyznam i v prevenci
rozvoje ptipadnych dysplastickych zmén (Annese V. et al., 2013).

ER je definovana jako plné ¢i témét uplné vymizeni viditelného slizni¢niho zadnétu
(endoskopicka normalizace sliznice) za pouziti bilého svétla (bez pouziti augmentacnich
endoskopickych zobrazovacich technik). U pacient s UC je ER definovana jako Mayo
endoscopic subscore 0 nebo 1 (0 odpovida normalni sliznici, 1 pak mirnému erytému, lehce
sniZzené cévni kresb¢é a mirné fragilité sliznice). Dle dostupnych studii dosaZeni ER u pacientt
s UC snizuje riziko kolektomie ¢i nutnosti imunosupresivni terapie (Colombel JF. et al.,
2011; Froslie KF. et al., 2007; Ardizzone S. et al., 2011). V ptipadé¢ CD zatim ER postrada
ustalenou definici. Lze za ni povaZovat jakoukoliv absenci slizni¢nich defektl, ptipadné
nulovou hodnotu Simple Endoscopic Score ¢i Crohn's Disease Index of Severity (tato
endoskopicka skore jsou blize popsana v nasledujicich odstavcich). ER u pacientti s CD je dle
nekterych praci asociovanad s niz§imi pocty relapsii ¢i nutnosti chirurgického zakroku (Allez
M. et al., 2002; Froslie KF. et al., 2007, Solberg IC. et al., 2008).

Validni posouzeni endoskopické aktivity zanétu vyzaduje jeji objektivizaci za pomoci
standardizovanych skorovacich indext. Jejich pouZiti neni dle platnych doporuceni
mandatorni, fada pracovist’ je vSak v rutinni praxi vyuziva. Mezi nejrozsifené;jsi skorovaci
systémy pro UC patii Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity (UCEIS, tabulka 6)
(Navaneethan U. et al., 2012), ptipadné¢ Mayo Endoscopic Subscore (Schroeder KW. et al.,
1987), které je vynatkem z klinicko-endoskopického Mayo score. Pro CD se nejcastéji
pouziva Simple Endoscopic Score for Crohn's Disease (SES-CD, tabulka 7) (Daperno M. et
al., 2004) ¢i Crohn's Disease Endoscopic Index of Severity (CDEIS) (Mary JY. a Modigliani
R., 1989).
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Tabulka 6.

Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity (UCEIS).

Skore 0 Skore 1 Skore 2 Skore 3
Cévni kresba Normalni Loziskové Kompletni N/A
zastfeni zastfeni
Krvéceni Ne Slizni¢ni Mirné lumindlni | Stfedné zavazné
az zavazné
lumindalni
Eroze a ulcerace | Ne Eroze <5 mm Povrchové Hluboké
ulcerace > 5 kraterovité
mm ulcerace
UCEIS = soucet vSech skore. Skérovany jsou nezavaznéjsi 1éze.
Tabulka 7.
Simple Endoscopic Score for Crohn’s Disease (SES-CD).
Skore 0 Skore 1 Skore 2 Skore 3
Velikost Ne Aftozni 1éze Velké ulcerace | Velmi velké
ulceraci (cm) (prameér 0.1 - (pramér 0.5 - 2) | ulcerace
0,5) (primér > 2)
Ulcerovany Ne <10 % 10-30% >30 %
povrch
Postizeny Ne <50 % 50-75% >75 %
(zanétlivé
zménény)
povrch
Ptitomnost Ne Jedna, prostupna | Mnohotné, Neprostupné pro
zuzeni pro endoskop prostupné pro endoskop

endoskop

SES-CD = soucet vSech proménnych v péti segmentech stieva.

ER zdaleka ne vzdy odpovida remisi histologické (HR). Dle rtiznych praci ma 16-100 %

pacientl s UC v ER mikroskopické znamky ptetrvavajiciho zanétu a u pacienti s CD se udaje

pohybuji v rozmezi 25-37 % (Bryant RV. et al., 2014). Vyvstava tak otdzka, zda by nemélo
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byt terapeutickym cilem spiSe dosazeni HR. Pro objektivni posouzeni mikroskopické aktivity
zanétu pak slouzi histopatologické skorovaci systémy. Existuje jich znaéné mnozstvi, vétSina
z nich vsak byla vytvoiena pro pacienty s UC, jen minimum pro CD a zadny primarné€ pro
IBDU. Pouze nékteré z nich jsou navic validované a zadny z nich nebyl primarné etablovan
pro détskou populaci (Bryant RV. et al., 2014). Jedno z nejpouzivanéjSich histopatologickych
skore pro pacienty s UC je jiz dlouhé roky Geboes score (Geboes K. et al., 2000). V recentni
dobé¢ pak byly zavedeny dva nové indexy, Nancy Histological Index (Marchal-Bressenot A. et
al., 2017) a Robarts Histopathology Index (Mosli MH. et al., 2017), které jsou na rozdil od
Geboesova skore skute¢né validovana, a navic vykazuji dobrou interpersonalni shodu a
korelaci s endoskopickym néalezem (Irani NR. et al., 2018). Detaily vySe uvedenych skore
jsou uvedeny v tabulce 8 a obr. 3.

Vzhledem k diskontinualnimu charakteru zanétu je mikroskopické hodnoceni intenzity
poctem 1 vyznamem. Jediny plos$néji pouzivany index pochazi od D‘Haense a spol. z roku
1998, v se praxi ujal pod ndzvem Global Histologic Activity Score (GHAS, tabulka 9) a je
Casto uzivany separatné pro termindlni ileum a tlusté sttevo (jako tzv. Colonic a Ileal GHAS)
(D’Haens GR. et al., 1998). Neni vSak validovany a je dolozena jeho Spatna korelace s
endoskopickymi indexy (Geboes K. et al., 2005).

Nutné je vSak zdiiraznit, Ze doposud neexistuje jednoznacna shoda, zda by mélo
dosazeni HR slouZit jako primarni terapeuticky cil. Histopatologické hodnoceni aktivity
zanétu ma své limitace a neni jisté, jestli dosazeni HR ptedstavuje pro pacienta skutecny

benefit.

Tabulka 8.

Geboes score.

Grade 0. Architektonické zmény
0.0 Zadna abnormalita
0.1 Mirna abnormalita
0.2 Mirna az stfedni difzni nebo multifokalni abnormalita

0.3 Zavazna difuzni nebo multifokalni abnormalita

Grade 1. Chronicky zanét
1.0 Bez zanét

1.1 Mirny chronicky zanét
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1.2 Sttedni chronicky zanét

1.3 Vyrazny chronicky zanét

Grade 2. Neutrofily a eozinofily v lamina propria
2A.0 Bez eozinofilt
2A.1 Mirny nartst eozinofilt
2A.2 Stiedni narast eozinofili
2A.3 Vyrazny nartst eozinofil
2B.0 Bez neutrofilii
2B.1 Mirny narast neutrofilt
2B.2 Stfedni nartst neutrofil

2B.3 Vyrazny nartist neutrofild

Grade 3. Neutrofily v epitelu
3.0 Ne
3.1 <5 % postizenych krypt
3.2 <50 % postizenych krypt
3.3 > 50 % postizenych krypt

Grade 4. Destrukce krypt
4.0 Ne
4.1 Pravdépodobna — lokalni exces neutrofill v ¢asti krypty
4.2 Pravdépodobnd — vyrazné ztenceni stény krypty
4.3 Nepochybna destrukce krypty

Grade 5. Eroze nebo ulcerace
5.0 Ne
5.1 Hojici se epitel a zdnét v okoli
5.2 Pravdépodobna eroze — loZiskové strzeny epitel
5.3 Nepochybna eroze

5.4 Ulcerace nebo piitomnost granulaéni tkané




ulcerace

Ne

Ano = Grade 4 (zavaZné
aktivni onemocnéni)

aktivni zanét
(neutrofily)

stfedné intenzivni _
@ ::> nebo vyrazny = Grade 3
Ano

mirny = Grade 2
Ne
neaktivni
zanet stfednd intenzivni  _
(lymfocyty) $ nebo vyrazny = Grade 1
A:I‘> mirny nebo Zadny = Grade 0

Obr 3. Nancy Histological Index
Tabulka 9.
Global Histology Activity Score (GHAS).
Histopatologicka zména Grade

Poskozeni epitelu

Porucha architektoniky
Chronicky zanét v lamina propria
Neutrofily v lamina propria

Neutrofily v epitelu

Eroze nebo ulcerace
Granulomy

Pocet postizenych segmentil stieva

0 =ne; 1 = fokalni; 2 = extenzivni

0 =ne; 1 = stiedni; 2 = zavazné

0 =ne; 1 = stfedni; 2 = vyrazny

0 =ne; 1 = stfedni; 2 = vyrazné

0 = povrchovy epitel; 1 = kryptitida; 2 =
kryptové abscesy

0=ne; 1 =ano

0=ne; 1 =ano

1=<1/3;2=1/3-2/3;3=>2/3

Kazda proménna je skorovana nezavisle. GHAS = soucet vSech individualnich skore.
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Ackoli je endoskopie pro monitoring aktivity onemocnéni 1éCenych pacientii metodou
volby, jednd se o invazivni zédkrok a u déti navic obvykle vyzaduje celkovou anestezii. Je
proto snaha zavést a ustalit vhodné neinvazivni biomarkery aktivniho zanétu, které by
podavaly validni informaci o tizi stievni zanétu a mély, pokud mozno, i prediktivni schopnost
stran dal$iho klinického pribéhu onemocnéni. V praxi nejrozsifenéjsim biomarkerem je v
tomto sméru fekalni kalprotektin (FCPT) (Levine A. et al., 2014). Jedna se o cytoplazmaticky
bilkovinny produkt neutrofild a ¢len rodiny S100 proteinil. V ptipadé¢ aktivniho zanétu ve
sttevni sliznici se tento protein uvoliiuje do lumen stfeva a lze jej detekovat ve stolici. Slouzi
tak jako vhodny biomarker pro odliSeni organickych a funk¢nich onemocnéni GIT, zejména
pak odliSeni IBD od drézdivého tracniku, které mohou mit obdobnou klinickou prezentaci
(Walsham NE. a Sherwood RA., 2016). Zaroven lze dynamiku hladin FCPT pouzit ke
sledovani odpovédi na 1é€bu. Dle dostupnych studii FCPT vykazuje vysokou senzitivitu a
specificitu pro détskou i dospélou populaci (Fagerberg UL. et al., 2007; Walsham NE. a
Sherwood RA., 2016) a dobte koreluje s endoskopickou aktivitou zanétu (Fagerberg UL. et
al., 2007). Jeho prediktivni hodnota stran rozvoje komplikaci je v§ak sporna, predevsim u

déti.

1.7. Hodnoceni endoskopické rekurence u pacienti po ileocékalni resekci

Nekteti pacienti vyZaduji v dobé diagndzy nebo v priibéhu 1écby operaéni zakrok.
Castgji do n&j dospéji pacienti s CD, az 70 % z nich vyZzaduje operaci v priib&hu nasledujicich
10 let od diagndzy. U déti dostupné prace udavaji rozmezi 3,4 — 7,9 % v prabéhu prvniho
roku od diagnézy, 13,8 — 47,2 % v prabéhu prvnich 5 let a 28 — 34,8 % v priibéhu 10 let
(Splawski JB. et al., 2017). Nej€astéjsim typem vykonu je ileocékalni (IC) resekce z diivodu
intenzivniho zanétlivého postizeni nebo rozvoje striktury v oblasti terminalniho ilea (Bernell
O. et al., 2000). Mezi dalsi Casté indikace k operaci patii intraabdominalni absces, zadvazné
akutni krvéaceni ¢i penetrujici onemocnéni. Znacna ¢ast pacientl pak rozvine pooperacni
rekurenci v oblasti anastomdzy nebo neoterminalniho ilea, kterd je definovand jako de novo
rozvoj CD po kurativni resekci (Hyams JS. et al., 1982). Jelikoz endoskopicka pooperacni
rekurence mnohdy piedchézi rekurenci klinické, je metodou volby pro jeji hodnoceni znovu
endoskopie, konkrétné ileokolonoskopie do neoterminélniho ilea. Méla by byt standardné
provedena mezi 6. - 12. mésicem po operaci, v piipadé rozvoje klinickych znamek rekurence i

diive (Annese V. et al., 2013). Pro objektivni hodnoceni posouzeni endoskopického nélezu
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zde slouzi Rutgeertsovo skore (Rutgeerts P. et al., 1990), které vychazi z poctu a charakteru

ulceraci v oblasti anastomozy a neoterminalniho ilea (tabulka 10). Skore 10 nebo i1 odpovida

pritomnosti méné nez 5 viedil, znaci nizké riziko progrese a v soucasné dobé odpovida

definici remise. Skore bylo primarné vytvotreno pro dospélou populaci a jeho pouziti pro

détské pacienty neni validované.

Tabulka 10.

Rutgeerts’ score.

Grade | Endoskopicky nalez Riziko symptomatické
rekurence v dalSich 5 letech
i0 Z4dné 1éze 6 %
il < 5 aftéznich 1ézi v oblasti anastomozy 6 %
i2 > 5 aftdznich 1ézi ohrani¢enych normalni sliznici | 27 %
nebo okrsky s vétsimi ulceracemi do 1 cm
v oblasti anastomozy
13 Diftizni aftozni neoterminalni ileitida s difizné 63 %
zanétlivé zménénou sliznici mezi afty
14 Diftizni zanét s velkymi ulceracemi a/nebo 100 %

obrazem dlazebnich kostek a/nebo strikturou
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2. OTAZKY A CILE PRACE

2.1. Prediktivni hodnota histopatologického skorovaciho systému u déti s

komplikovanym priibéhem Crohnovy choroby

Histopatologie ma zasadni lohu v diagnostice détskych IBD. Nicméng, jeji piinos v
ramci kontrolnich endoskopii u pacientii na 1é¢bé je sporny. Jak jiz bylo zminéno v
piedchozich odstavcich, v ptipad¢ kontrolnich endoskopii jde zejména o zhodnoceni aktualni
aktivity zanétu stfevni sliznice a zde je metodou volby endoskopie. Vyznam histopatologie je
v tomto sméru nejisty a zejména u deti na toto téma existuje minimum dostupnych informaci.

V této praci jsme si tak stanovili nasledujici cile:

e Analyzovat, zda mikroskopicka aktivita zanétu u déti s CD, stanovena piislusnym
histopatologickym skdérovacim systémem, koreluje s endoskopickymi a klinickymi

skore aktivity zanétu.

e Zjistit, zda histopatologicky skorovaci systém predikuje rozvoj komplikaci u déti s

CD.

2.2. Prediktivni hodnota imunohistochemického priukazu tkanového kalprotektinu u déti

s komplikovanym pribéhem ulcerdzni kolitidy

S ohledem na vysledky ptedeslé studie jsme se rozhodli zacilit na specializovanéjsi
metody mikroskopického hodnoceni aktivity zanétu u déti s IBD. V tivodni stati byl zminén
FCPT jako vhodny neinvazivni biomarker luminalni aktivity zanétu GIT s vysokou
senzitivitou i specificitou a dobrou korelaci s endoskopickym nalezem. Nicméné, FCPT ma
sve limitace a v fad¢ pripadl mize byt faleSné pozitivni 1 faleSn€ negativni. Nejasna je 1 jeho
schopnost predikovat rozvoj komplikaci. Nase prace se proto zameétila na
imunohistochemicky priikaz CPT piimo ve tkani bioptickych vzorki stfevni sliznice. Cilem

prace bylo:
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e Posoudit, zda mize imunohistochemicky prikaz tkanového CPT (TCPT) slouzit jako

prediktor komplikovaného pribéhu onemocnéni u déti s UC.

e Zjistit, zda pocet CPT+ bunék ve stievni sliznici u déti s UC koreluje s hladinami
FCPT a s histopatologickymi, endoskopickymi a klinickymi skore aktivity zanétu v
dobé¢ diagnozy.

2.3. Tkanovy kalprotektin jako prediktor rekurence Crohnovy choroby u déti po

ileocékalni resekei

IC resekce je nejcastéjSim chirurgickym vykonem u pacientli s CD. Na rozdil od
dospélé populace, v pripadé déti je doposud malo dostupnych informaci o klinickych i
histopatologickych prediktorech rekurence onemocnéni. V této studii jsme se proto rozhodli
zaméfit na prediktory relapsu v prubehu 6 mésict po IC resekcei a zvlast’ dikladné jsme cilili
na mikroskopické prediktory, pfedev§im pak na imunohistochemicky prikaz TCPT v
resek¢nich okrajich. Od této metody jsme si slibovali zptesnéni hodnoceni mikroskopické

aktivity zanétu jakozto jednoho z moznych prediktort. Cile studie byly nésledujici:

e Zjistit, zda pocet CPT+ bunék v resek¢nich okrajich IC resekatii mize slouzit jako

prediktor endoskopické rekurence v pribéhu 6 mésict od operace u déti s CD.

e Explorativni analyza s cilem nalézt jiné, mikroskopické ¢i klinické prediktory

rekurence.

e Nalézt prediktory rekurence v oblasti tlustého stfeva a horniho GIT.

e Posoudit vliv laboratornich nalezi a mikroskopického obrazu v dob¢ operace na

nasledny terapeuticky management.
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2.4. Diagnosticky prinos imunohistochemické detekce CD30+ lymfocyti ve stifevni

sliznici u déti se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi

Diagnostika détskych IBD je slozity multidisciplinarni proces a zadny znak, at’ jiz
klinicky, endoskopicky ¢i mikroskopicky, neni 100% patognomicky pro CD €1 UC. Cilem
této studie tak bylo zpiesnéni diagnostiky pediatrické IBD. Vychazeli jsme ze zakladniho

poznatku, ze nékteré subpopulace Th2 lymfocytl na svém povrchu exprimuji antigen CD30.

Jelikoz je UC oproti CD mediovana pievazné Th2 drahou, predpokladali jsme, ze déti s UC
budou mit vyssi hladiny CD30+ lymfocytil ve stfevni sliznici, které jsme se rozhodli

detekovat imunohistochemicky. Cilem prace bylo:

e Ov¢tit, zda miZe imunohistochemicky priikaz CD30+ lymfocytl ve stievni sliznici

zptesnit diferencidlni diagnézu mezi détskou CD a UC.

e Zjistit, zda mohou pocty slizni¢nich CD30+ lymfocyth u déti s IBDU slouzit jako

casny prediktor budouci diferenciace smérem k CD nebo UC.
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3. SOUBORY PACIENTU, POUZITE METODY A STATISTICKA ANALYZA

3.1. Soubory pacientii

Vsechny studie byly provadény retrospektivné na souborech détskych pacienti, kterym
byla diagnostikovana IBD ve Fakultni nemocnici v Motole mezi lety 2009 az 2018. Do studii
jsme zarazovali pouze pacienty s nové diagnostikovanou IBD. Pacienti, kteti byli v dob¢
vstupni endoskopie jiz na terapii, do studie zafazeni nebyli, stejné tak pacienti s chybé&jicimi
histopatologickymi, endoskopickymi ¢i klinickymi daty. U vSech pacientl byla vzdy nejprve
zrevidovana diagnéza na zakladé aktudlnich diagnostickych doporuceni (revidovana Portska
kritéria z roku 2014). Nasledn¢ byl u pacientd znovu zhodnocen histopatologicky nalez,
endoskopicky obraz i klinické data z archivniho materidlu. Pro potieby analyzy byla
objektivizovana mikroskopicka, endoskopicka a klinicka aktivita zdnétu uzitim ptisluSnych
skorovacich systému. Z histopatologickych skore byly pouzity GHAS pro CD, Geboes score a
Nancy Histological Index pro UC a nami nov¢ etablované univerzalni skore pro pacienty s
IBDU. Hodnoceno bylo ve vétsing ptipadll 6 standardné zvolenych etdzi stteva (terminalni
ileum, cékum, colon ascendens, colon transversum, colon descendens a rektum).
Endoskopicky obraz byl hodnocen uzitim SES-CD a UCEIS. Klinick4 aktivita zanétu byla
stanovena prosttednictvim PUCAI a PCDAL

Do studie zahrnujici pacienty po IC resekci jsme zatadili vSechny déti s CD, které
podstoupily ve Fakultni nemocnici v Motole IC resekci s primarni anastomozou a zaroven u
nich byla 6 mésict po resekci (diive v ptipadé znamek klinického relapsu) provedena
endoskopickad kontrola s odbérem bioptickych vzorkti. Do studie nebyli zafazeni pacienti s
nutnosti ileostomie ¢i pacienti, u kterych doslo ke zméné terapie jeSté pied kontrolni
endoskopii (naptiklad zahdjeni anti-TNF terapie).

Ptipadné blizsi specitikace ptislusnych soubort pacientl spolu s detailni metodikou
jednotlivych studii jsou uvedeny v kapitole 4, kterd o danych vyzkumnych projektech

pojednava.

3.2. Zpracovani bioptického materialu

Veskery biopticky materidl v nasich studiich byl zpracovéan standardnimi

histologickymi technikami. Endoskopicky odebrané bioptické vzorky i material
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z ileocékalnich resekci byly do nasi laboratote patologie dopraveny fixované v 10%
pufrovaném formolu (pH 7,2). Material byl ponechan ve fixativu 24 hodin. Drobné
endoskopické vzorky byly zpracovany v celém rozsahu, ileocékalni resekaty byly nejprve
zmétfeny a makroskopicky popsany patologem a nasledné byl proveden reprezentativni odbér
vzorkl z vice mist, cilici na makroskopicky viditelné slizni¢ni defekty 1 na nepostizenad mista.
Vysetten byl i proximalni a distalni resek¢ni okraj. Vzorky byly nasledné zality do
parafinovych bloki a sériové prokrajeny. Byly zhotoveny fezy o tloustce 1 mikrometr, které

byly nasledn¢ barveny hematoxylinem a eosinem.

3.3. Imunohistochemické vysetieni

Cilem imunohistochemického vySetfeni je vizualizace jadernych, cytoplazmatickych ¢i
membranovych proteind v histologickych fezech a jejich nasledné hodnoceni ve svételném
mikroskopu. Vizualizace je zalozena na vazb¢ specifické primarni protilatky na detekovany
antigen, ktery je ve tkani riiznymi technikami demaskovan (nejc¢astéji tepelné, ptipadné
pusobenim mikrovinného zateni, aplikaci roztokli s riznym pH nebo natrdvenim enzymem).
Komplex antigenu a primdrni protilatky je nasledné detekovan navazanim sekundarni
protilatky s biotinem. Vizualizace imunokomplext primarni a sekundarni protilatky probiha
enzymaticky. Enzym je navadzan na avidin, ktery vytvafi vazbu s biotinem a po nasledném
pfidani substratu vznikd enzymatickou reakci barevny precipitat pozorovatelny
v histologickém fezu v misté vazby primarni protilatky na tkanovy antigen. V naSich studiich
jsme imunohistochemicky detekovali pfitomnost dvou antigeni — CD30 (klon Ber-H2, Cell

Marque, fedéni 1:50) a kalprotektinu (klon MAC387, Invitrogen, fedéni 1:1000).

3.4. Endoskopické vySetreni

Pted vlastnim endoskopickym vykonem je zapotiebi provést vycisténi stiev. U détskych
pacientil se obvykle pouziva nizkoobjemova piiprava roztokem polyethylen glykolu s
askorbatem nebo pikosulfatem a magnesium citratem, popt. Sinokotem. Nasleduje
ileokolonoskopie s intubaci terminalniho ilea a ezofagogastroduodenoskopie. Insuflace stfev
za pomoci oxidu uhli¢itého neni souc¢ésti standardnich pediatrickych doporuceni. Pro

kolonoskopické vySetfeni se u déti pod 1 rok véku a/nebo pod 10 kg hmotnosti vyuziva < 6
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mm gastroskop, pfipadné i standardni dospély gastroskop nebo kolonoskop. U déti nad 10
kg/1 rok veéku se pak obvykle pouzivé pediatricky nebo adultni kolonoskop. V ptipad€ horni
endoskopie je pak pro déti pod 10 kg/1 rok véku vyuzivan < 6 mm gastroskop, u starSich déti
pak standardni dospély gastroskop. V piipadé tésnych striktur nebo naopak nutnosti
terapeutické endoskopie je mozna modifikace s pouzitim endoskopti mensiho ¢i vétsiho

kalibru (Tringali A. et al., 2017).

3.5. Chirurgicka technika ileocékalni resekce

Principem IC resekce je vynéti makroskopicky postizené ¢asti stfeva. Nejcastéji se
provadi z laparoskopicky asistovaného piistupu, méné €asto pak ptistupem z laparotomie ¢i
laparoskopie. Laparoskopicky asistovana IC resekce spociva v zavedeni jednoho portu pro
kameru skrz pupek a dvou portti do levé poloviny bficha (tzv. multi-port), nebo vsech tii portii
pres jeden otvor v pupku (single-port). Druhy jmenovany pfistup je v souc¢asné dobé metodou
volby ve Fakultni nemocnici v Motole. Po zavedeni portl je nejprve zrevidovadna a nasledné
mobilizovana cela IC oblast. Mobilizace s natnutim néasténného peritonea se provadi od oralni
poloviny colon transversum pies colon ascendens az do oblasti terminalniho ilea. Dany tisek
stieva tak zlistane zavéSen pouze na mezenteriu a mesocolon a miize byt provedena jeho
antepozice do rany v pupku. Nasledné je provedena skeletizace ptilehlého cévniho zasobeni a
vlastni IC resekce s end-to-end ileokolickou anastomoézou. Stievo je pak reponovano zpét do

dutiny bfis$ni a rana zaSita po vrstvach (Amil-Dias J. et al., 2017).

3.6. Statisticka analyza

K analyze dat byl pouzit software R-project (R Core Team, verze 3.4.1). Pro
zhodnoceni rozdild mezi priméry a mediany zkoumanych proménnych (histopatologicka,
endoskopicka a klinické skore aktivity zanétu, pocty CD30+ lymfocyti, hladiny FCPT a
TCPT) u déti s CD, UC a IBDU byl pouzit Mann-Whitney U test a t-test s Welchovou
korekei. K nalezeni nejsignifikantngj$i hladiny cut-off pro dané proménné byla pouzita ROC
kiivka. Jednotlivé ROC kiivky byly vzajemné porovnavany pomoci De-Longova testu.
Kaplan-Meierovy kiivky pieziti pak byly pouzity k analyze frakce pacientt s

nekomplikovanym pribéhem onemocnéni v prubéhu Casu. Ke zjisténi, zda byly rozdily
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nalezené v danych proménnych nezavislymi prediktory komplikovaného pribéhu
onemocnéni, byly pouzity linearni a mnohotné regresni modely véetné Coxovy regrese.

K ovéteni vzéjemné korelace mezi testovanymi proménnymi byl pouzit Pearsontv korela¢ni
koeficient. VSechny testy byly oboustranné a hodnotu vyznamnosti p < 0,05 jsme povazovali

za statisticky signifikantni. Pouzivali jsme 95% interval spolehlivosti.
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4. VYSLEDKY JEDNOTLIVYCH STUDII A DISKUZE

4.1. Prediktivni hodnota histopatologického skérovaciho systému u déti s

komplikovanym pribéhem Crohnovy choroby

Studie byla publikovdana v ¢asopise Pathology: research and practice v roce 2017

Fabian O, Hradsky O, Potuznikova K, Kalfusova A, Krskova L, Hornofova L, Zame¢nik J, Bronsky J.
Low predictive value of histopathological scoring system for complications development in children with

Crohn's disease. Pathol Res Pract 2017; 213(4): 353-358.

V této studii jsme se rozhodli ovétit, zda mikroskopicka aktivita zanétu u déti s CD
stanovend pfislusnym histopatologickym skérovacim indexem koreluje s endoskopickou a
klinickou aktivitou zdnétu. Dale jsme testovali, zda mé histopatologicky skérovaci systém

prediktivni hodnotu pro rozvoj komplikaci u déti s CD.

Soubor pacientd zatfazenych do studie je obecné charaterizovan v kapitole 3. V této
studii byli pacienti nasledné sledovani po dobu minimaln¢ jednoho roku, zda nerozvinou

nékterou z piesné definovanych komplikaci. Za komplikaci jsme povaZovali:

e strikturu neprostupnou pro endoskop nebo s prestenotickou dilataci,
e rozvoj intraabdominalniho abscesu nebo pistéle,
e fistulyjici perianalni onemocnéni,

e nutnost zahdjeni anti-TNF terapie.

Do studie nebyli zafazeni pacienti, ktefi se jiz vstupné v dobé diagndzy prezentovali
nekterou z téchto komplikaci, a dale pacienti s pfedchozi diagndézou IBDU. Ve vysledku nés
soubor ¢ital 63 pacientl. Z téchto 63 pacientd, ktefi splnili vstupni kritéria, jich 19 rozvinulo
komplikace. U 15 z nich se jednalo o nutnost nasazeni anti-TNF terapie, 3 pacienti pak
rozvinuli intraabdominélni absces a 1 pacient strikturu s prestenotickou dilataci. 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 bodi
se navic ukazalo byt nezavislym prediktorem rozvoje komplikaci (HR = 3,20; p = 0,04) (obr.
4).
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Co se tyce vzajemnych korelaci danych skore, prokéazali jsme jen slabou korelaci mezi
GHAS a SES-CD (r = 0,48; p = 0,0001) a zddnou korelaci mezi GHAS a PCDAI (r=0,15; p
=0,24).
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Obr. 4.

A — Krabicovy graf porovnavajici hodnoty Simple Endoscopic Score (SES) u pacienti s
rozvojem a bez rozvoje komplikaci v pribehu 1 roku sledovani.

B — Kaplan-Meierovy kiivky pteziti nekomplikovaného pritbéhu onemocnéni u déti se Simple

Endoscopic Score < 15 body a déti s > 16 body.

4.1.1. Diskuze

Histopatologickych skérovacich systému pro IBD je zna¢né mnozstvi, vétSina z nich je
vSak vytvofena pro UC, minimum z nich je validovanych a Zadné neni vytvofené primarné
pro détské pacienty ¢i pacienty s IBDU. Korelace ptisluSnych skore s endoskopickym
nalezem neni ideélni, zejména v pripadé CD (Geboes K. et al., 2005). Na ving je nejspise
samotny biologicky charakter onemocnéni, které vykazuje fokalni charakter zanétu na
makroskopické 1 mikroskopické urovni, coz vede k riziku falesn€ negativnich vysledki v
rozsahu endoskopicky odebranych milimetrovych bioptickych vzorkid. Endoskopie, ktera
dokaze ptehlédnout cely luminalni povrch stfeva, v tomto podava validng;si informaci.
Vysledky nasi studie, kdy jsme prokazali Spatnou korelaci mikroskopie s endoskopickym a
klinickym obrazem i u déti s CD, tak nejsou prekvapujici. Histopatologické hodnoceni
aktivity zanétu u IBD s sebou nese i fadu dalSich, obecnéj$ich limitaci. Roli miize hrat
napiiklad hodnoceni slizni¢nich defekti, které nemusi byt v odbéru piehledné zastizeny nebo
je zastizen jen jejich melky okraj (pfiCemz fada skorovacich systémi rozliSuje mezi mélkou
erozi a hlubokou ulceraci). Pro pacienta je také zasadni, jestli se jedna o odbér z jednoho
drobného defektu ¢i jde stievo s extenzivné ulcerovanym povrchem ve vétSin€ svého rozsahu,
coz mikroskopie obtiZzné€ posoudi.

Nicméné, idedlni skorovaci index by nemél jen validné odrazet aktualni intenzitu a
aktivitu zanétu, ale mél by mit i prediktivni schopnost stran rozvoje ptipadného
komplikovaného pribehu onemocnéni. Prognosticky vyznam mikroskopie je vSak u pacientd
s IBD sporny. Dle nékterych studii (Riley SA. et al., 1991; Wright R. a Truelove SR., 1966)
ma u dospélych pacienti s UC kombinace mikroskopie a endoskopie lepsi vypoveédni hodnotu
stran predikce klinického pribéhu neZ endoskopie samotna. Konkrétné Geboesovo skore
predikuje rozvoj klinického relapsu u pacientti s UC v klinické i endoskopické remisi (Magro

F.etal., 2013; Bessissow T. et al., 2012). Pro Nancy Histological Index a Robartsovo skore
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zatim v tomto sméru nejsou k dispozici validni data. V ptipad¢ CD studie od Baars a spol.
(Baars JE. et al., 2012) neprokazala asociaci histopatologického nélezu s klinickym relapsem
onemocnéni, rozvojem striktury ¢i nutnosti chirurgického zakroku.

U déti nebyla prediktivni schopnost histopatologickych skérovacich systémii doposud
zkoumana. Dle studie od Fernandes a spol. (Fernandes MA. et al., 2016) ptidani histologie k
Parizské klasifikaci zvysilo rozsah postizenych tseki stieva u déti s CD, UC i IBDU, neni
vsak zfejmé, zda ma toto extenzivnéjsi hodnoceni rozsahu postizeni prediktivni vyznam ¢i
jakoukoliv relevanci pro nasledny terapeuticky management. V nasi studii se GHAS, v
souladu s ptedpoklady, neukazal byt prediktorem komplikaci u déti s CD. Oproti tomu, SES-

CD se ukazalo byt nezavislym prediktorem rozvoje komplikaci.

4.2. Prediktivni hodnota imunohistochemického prikazu tkanového kalprotektinu u déti

s komplikovanym priibéhem ulcerézni kolitidy

Studie byla publikovana v casopise Pathology: research and practice v roce 2019
Fabian O, Hradsky O, Lerchova T, Miku$ F, Zame¢nik J, Bronsky J. 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(12): 152689.

Studie se pokousela nalézt nové, specializovanéjsi metody detekce mikroskopické
aktivity zanétu u déti s IBD. S timto cilem jsme se zaméfili na imunohistochemickou detekci
TCPT, ktery by mohl ptesnéji odrazet histopatologickou aktivitu zdnétu a slouzit jako
prediktor komplikovaného pribéhu u déti s UC. Zajimala nas 1 jeho korelace s

histopatologickymi, endoskopickymi a klinickymi skore aktivity zanétu.

Po vstupni revizi a objektivizaci mikroskopickych, endoskopickych a klinickych nalezii
jsme u vSech pacientti (n = 49) provedli imunohistochemicky prikaz TCPT ve tkdnovych
fezech a kvantifikovali pocet CPT+ bunék na 1 zorné pole mikroskopu s velkym zvétSenim
(HPF; 400x; 0,24 mm?) (obr. 5). Pacienti byli nasledné sledovani po dobu minimalné& jednoho
roku, v jehoz pribé&hu jsme patrali po pfitomnosti konkrétnich komplikaci, které jsme

rozdélili do tii podskupin podle své zavaznosti (pficemz skupina A byla povazovana za

N 24

40



e Rozvoj ASC, definované jako PUCAI > 65
e Nutnost kolektomie

e Nutnost zah4jeni anti-TNF terapie

¢ Nutnost zahdjeni systémové kortikoterapie (CS)

Nutnost zahajeni systémové terapie S-aminosalicylovou kyselinou (SASA)

Cil C se tykal pacienti s ulcerozni proktitidou, jelikoz 1é¢ba u téchto pacientd byla
zah4jena topickymi steroidy. Pokud na dané terapii selhali a museli byt pfevedeni na

systémové SASA, byla tato zména povazovana za komplikaci.

Hladiny TCPT ani hodnoty UCEIS, Geboesova skore ¢i Nancy Histological Index
nepredikovaly zadnou z danych komplikaci. Nicméng&, hladiny FCPT a stfedni klinicka
aktivita zanétu (definovana jako PUCAI > 40) se ukazaly byt nezavislym prediktorem cili B
(HR 0,422 pti p = 0,04 pro FCPT a HR 2,98 pii p = 0,048 pro PUCAI) a C (HR 2,517 ptip =
0,026 pro FCPT a HR 0,98 pfi p = 0,048 pro PUCAI), ¢ili nutnosti zahdjeni systémové CS a
SASA terapie.

Dale byla nalezena dobra korelace mezi mediany hodnot TCPT a obou
histopatologickych skore (k = 0,65 pro Geboes score a k = 0,62 pro Nancy index pii p <
0,001) (obr. 6). Slabou korelaci jsme pak prokéazali 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 slab¢ koreloval s histopatologickymi skore (k = 0,39 pti p = 0,025 pro Geboes score a k =
0,38 pii p = 0,03 pro Nancy Index) a UCEIS (k = 0,36; p = 0,039) a nekoreloval s PUCAI (k
=0,63; p=0,06).
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Obr. 5. Imunohistochemicky prikaz kalprotektinu v bunikach stievni sliznice
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Obr. 6. Heat mapa znazoriiyjici distribuci hodnot Geboesova skore a poctu kalprotektin

pozitivnich bun€k ve vSech segmentech stfeva.
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4.2.1. Diskuze

Jedna se o prvni studii, kterd zkoumala pfinos imunohistochemické detekce TCPT u déti
s IBD. Diivodem pro nas byly limitace fekalni detekce CPT. Ackoliv jde o velmi dobry, a
hlavné neinvazivni marker aktivity stfevniho zanétu, neni specificky pro zadnou konkrétni
chorobu, a navic je detekovan az ve stolici, diky cemuz bez korelace s jinymi diagnostickymi
modalitami (naptiklad endoskopii) neni mozné urceni lokality zanétu. V nékterych ptipadech
muze byt navic falesné pozitivni i faleSné negativni. Obycejna pfiprava stieva pied vykonem
muze vést k normalizaci jeho hodnot (Kolho KL. et al., 2012), a naopak né€kteti pacienti s
drazdivym tracnikem mohou vykazovat zvySené hladiny FCPT, nejspis z diivodu stfevni
dysbiozy (D'Angelo F. et al., 2017). Dale az ¢tvrtina dospé€lé populace vykazuje zvysené
hodnoty FCPT, nejspiSe z diivodu vyskytu sporadickych adenomt (Poullis A. et al., 2004).
Détska populace miize mit vyssi hladiny FCPT 1 fyziologicky, pfi pouziti dospélé hodnoty
cut-off 50 mg/g stolice ma az 17 % zdravych déti falesn¢ pozitivni ndlez (Degraeuwe PL. et
al., 2015). Proto jsme predpokladali, ze by ptimy prikaz CPT ve tkani z bioptickych vzorkt
stievni sliznice mohl 1épe odrazet aktualni aktivitu zan€tu a mit tak lepsi prediktivni
schopnost stran rozvoje komplikaci. Zejména u pacienti s histologicky neaktivnim
chronickym zanétem (bez ptitomnosti neutrofill) ve stfevni sliznici by mohla detekce TCPT
slouzit jako zpfesnéni standardni mikroskopie. JelikoZ jsme v nasi studii nalezli dobrou
korelaci mezi TCPT a histopatologickymi skore aktivity zanétu, TCPT tak nejspiSe skutecné
validn€ odrazi aktualni tizi mikroskopické aktivity onemocnéni. Nicménég, TCPT ani
histopatologicka skore nepredikovaly Zadnou z nami definovanych komplikaci.
V ptipadé FCPT naSe prace potvrzuje vysledky piedchozich studii (Fagerberg UL. et al.,
2007; Ricciuto A. et al., 2018) a doklada sice slabou, ale signifikantni korelaci mezi FCPT a
(Sipponen T. a Kolho KL., 2010) neprokazuji korelaci mezi FCPT a klinickymi skore aktivity
onemocnéni, konkrétné PUCAL Oproti ptedchozi praci od Hradského a spol. (Hradsky O. et
al., 2014) jsme nalezli jen slabou korelaci mezi FCPT a histopatologickymi skore aktivity
zan&tu. Prediktivni schopnost FCPT je doloZené u pacientt v klinické remisi, u kterych se
FCPT ukazal byt prediktorem relapsu (Theede K. et al., 2016). Chybi vsak validni data, ktera
by dokladala prediktivni schopnost FCPT v dob¢ diagnozy. Nase studie doklada schopnost
FCPT predikovat v dob¢ diagndzy nutnost zahajeni systémové CS a SASA terapie. Obdobnou
prediktivni hodnotu jsme zjistili 1 u stiedni klinické aktivity onemocnéni (PUCAI > 40). Tento

vysledek se lisi od pfedchozich praci, ve kterych hodnoty PUCAI v dobé diagnozy nebyly
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spojeny s nutnosti SASA terapie ¢i imunomodulacni terapie (Zeisler B. et al., 2013, Mossop

H. etal, 2008).

4.3. Tkanovy kalprotektin jako prediktor rekurence Crohnovy choroby u déti po

ileocékalni resekei

Prace je aktualne odeslana ke zvazeni prijeti do zahranicniho impaktovaného periodika.

Tato studie se soustfedila na nalezeni novych histopatologickych prediktora rekurence
onemocnéni u déti s CD po IC resekci se zvlaSnim zaméfenim na prikaz TCPT v resekénich

okrajli IC resekatt.

Vstupni kritéria splnilo 48 pacientt. U vSech byla zjistovana zakladni klinicka a
chirurgicka data (jiné provedené chirurgické zakroky kromé IC resekce; rozsah resekce; typ
terapie; ptitomnost penetrujiciho postizeni; hladiny FCPT a zakladni laboratorni data). Déle
byl zpé&tné zrevidovan histopatologicky material z resek¢nich okrajii IC resekatt, kde bylo

patrano po pfitomnosti nasledujicich mikroskopickych proménnych:

intenzita chronického zanétu,

e intenzita aktivniho zanétu (neutrofily v lamina propria, v epitelu a pfitomnost
slizni¢nich defekti),

e intenzita esinofilni zanétlivé celulizace,

e porucha architektoniky sliznice,

e epiteloidni granulomy,

e bazalni plazmocytoza,

e pyloricka metaplazie,

e fibrotizace,

e lymfocytarni lymfangiitida,

e transmuralni lymfatické agregaty,

e submukozni plexitida,

e myenterickd plexitida,

e hyperplazie myenterického plexu,
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e obliterativni vaskulopatie,
e akutni fibrindzné-hnisava peritonitida,

e chronicka adhezivni peritonitida.

Na biopticky material z proximalniho i distalniho resekcniho okraje byl nasledné
proveden imunohistochemicky pritkaz TCPT a byly kvantifikovany pozitivni bunky na 1HPF.
Zmény byly hodnoceny separatné pro proximalni a distalni okraj. V dalsi fazi byl zhodnocen
mikroskopicky nalez z bioptickych vzorki odebranych pfi kontrolni endoskopii po 6 mésicich
a mikroskopickd intenzita zanétu byla objektivizovana uzitim GHAS. V dob¢ kontroly byla
znovu zhodnocena i1 endoskopicka, klinickd a laboratorni data. Endoskopicky nalez a ptipadné
znamky endoskopické rekurence v anastomoéze byly hodnoceny dle Rutgeertsova skore. V
ramci studie jsme zjiSt'ovali i pfitomnost rekurence v hornim GIT a v oblasti tlustého stfeva, k
¢emuz slozilo modifikované SES-CD (mSES-CD), které obsahovalo stejné proménné jako
standardni SES-CD, pouze bylo pouZzito separatné pro jicen, Zaludec¢ni télo, zalude¢ni antrum,
duodenum, pravostranné colon, colon transversum, levostranné colon a rektum. Endoskopicka
rekurence byla definovana jako Rutgeerts > i2 a/nebo mSES-CD v hornim GIT ¢i tlustém

streveé > 3.

25 pacientti mélo v dob€ kontroly znamky endoskopické rekurence (12 pacientt i2, 5 i3
a 8 14). Z pacientil v endoskopické remisi pak 1 vykazoval znamky rekurence v tlustém stieveé
a4 v hornim GIT. Nebyla nalezena Zadna souvislost mezi poctem CPT+ bungk v distalnim
resekénim okraji a rozvojem rekurence, v proximalnim okraji byla dokonce prokézana
negativni asociace (OR = 0,969; p = 0,008). Z dalsich histopatologickych znakt byla s
rozvojem rekurence asociovana piitomnost 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 pacientii na biologické terapii (OR = 0,851; p =
0,039 v dob¢ diagnézy, OR = 0,759; p = 0,011 v dob¢ kontroly), a dale vyssi hodnoty CRP
v dobé endoskopické kontroly (OR =2,21; p <0,001) (obr. 7).
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Obr. 7. Krabicovy graf porovnavajici hodnoty CRP v dob¢ kontroly po 6 mé&sicich u skupin

pacientl se znamkami a bez znamek endoskopické rekurence.

4.3.1. Diskuze

IC resekce je nejcastéjSim chirurgickym zakrokem u pacientii s CD. U dospélych
pacientil jsou prediktory pooperacni rekurence zndmy z ptedchozich studii a jsou jimi
piedevsim kouteni, predchézejici intestinalni resekce, pfitomnost penetrujiciho onemocnéni,
pfitomnost perianalniho onemocnéni a nutnost extenzivni resekce (de Cruz P. et al., 2015;
Buisson A. et al, 2012). Z histopatologickych znakli pak mezi doloZené prediktory patii
pritomnost aktivniho zanétu a myenterické a submukozni plexitidy v resekénich okrajich
(Misteli H. et al., 2015, Lemmens B. et al., 2017, Bressenot A. a Peyrin-Biroulet L., 2015).
Studie na détské populaci jsou limitované. Prace autort Zarubové a spol. (Zarubova K. et al.,
2017) prokézala 38% rekurenci u déti 1é€enych po IC resekci pouze azathioprinem. Dalsi
studie (Hukkinen M. et al., 2016; Amil-Dias J. et al., 2017) pak dokladaji rekurenci u 51 % a
87 % déti, jejich sledovani vSak bylo delsi neZ 6 mésicil, ne vSichni méli po pil roce kontrolni

endoskopii a jejich pooperacni 1écba se liSila. Nicméné, s ohledem na procenta relabujicich
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pacientli ve vyse zminénych pracich i v nasi studii 1ze zdiraznit nutnost pravidelného
sledovani téchto pacientll, coz se odrazi i v oficidlnich doporuc¢enich European Society for
Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition (ESPGHAN), ktera doporucuji
endoskopickou kontrolu v rozmezi 6-9 mésicii po resekci (Tham YS. et al., 2018).

Imunohistochemicky prikaz TCPT u pacientii po IC resekci nebyl dosud zkouman. Dle
nasich vysledki nelze tuto metodu doporucit jako vhodny prediktor pooperac¢ni rekurence.
Oproti pfedchozim studiim na 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 resek¢nich okrajich, jak jsme
ukazali v nasi praci.

FCPT je standardné pouzivén jako neinvazivni biomarker pooperac¢ni rekurence, coz
doklada 1 tada studii (Hukkinen M. et al., 2016, Kamath AF. et al., 2017). NaSe vysledky
kontrolni endoskopie a endoskopickou rekurenci. CRP je dle dostupnych studii sice méné
spolehlivym markerem nez FCPT (Tham YS. et al., 2018, de Cruz P. et al., 2015), v nasi praci
vSak byl prediktorem rekurence v dobé endoskopické kontroly. Lze tak predpokladat, ze na
rekurenci miiZze mit vliv 1 pfitomnost systémového zanétu, pficemz hladiny FCPT mohou byt
po vynéti postiZzené Casti stteva normalizované.

Nizka hladina sérového albuminu odrazi slaby nutri¢ni status pacientli. VySe zminéna
studie od Zarubové a spol. prokazala nizké sérovy albumin jako prediktor rekurence u déti
lécenych pouze monoterapii azathioprinem. Nase prace tento zaver potvrzuje i u pacientli na
biologické terapii. V rozvoji pooperacni rekurence tak nejspiSe bude hrat roli 1 nutri¢ni status

pacienta.

4.4. Diagnosticky prinos imunohistochemické detekce CD30+ lymfocyti ve stifevni

sliznici u déti se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi

Studie byla publikovdana v Casopise Digestive Diseases and Sciences v roce 2018
Fabian O, Hradsky O, Dr§kova T, Miku§ F, Zamec¢nik J, Bronsky J. Immunohistochemical Assessment of

CD30+ Lymphocytes in the Intestinal Mucosa Facilitates Diagnosis of Pediatric Ulcerative Colitis. Dig Dis Sci
2018; 63(7): 1811-1818.
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Cilem této prace bylo zpiesnéni diagnostiky détské CD a UC. Pro tento cil jsme se
rozhodli vyuzit detekce CD30+ lymfocytl ve stievni sliznici, jejichz hladiny by dle
dostupnych praci mohly byt vyssi u déti s UC. Dale nas zajimalo, zda hladiny CD30+
lymfocyti mohou slozit 1 jako prediktor budouci diferenciace v CD a UC u déti s IBDU.

Do studie vstoupilo 29 pacientti s CD, 31 s UC a 14 s IBDU. Pacienti byli sledovani po
dobu minimalné 18 mésicl, zda u nékterych déti s UC ¢i IBDU nedojde k manifestaci CD
znaki, které by vedly k preklasifikovani choroby. Cilem bylo ziskat do studie pacienty se
stabilni diagnézou, cozZ bylo dulezité zejména pro skupinu IBDU. V pribéhu zminéného
obdobi 3 pacienti s IBDU a 1 s UC rozvinuli CD znaky (ve vSech ptipadech periandlni
onemocnéni) a byli tak preklasifikovani na CD. U vSech pacientd byl zpétn€ zhodnocen
histopatologicky nalez a proveden imunohistochemicky pritkkaz antigenu CD30. Vzhledem
k faktu, ze pro IBDU pacienty dosud nexistuje Zadny skorovaci systém, vytvofili jsme pro
potieby studie vlastni jednoduché skore, které shrnuje tabulka €. 11. CD30+ lymfocyty pak
byly pocitany na 1 HPF.

Ve vSech segmentech stfeva s vyjimkou céka a colon ascendens se nam podatilo najit
statisticky signifikantni rozdil v medianech, primérnych hodnotach i maximalnich hodnotach
CD30+ lymfocytt mezi CD a UC pacienty. Statisticky nesignifikantni rozdil byl navic patrny
1 v céku a ascendens. Nejvyssi rozdil byl nalezen v oblasti rekta (p < 0,001) (obr. 8 a9). Na
zaklad¢ analyzy plochy pod kiivkou 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 (obr. 10). Tento rozdil byl nezavisly na endoskopické i mikroskopické aktivité
zangtu, a také na pfitomnosti lymfatickych folikult (p < 0,0001), u kterych jsme se obavali
ptipadného falesného nadhodnoceni poc¢tu CD30+ lymfocytd (zejména v oblasti Peyerskych
plakll). Nalezena hodnota cut-off byla nasledné pouzita pro analyzu skupiny pacienti s IBDU.
Nebyl nalezen rozdil mezi pacienty s CD a IBDU (p = 0,8), avSak byl prokézan rozdil mezi
IBDU a UC (p = 0,007).
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Obr. 8. Imunohistochemicky prukaz CD30+ lymfocytd ve stfevni sliznici.

A — Crohnova choroba, B — ulcerozni kolitida
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Obr. 9. Krabicovy graf porovnavajici pocty CD30+ bunék ve sliznici rekta u déti

s Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou.
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Obr. 10. ROC kiivka stanovujici cut-off poctu CD30+ lymfocytl ve sliznici rekta

k optiméalnimu rozliSeni mezi Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou.

Tabulka 11.

Univerzalni histopatologické skore pro hodnoceni mikroskopické aktivity zanétu u IBD.

Grade Histopatologicka zména

0 Bez zanétu

1 Pouze chronicky zanét (lymfocyty,
plazmatické bunky)

2 Neutrofily v lamina propria

3 Neutrofily v epitelu (povrchovy epitel,
kryptitida, kryptové abscesy)

4 Slizni¢ni defekt (eroze nebo ulcerace)

IBD = zanétliva stfevni onemocnéni
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4.4.1. Diskuze

Vyznam slizni¢nich CD30+ lymfocytl v diagnostice IBD byl doposud zkoumén jen
okrajové¢ a pro détskou populaci zadna studie tohoto typu do této doby neexistovala. V dob¢
naSeho vyzkumu byla zndma4 jedina publikace (Flores C. et al., 2015), ktera se timto tématem
zabyvala. Autofi prace na souboru dospélych pacientd s IBD detekovali pocty CD30+
lymfocytl v endoskopicky nejpostizenéjsi Casti stieva a prokazali signifikantné vyssi pocty
téchto bunck u pacientti s UC. Cilem nasi prace bylo ovéfit tuto premisu na détské populaci,
otestovat jeji nezdvislost na intenzité zanétu a lokalizaci onemocnéni a také posoudit hladiny
CD30+ bun¢k u IBDU pacientd. Vysledky nasi prace, ve které jsme prokazali signifikantni
rozdil mezi CD a UC pacienty téméf ve vSech etazich GIT, koresponduji s vyse uvedenou
studii a také s praci od autorti Giacomelli a spol. (Giacomelli R. et al., 1998), dokladajici vyssi
hodnoty CD30 u pacientli s UC v séru. Za dilezity povazujeme fakt, Ze rozdily byly nezavislé
na intenzit¢ zanétu, a tudiz ndmi 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. V soucasné dob¢ je tato 1écba
zvazovana u pacientil s n€kterymi typy lymfomi (Schirrmann T. et al., 2014; Fabbri A. et al.,
2017). U pacientti s IBDU by pak mohl rozpocet sliznicnich CD30+ lymfocyti slouzit jako
marker budouci diferenciace v UC. Soucasné diagnosticko-terapeutické postupy totizZ
neumoznuji reklasifikaci IBDU na UC, jelikoz UC je negativni diagnozou, zaloZenou na
absenci CD znak. Pacienti s IBDU refrakterni k dosavadni terapii, ktefi vykazuji vysoké
slizni¢ni hladiny CD30+ lymfocyt, by tak mohli pfedstavovat jedince s budouci diferenciaci
v UC.

Otazkou pak zlstava i samotna biologick4 povaha IBDU. Ta byla tradicné chapéana jako
docasna diagnoza nejistoty. Dle nékterych recentnich praci (Cleynen 1. Et al., 2016) by vSak
IBDU mohla ptedstavovat samostatny podtyp IBD s vlastnim charakteristickym genetickym
profilem. Z této hypotézy vychdzela i naSe studie, kdy jsme se zafazenim 18mésicniho
sledovani snazili vyselektovat stabilni IBDU pacienty s minimalnim rizikem budouci
diferenciace v CD. Nami nalezeny signifikantni rozdil mezi IBDU a UC v poctech CD30+
lymfocytl by tak mohl znamenat, Ze IBDU ma biologicky blize k CD. Nicmén¢, soucasna
1é¢ebna strategie u IBDU pacientli je mnohem bliz§i UC nezli CD (Turner D. et al., 2012).
Nabizi se tak otdzka, zda by pacienti s IBDU nemohli profitovat ze zmény terapie. Nicméng,
tato hypotéza je zaloZend na velmi malém poctu déti v IBDU skupin€ a musi tak byt ovéiena

dal$imi (nejlépe multicentrickymi) studiemi v budoucnu.

51



5. ZAVERY

5.1. Prediktivni hodnota histopatologického skérovaciho systému u déti s

komplikovanym pribéhem Crohnovy choroby

e Mikroskopicka aktivita zanétu stanovena skérovacim systémem GHAS jen slabé
koreluje s endoskopickou aktivitou zanétu a nekoreluje s klinickou aktivitou zanétu u

déti s CD.

e Histopatologicky skorovaci systém nemuze byt doporucen jako vhodny prediktor

komplikovaného pribehu onemocnéni u déti s CD.

e Oproti tomu endoskopicka aktivita zanétu stanovend pomoci SES-CD mtze slouzit

jako nezavisly prediktor rozvoje komplikaci u détské CD.

5.2. Prediktivni hodnota imunohistochemického priikazu tkanového kalprotektinu u déti

s komplikovanym pribéhem ulcerdzni kolitidy

e Byla nalezena dobra korelace hladiny TCPT s histopatologickymi skore aktivity
zanétu u déti s UC; nicméné hladina TCPT se neukéazala byt vhodnym prediktorem

komplikovaného priibéhu onemocnéni.

e Hladiny FCPT v dobé diagndzy a stfedni klinicka aktivita zanétu stanovend pomoci
skorovaciho systému PUCALI se ukézaly byt nezavislymi prediktory nutnosti zahéjeni

CS a 5ASA terapie.

5.3. Tkanovy kalprotektin jako prediktor rekurence Crohnovy choroby u déti po

ileocékalni resekeci

e HIladiny CPT+ bunék v resek¢nich okrajich IC resekatt nejsou prediktorem

endoskopické rekurence onemocnéni po 6 mésicich u déti s CD.
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e Nizky sérovy albumin a vysoké CRP v dobé¢ operace a vysoky FCPT v dob¢

endoskopické kontroly po 6 mésicich predikovaly rozvoj endoskopické rekurence.

5.4. Diagnosticky prinos imunohistochemické detekce CD30+ lymfocyti ve stifevni

sliznici u déti se zanétlivymi stifevnimi onemocnénimi

e Histopatologické vysetfeni bioptickych vzorki stfevni sliznice u déti s IBD spolu s
imunohistochemickym prikazem CD30+ lymfocytl v rektu by mohly byt slibnym

nastrojem k lep$imu rozliseni CD a UC v détském veéku.

e Déti s UC by mohly v budoucnu profitovat z cilené anti-CD30 terapie.
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6. SOUHRN

Cilem ptredkladané dizertacni prace je dolozit pfinos a limitace histopatologického
hodnoceni bioptickych vzorkl u déti se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi (IBD)

v diagnostice a zejména pak v predikci komplikovaného priibé¢hu onemocnéni. Dale si
klademe za cil prokazat ptipadny benefit specializovangjSich histopatologickych metod v
téchto dvou oblastech.

V prvni fazi naSeho vyzkumu jsme se zaméfili na korelaci mikroskopické aktivity
zéanétu s aktivitou hodnocenou endoskopicky a klinicky u déti s Crohnovou chorobou (CD).
Zajimala nds i role histopatologického vySetfeni jako moZzného prediktoru rozvoje komplikaci.
Vychdazeli jsme z piedchozich praci na toto téma v dospé€lé populaci, které v tomto sméru
udavaji jen limitovany ptinos histopatologické vySetteni. Nase studie tuto premisu potvrdila 1
u détskych pacientt, jelikoz histopatologicky nélez jen slabé koreloval s endoskopickym
nalezem, nekoreloval s klinickou aktivitou onemocnéni a nepredikoval definované
komplikace. Endoskopicka tize zdnétlivého postizeni se oproti tomu ukézala jako vhodny
prediktor komplikovaného pribéhu onemocnéni.

V dalsi fazi vyzkumu jsme se snazili hledat jiné, pfesnéjsi metody hodnoceni
histopatologické aktivity zanétu, které by mohly slouZit jako prediktor komplikaci. Zamé&fili
jsme se na imunohistochemicky pritkaz tkanového kalprotektinu (CPT). Jakozto produkt
neutrofilil je v ptipadé aktivniho zanétu v travicim traktu uvolfovan do sliznice a nasledné do
lumen stieva. Dle nasi hypotézy by jeho ptimy prikaz ve tkani mohl zpfesnit hodnoceni
aktivniho zanétu u déti s IBD. Provedli jsme na toto téma dvé prace, jednu na souboru
détskych pacienti s ulcerdzni kolitidou (UC) a druhou na souboru déti s CD, které
podstoupily ileocékalni (IC) resekci a my stanovovali tkanovy CPT v resekénich okrajich IC
resekatl. V prvni jmenované studii jsme zjistili, tkanovy CPT sice dobte koreloval
s mikroskopickou aktivitou zanétu stanovenou standardnimi histopatologickymi skore, Spatné
vSak koreloval s endoskopickou aktivitou zanétu, hladinami fekélniho CPT a klinickou
aktivitou onemocnéni a nemél, podobné jako samotné histopatologické vySetteni, prediktivni
schopnost stran rozvoje komplikaci. Oproti tomu, hladiny fekalniho CPT 1 stfedni klinicka
aktivita zdnétu (definovana jako Pediatric Ulcerative Colitis Activity Index > 40) predikovaly
nutnost zahdjeni systémové kortikoterapie a terapie S-aminosalicylovou kyselinou. Ani ve
druhé¢ studii na toto téma jsme nepotvrdili, Ze by zpfesnéni hodnoceni aktivity zanétu v
resekcnich okrajich IC resekati predikovalo rozvoj komplikaci, v tomto ptipadé endoskopické

rekurence po 6 mésicich od operace. Jako prediktor se vSak ukdzala byt pritomnost akutni a
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chronické peritonitidy v resek¢nich okrajich a dale 1 vyssi hladiny CRP a nizky sérovy
albumin v dobé¢ diagndzy a vysoky fekalni CPT v dob¢ kontroly.

Tteti oblast naseho vyzkumu se pak zamétila na moznosti zlepSeni diagnostiky détskych
IBD. Cilili jsme se na imunohistochemicky prikaz CD30+ lymfocyta ve stievni sliznici u déti
s CD, UC i neklasifikovanou IBD (IBDU). Jelikoz dosavadni poznatky o imunopatogenezi
IBD naznacovaly, ze by déti s UC mohly mit vyssi hodnoty CD30+ lymfocytl v séru i stievni
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+ bun¢k
a podafilo se nam nalézt i hodnotu cut-off, schopnou rozlisit mezi CD od UC s témé&f 90%
senzitivitou a specificitou. Vysledek dava i nad¢ji do budoucna v podobé¢ pripadné cilené anti-
CD30 terapie. Soustfedili jsme se 1 na detekci CD30+ lymfocytl u déti s IBDU. Nalezeny
signifikantni rozdil mezi UC a IBDU pacienty by mohl v budoucnu selektovat IBDU pacienty

s moznou diferenciaci v UC.
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7. ABSTRACT

The aim of the presented thesis is to summarize a 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 were searching for other, more precise methods of
assessment of histopathological disease activity that could serve as predictors of
complications. We focused at immunohistochemical assessment 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 5-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
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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 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.
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