UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Lékarska fakulta

Détska klinika

Fakultni nemocnice Olomouc

MUDr. Eva Karaskova

doktorsky studijni program Pediatrie P 5174

Regulace erytropoézy a metabolizmu Zeleza
u anémie chronickych chorob se zamérenim

na anémii u nespecifickych strevnich zanétu

Dizertacni prace

Skolitel: prof. MUDr. Dagmar Pospiilova, Ph.D.

Olomouc 2019



ABSTRAKT

UVOD: Crohnova choroba (CD) a ulcerézni kolitida (UC) jsou chronickd zanétliva
onemocnéni postihujici travici trakt (inflammatory bowel diseases, IBD). Incidence IBD u
déti 1 dospélych celosvétoveé stoupd. Anémie, zejména sideropenickd anémie a anémie
chronickych chorob, je nejcastéjsi extraintestinalni systémovou komplikaci IBD. U téchto
pacientil se ¢asto jednd o tzv. ,.funkéni® deficit zeleza, kdy 1 pies dostatecné celkové zasoby
v organizmu, neni Zelezo pro erytropoézu dostupné. Klicovym reguldtorem metabolizmu
zeleza je hepcidin a jeho interakce s transmembranovym pienaSecem Zeleza feroportinem.
Produkce hepcidinu je ovlivnéna predev§im aktudlnimi zdsobami ZzZeleza a systémovou
hladina hepcidinu, naopak pfi aktivnim zanétu jeho hladina stoupa. Laboratorni stanoveni
hladiny hepcidinu ma i své praktické vyuziti. Aktualni hodnota mulze, vedle ostatnich
markert, pfispét k rozhodnuti o spravné strategii 1é€by zelezem (parenteralni versus peroralni
forma).

CiL: Prvnim cilem bylo stanovit sérové hladiny hepcidinu u déti s nespecifickym stievnim
zanétem v dob€ diagnoézy, porovnat vysledky u CD, UC a zdravych kontrol a korelovat
hladiny hepcidinu s vybranymi klinickymi a laboratornimi parametry. Druhym cilem bylo
vyhodnotit zmény sérovych hladin hepcidinu v dal§im pribéhu onemocnéni a zjistit vztah
jeho piipadnych zmén k vybranym parametrim metabolizmu Zeleza, ukazatelim zanétu a
druhu podéavané 1écby.

METODY: V prvni, priifezové Casti prace, byly analyzovany hladiny sérového hepcidinu, C-
reaktivniho proteinu (CRP), sérového Zeleza, feritinu, solubilnich transferinovych receptorti a
kalprotektinu ve stolici u détskych pacientd s nove diagnostikovanym nespecifickym stfevnim
zanétem v obdobi od ledna 2012 do zafi 2016. Ve druhé, prospektivni ¢asti, byla u vybranych

déti s IBD porovndna data z doby diagnézy s daty ziskanymi v dal$im prib¢hu onemocnéni,



kdy byli pacienti 1éCeni udrzovaci protizanétlivou 1écbou. Druha faze vysetfeni probihala
v bieznu az ¢ervnu 2018, kdy byly méfeny hladiny hepcidinu a parametry metabolizmu Zeleza
a zanétu. Hladiny hepcidinu byly stanoveny pomoci kapalinové chromatografie sprazené
s hmotnostni spektrometrii. Pro hodnoceni aktivity CD byl pouZit index PCDAI (The
Paediatric Crohn’s Disease Activity Index) a pro hodnoceni aktivity UC index PUCAI (The
Paediatric Ulcerative Colitis Activity Index).

VYSLEDKY: Nové diagnostikovani pacienti s CD (n=53) méli signifikantné vy$s§i sérové
hladiny hepcidinu nez pacienti s UC (n=23): 22,6 (8,5-65,0) ng/ml versus 6,5 (2,4-25,8)
ng/ml (p<0,05). V celém souboru nemocnych sIBD byl hepcidin nezavisle asociovan
s feritinem. U déti s CD byla zjisténa jeho signifikantni pozitivni korelace s poctem
trombocyti. Negativni korelace hepcidinu s kalprotektinem ve stolici byla zaznamenana
ve skupiné UC. Béhem prospektivniho sledovani doslo u pacientt s CD (n=30) k
signifikantnimu poklesu hladin hepcidinu: 36,5 (11,5-79,6) ng/ml versus 2,1 (0,9-6,7) ng/ml
(p<0,05). Naopak u nemocnych s UC (n=13) se hladiny hepcidinu vyznamné¢ nezménily: 5,4
(3,4-16,6) ng/ml versus 4,8 (0,9-8,1) ng/ml. Zmény hladin hepcidinu korelovaly u
nemocnych s CD se zménou aktivity choroby a parametrii zanétu (sedimentace erytrocyti,
CRP), kdezto u nemocnych s UC pouze s hladinami Zeleza. Podani biologické 1é¢by u jedincii
s CD bylo ve srovnani s konvenéni protizanétlivou terapii provazeno vétsim poklesem CRP a
interleukinu-6.

ZAVER: Rozdilné hladiny sérového hepcidinu mezi pacienty s CD a UC na pocatku
onemocnéni a jejich odlisna dynamika v pribéhu nemoci odrazi rizny podil deficitu Zeleza a
zanétu na vzniku anémie. Hepcidin je slibnym markerem metabolizmu Zeleza, jehoz aktudlni
hladina muze, spole¢n¢ s ostatnimi méfenymi parametry, prispét k porozuméni reakce
organizmu na depleci zeleza pii soucasné probihajicim zanétlivém procesu. Stanoveni sérové

hladiny hepcidinu mize napomoci k rozhodnuti o typu suplementace Zeleza. Pii nizké sérové



hladin€ se bude zelezo dobte vstiebavat po peroralnim podéani, naopak pfi vysoké hladiné
hepcidinu bude feroportin v enterocytech blokovat resorpci Zeleza, které pak bude nutné
dodavat parenteralni cestou.

KLICOVA SLOVA: déti, nespecificky stfevni zanét, Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida,

anémie, hepcidin



ABSTRACT

BACKGROUND: Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are chronic disorders
affecting the gastrointestinal tract (inflammatory bowel diseases, IBD). Worldwide incidence
of IBD both in adults and children is increasing. Anaemia is the most common extraintestinal
complication of IBD, predominantly iron deficiency anaemia (IDA) and anaemia of chronic
disease (ACD). These types of anaemia (IDA+ACD) are frequently concurrent in patients
with IBD. In these cases, total iron body stores are sufficient but not available for
erytropoiesis (i.e., “functional” iron deficiency). Hepcidin (and its interaction with
ferroportin) is a key regulator of iron metabolism and also serves as a marker of systemic
inflammation. Hepcidin binds to ferroportin and blocks its function. Hepcidin production is
influenced by two main factors: iron stores and systemic inflammation. In general, hepcidin
levels drop with increasing severity of iron deficiency, and conversely, levels of hepcidin rise
during systemic inflammation. In addition to other markers, current serum level of hepcidin,
may contribute to an appropriate choice of iron supplementation (intravenous versus oral).

AIM: The first part of this study was aimed to compare hepcidin levels in paediatric patients
newly diagnosed with CD, UC and healthy controls and to evaluate the association of
hepcidin levels with laboratory and clinical parameters of IBD activity. In the second phase of
the study, we evaluated serum hepcidin levels during the later course of disease and correlated
their changes with selected markers of iron metabolism, inflammation and provided treatment.
METHODS: Regarding the first phase of the study, children newly diagnosed with IBD
between January 2012 and September 2016 were enrolled in this comparative cross-sectional
trial. Levels of serum hepcidin, C-reactive protein (CRP), iron, ferritin, soluble transferrin
receptors, blood count and faecal calprotectin were analyzed in all subjects. Second phase of
the study was conducted between March and June 2018 and included comparison of hepcidin

levels at the time of diagnosis and during later maintenance anti-inflammatory therapy in the



individual patients. Serum hepcidin levels were measured by reverse-phase liquid
chromatography. The Paediatric Crohn’s Disease Activity Index (PCDAI) was used to
evaluate CD activity and Paediatric Ulcerative Colitis Activity Index (PUCAI) was used for
the assessment of UC disease activity in children.

RESULTS: Newly diagnosed CD subjects (n=53) had significantly higher serum hepcidin
levels compared with the UC group (n=23): 22.6 (8.5-65.0) ng/mL versus 6.5 (2.4-25.8)
ng/mL (p<0.05). Hepcidin was independently associated with ferritin levels in all IBD
patients. Moreover, there was a significant positive correlation between hepcidin and platelet
count in children with CD and a negative correlation between hepcidin and faecal calprotectin
in children with UC. Subjects with CD (n=30) had significantly decrease of hepcidin levels
during maintenance treatment: 36.5 (11.5-79.6) ng/mL versus 2.1 (0.9-6.7) ng/mL (p<0.05).
In contrast, no difference of hepcidin levels in UC patients was found: 5.4 (3.4-16.6) ng/mL
versus 4.8 (0.9-8.1) ng/mL. Changes in hepcidin levels correlated with disease activity and
markers of inflammation (erythrocyte sedimentation rate, CRP) in CD group, whereas only
with serum iron level in UC patients. The use of biological treatment in CD patients was
accompanied by a larger decrease in CRP and interleukin-6, compared to conventional
therapy.

CONCLUSIONS: Differences in hepcidin levels between children with newly diagnosed CD
and UC and their divergent changes during maintenance treatment suggest a distinct
contribution of iron deficiency and/or systemic inflammation to anaemia. Hepcidin is a
promising marker, whose current serum level together with other parameters can contribute to
understanding the body's reaction to iron depletion during the inflammatory process.
Assessment of serum hepcidin levels may contribute to an adequate choice of iron

supplementation. In conditions with low serum hepcidin levels, iron should be well absorbed



after oral administration. Contrarily, if the hepcidin level is high, ferroportin in enterocytes
will block iron absorption and intravenous iron substitution will be necessary.
KEY WORDS: children, inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulcerative colitis,

anaemia, hepcidin
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UVOD

Anémie, zejména sideropenicka anémie a anémie chronickych chorob, jsou nejcastéjsi
extraintestinalni systémovou komplikaci nespecifickych stievnich zanéti. U téchto pacient
se Casto jednd o tzv. ,funk¢ni* deficit zeleza, kdy i1 pres dostatecné celkové zasoby v
organizmu, neni Zelezo dostupné pro erytropoézu. Klicovym regulatorem metabolizmu Zeleza
je hepcidin a jeho interakce s transmembranovym pienaSecem zeleza feroportinem. Hepcidin
je slibnym markerem metabolizmu zeleza, jehoz aktualni hladina muze, spolecné s ostatnimi
méfenymi parametry, prispét k porozuméni reakce organizmu na depleci Zeleza pii soucasné

probihajicim zanétlivém procesu.

CILE DIZERTACNI PRACE

- Srovnani sérovych hladin hepcidinu u déti s nespecifickym stfevnim zanétem v dobé
diagnozy, porovnani vysledkti u Crohnovy choroby, ulcerézni kolitidy a zdravych
kontrol.

- Zhodnoceni vztahu hladin hepcidinu s vybranymi klinickymi a laboratornimi
parametry.

- Vyhodnoceni dynamiky sérovych hladin hepcidinu v pribéhu onemocnéni (baseline
versus follow-up).

- Zhodnoceni vztahu pfipadnych zmén hladin hepcidinu v pribéhu onemocnéni
s vybranymi parametry metabolizmu Zeleza a ukazateli zdnétu.

- Zjisténi piipadnych prediktivnich ukazateld, které by v dobé diagn6zy poukazovaly na

wewvr
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Nespecifické stievni zanéty

Crohnova choroba (CD), ulcerézni kolitida (UC) a tzv. neklasifikovatelné zanétlivé
sttevni onemocnéni (IBD-U, IBD-unclassified) jsou chronicka zanétliva stievni onemocnéni
(inflammatory bowel diseases, IBD) postihujici travici trakt. Onemocnéni vznikne piiblizné u
extenzivngj$§im postizenim stfeva a cCastéjSimi komplikacemi [1]. V literatufe se IBD
v détském véku uvadi pod zkratkou pIBD (paediatric-onset IBD). CD je chronické, casto
celozivotni, zanétlivé onemocnéni kterékoliv Casti travici trubice s predilekénim postizenim
ileocekalni oblasti a tlustého stieva. Postizeni je segmentarni a zanét postihuje celou tloustku
stény stfevni. V typickych ptipadech jde o zanét granulomatdzni. Segmentarni zanéty byly
znamy jiz dfive, ale nebyly odliSovany od zanéta tuberkuloznich. Az v roce 1932 Crohn,
Ginzberg a Oppenheimer identifikovali nosologickou jednotku ileitis terminalis. Postupné
bylo zjiSténo, Ze onemocnéni miize postihovat i1 dalsi ¢asti stfeva a dostalo nazev regionalni
enteritida (fecky enteron zahrnuje sttevo tenké i tlusté) [2]. UC je chronické, relabujici
zanétlivé onemocnéni tlustého stieva, s maximem zmén v rektu, odkud se Sifi do rizné
vzdalenosti traniku. Podle rozsahu postizeni jde pak o proktitidu, proktosigmoiditidu,
levostrannou kolitidu (po liendlni ohbi), extenzivni kolitidu (dale za liendlni flexuru) a
pankolitidu (cely tra¢nik vcetné céka). Onemocnéni IBD-U je rovnéZ charakterizovano
izolovanym postizenim tlustého stieva, avSak endoskopicky ani histologicky nalez

neumoziuje v daném case rozlisit, zda se jedna o CD nebo UC.
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Vyskyt

Podle aktudlni prace Sykory et al jsou Evropa (zejména Skandinavie) a Severni

Amerika misty s nejvyssi incidenci pIBD na svété (Evropa 0,2-23/100000/rok, Severni

cvwr

patii Latinskd Amerika (0,2-2,4/100000/rok) a Afrika (0,0-0,9/100000/rok). Data (ac¢

zpocatku omezend) sleduji vyskyt pediatrické IBD od roku 1940 a globaln¢ ukazuji na

vzestupny trend. Nékterd data zposlednich dvou dekdd svédéi o stabilizaci incidence

(plateau) pIBD v Evropé a Severni Americe, ale zvySeni vyskytu v industrializovanych

zemich Asie, stiedniho vychodu a Afriky [3]. Ceska republika patii mezi zemé s nejvyssi

incidenci pIBD. Podle studii provedenych v CR doglo k nariistu pIBD od roku 1990 (nulova

incidence) do roku 2001 az na 2,69/100000/rok u CD a 1,84/100000/rok u UC [4], déale pak

do roku 2015 na 6,2/100000/rok u CD resp. 2,8/100000/rok u UC [5].

Tabulka 1. Incidence nespecifickych stfevnich zanéth u déti podle kontinentll a regiont.

Ptevzato a upraveno podle [3].

Region incidence IBD | incidence UC | incidence CD | doba sledovéni
Severni a Zapadni 0,5-23 0,3-15 0,2-12,3 1951-2017
Evropa

Vychodni Evropa 2,7-10,0 0,9-5,2 0,25-8,6 1997-2015
Jizni Evropa 0,1-18,3 0,1-9,6 0,5-10,3 1978-2005
Severni Amerika 1,1-15,2 0,5-10,6 0,7-13,9 1940-2010
Latinska Amerika 0,2-2,4 nezjisténo nezjisténo 2012-2013
Afrika 0,0-0,9 nezjisténo nezjisténo 1997-2006
Asie/Blizky vychod | 0,5-11,4 0,2-3,9 0,3-3,7 1968-2012
Australasie 2,9-7.3 0,4-1 0,1-3,5 1971-2015

IBD = nespecificky stfevni zanét, UC = ulcerdzni kolitida, CD = Crohnova choroba.

Incidence - pocet novych ptipadli onemocnéni na 100 000 obyvatel za rok.
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Obrazek 1. Incidence nespecifickych stievnich zanéti u déti celosvétové. Se souhlasem

autora prevzato z [3].
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Etiopatogeneze IBD

Zanétlivad stfevni onemocnéni vznikaji jako nésledek vzajemné interakce mezi
genetickymi dispozicemi a zevnim prostfedim. Dal$im faktorem, ktery zasahuje do tohoto
procesu je stievni mikrobiom. Jasna pfi¢ina IBD dosud nebyla objasnéna. Onemocnéni je
fenotypoveé heterogenni a pfi¢in bude ziejmé vice. U kazdého pacienta se jednotlivé
etiologické faktory rlznou mérou individudlné kombinuji. Ukazuje se, Ze jednim
z nejsilngjsich rizikovych faktorti pro rozvoj IBD je pozitivni rodinnd anamnéza. V piipadé,
ze se IBD vyskytuje u prvostupnového piibuzného, je riziko vzniku IBD az desetinasobné
oproti bézné populaci [6]. Prace Bengtsona et al zjistila, ze pokud u déti rodict s IBD
vypukne rovnéz IBD, tak vék v dobé diagndzy je difivéjsi, nez u jejich rodici: rozdil

v medianu véku v dobé diagnozy byl az 17 let. Tento jev davaji autoii do souvislosti mimo
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jiné s tzv. sdilenym prostfedim (sparing environment), naptiklad typem stravovani, koufenim
apod. [7]. Zasadni vliv ma geneticka predispozice u CD (vice nez u UC). Konkordance byla
prokazana u monozygotnich dvojéat v 35% u CD a 16% u UC, u dizygotnich dvoj¢at pouze v

3%u CD a 2% u UC [8].

Geneticke vlivy

Relativné dobfe prozkoumana jsou monogenni onemocnéni, kterd se projevuji mimo
very early onset IBD). Jde napfiklad o poruchy signalizace interleukinu -10, Wiscott-
Aldrichiv syndrom nebo chronickou granulomatozni chorobu. Naopak stale trvaji nejasnosti
v ptipad¢ genetickych dispozic ,klasickych* forem IBD. U CD je nejvice zkoumanym genem
NOD?2 gen (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2). Gen koduje protein
NOD?2, ktery je intracelularnim receptorem pro slozku bakterialni stény muramyl-dipeptidu
[9]. Jeho tfi varianty (p.L1007fsX, p.G90SR a p.R702W) jsou asociovany s CD [9,10]. NOD1
a NOD2 proteiny jsou také dilezité mediatory v endoplazmatickém retikulu, kde se podili na
aktivaci proinflamatornich reakci [11]. Nicméné presny patogeneticky mechanizmus, kterym
mutace NOD?2 genu vede ke vzniku CD, zndm neni. Ve velké studii publikované v roce 2016
(n=29838), ktera sledovala vztah genotypu a fenotypu IBD, byly zjistény tfi lokusy se
signifikantnim vztahem k IBD, zejména s lokalizaci postizeni stfeva: NOD2 (16q12), MHC
(6p21) a MSTI (3p21). lleélni forma CD je asociovana s variantami NOD2 a kolonickd forma
s alelami HLA systému. Z MHC (major histocompatibility komplex) regionu byla zjiSténa
nejsilngj$i vazba ke kolonické CD s alelou HLA-DRBI1*01:03 a s UC pak alela HLA-
DRBI1*13:01. Poslednim uvedenym asociovanym genem je MST! gen, jehoz varianty
rs2172252 a rs3197999 mirné zvysuji relativni riziko pro iledlni a ileokolickou formu CD.

Varianty NOD2 genu naopak nejsou asociovany se strikturujici formou onemocnéni. Zavérem
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autofi podle svych vysledkd navrhuji déleni IBD podle vyse uvedenych asociaci do tii skupin
(namisto dvou: CD a UC), a to na 1: iledlni CD, 2: kolonickou formu CD a 3: UC [10].
Familiarni vyskyt rGznych autoimunitnich onemocnéni vcetné IBD ukazuje na
vyrazny vliv dédi¢nosti. Nicméné rizné formy klinickych projevi, a také rizné odpovédi
jednotlivych pacientli na 1é¢bu, poukazuji na ptitomnost dalSich, epigenetickych vlivl, kdy
zmény v genové expresi jsou zpusobeny napiiklad metylaci DNA, acetylaci histoni a dalSimi

faktory [12].

Strevni mikrobiom

Mikrobiom stfeva stoji na pomezi vlivii genetickych a environmentalnich. Slozeni
sttevni mikroflory je ovlivnéno jednak geneticky, ale také faktory z obdobi raného Zivota
(forma porodu, délka kojeni), stravovacimi zvyklostmi nebo napiiklad koufenim [13].
Mikrobiom hraje vyznamnou roli v regulaci funkce epitelidlni stfevni bariéry a udrzeni
imunologické homeostazy stfeva. Komenzalni bakterie moduluji expresi genil regulujicich
napiiklad intestindlni maturaci, bariérovou funkci stfeva nebo absorpci nutrietd [14].
Dysregulace interakci mezi hostitelem a mikrobiomem mulze vést k abnormdlni imunitni
zanétliveé reakci [15]. Dosud nebylo prokazano, ze by konkrétni kmen bakterie, kvasinky nebo
viru byl zodpovédny za vznik IBD. SpiSe se jednd o vzdjemnou interakci mezi hostitelem a
mikroby. Také nékteré vyse uvedené geny (NOD2, ATG16L1) asociované s IBD jsou ty,
které urcuji imunitni reakci hostitele s mikrobiomem [15]. Studovana byla i diverzita
sttevniho mikrobiomu u pacienti s IBD. Ve studii détskych pacientd s IBD byla popsana
snizena diverzita stfevni mikroflory oproti zdravym kontroldm, a tento faktor signifikantné
koreloval s hladinou kalprotektinu ve stolici [16]. Dale byly u détskych pacientli pozorovany
zmény ve sloZeni stfevniho mikrobiomu po podani exkluzivni enteralni vyzivy, a to zvySeni
poctu a variability kmeni Firmicutes, jejichz diverzita je u pacienti s CD redukovana [17]. U

pacientii s CD byly zjiStény, oproti zdravym jedincim, zmény jak v bakteriomu (bakteridlnim
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mikrobiomu) i tzv. mycobiomu (fugalnim mikrobiomu), naptiklad vyssi koncentrace Serratia
marcescens, Escherichia coli a Candida tropicalis u pacienti s CD [18]. V jiné studii bylo
popsano snizeni poctu a diverzity populace bifidobakterii u détskych IBD pacientd proti

zdravym kontrolam [15].

Environmentalni faktory

Vzhledem k nartistajici incidenci IBD zejména v rozvinutych zemich je ziejmé, Ze
zevni vlivy hraji vyznamnou roli v etiopatogenezi IBD. Diskutovany jsou ptedevSim vliv
stravy v¢. kojeni, koufeni, rozdily zivota ve mésté a na venkové, antibiotickd 1écba a dalsi.
Prvnim faktorem, ktery je ovSem obtizné uchopitelny, je slozeni pfijimané stravy. Dosud
chybi ptimé dikazy pro to, ze by uréita forma stravy (konzervované potraviny,
vysokosacharidova dieta, lepek ve stravé apod.) vedla ke vzniku IBD. Opakované byl
studovan vliv kojeni. Problémem je, Ze obdobi kojeni je od doby vzniku IBD velmi vzdélené,
a navic dit¢ ma mimo kojeni riznorodé sloZeni ostatni stravy. V jedné asijské studii (n=442)
byl protektivni vliv kojeni potvrzen [19]. V dalsi praci byl zjistén protektivni vliv kojeni pii
rozvoji IBD v raném véku (early-onset IBD), ale pfi celkovém hodnoceni na CD a UC vliv
prokéazan nebyl [20]. Metaanalyza z roku 2012 prokézala zvySené riziko vzniku IBD (vice u
CD nez u UC) u lidi Zijicich ve méstech ve srovnani s obyvateli vesnic a autofi davaji toto
riziko do souvislosti stzv. ,hygienickou hypotézou“, tedy nedostatecnym kontaktem
s riznymi antigeny vcéetné enteropatogenti v raném véku a dale se zneciSténym zivotnim
prostiedim [21]. Dal$im studovanym rizikovym faktorem byla 1éc¢ba antibiotiky behem
prvniho roku Zivota. U IBD pacientl byla tato expozice zjiSténa v 58%, zatimco u zdravych

kontrol v 39% [22].
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Klinicky obraz

Mezi projevy Crohnovy choroby patii bolesti bficha, priijmy, hubnuti, anémie, tnava a
porucha ristu. U 13-60% pacientl je pfitomno periandlni zanétlivé postizeni [23]. Pacienti
s ulcerdzni kolitidou maji typicky prijmy s pifiméesi krve, tenesmy, no¢ni stolice, Casto je
pifitomna anémie. U IBD se u 6-23% déti vyskytuji extraintestindlni pfiznaky, mezi které patii
erythema nodosum, uveitida, enteropatickd artritida atd. [24]. Dé¢ti s IBD maji také vyssi

vyskyt izkostné poruchy a deprese [25].

Diagnostika

Pti podezieni na IBD u ditéte je nezbytné tivodné vyloucit infekéni pticinu potizi.
Z laboratornich ukazateli mé byt vySetfen krevni obraz s diferencidlnim rozpoctem, C-
reaktivni protein, biochemicky profil, parametry metabolizmu Zzeleza a nutrice. Hladina
kalprotektinu ve stolici (faecal calprotectin, FC) miize vyznamné napomoci k rozhodnuti o
indikaci endoskopického vysetieni. Byla prokdzana silna korelace mezi FC a endoskopickym

nalezem jak u UC tak u CD [26].

U vSech déti s podezienim na IBD ma byt podle tzv. portskych kritérii provedena
koloskopie s termindlni ileoskopii a ezofagogastroduodenoskopie. Piiklady endoskopickych
nalezli jsou na obrazcich 2-5. K zobrazeni tenkého stieva je pak nejvhodnéjsi magneticka

rezonancni enterografie [27, 28].
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Obrazek 2. Piiklady endoskopickych nalezii pii tézké formé Crohnovy choroby.

Na vSech obrazcich je endoskopicky pohled do céka, vlevo s ileocekalni chlopni. Sliznice je
exulcerovand, chlopen zejici. Na prvnim obrazku je v urovni chlopné€ cékum stenotizované.

Obrazek 3. Komplikace Crohnovy choroby - sten6za v ileocekalni oblasti.

Na vSech obrazcich jsou patrné stendzy lumen stieva v terénu zanétlivych zmeén.

Obrazek 4. Priklady endoskopickych nalezii pii ulcerdzni kolitidé.

Pti ulcerdzni kolitidé mé sliznice vymizelou cévni kresbu. Na sliznici jsou drobné plosné
ulcerace, eroze a edém.
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Obrazek 5. Obraz pozanétlivé pseudopolypozy stieva jako forma ,,hojeni* ulcerdzni kolitidy.

Na obrazcich je endoskopicky obraz tra¢niku s ptisedlymi nebo stopkatymi pseudopolypy, z
nichZz nékteré jsou mezi sebou propletené a pifemostuji lumen stieva. Okolni sliznice je
zhojena.

Rozliseni CD a UC muze byt obzvlasté v pediatrii v nékterych piipadech slozité a je
samoziejmé mozné az po kompletnim zhodnoceni GIT: ileokoloskopie, gastroskopie a
zobrazeni tenkého stfeva. PotiZe mohou nastat zejména pfi izolovaném postizeni tlustého
stteva, bez znamek zanétu na tenkém stfevu. Napomocny je v téchto piipadech nedévno
publikovany tzv. pIBD classes system, ktery rozdé€luje znaky onemocnéni do tii tfid (viz
tabulka 2). Vprvni tfidé jsou znaky, které se vyskytuji pouze u CD a jsou zcela
inkompatibilni s UC, ve druhé tfid¢ pak znaky, které se u UC vyskytuji velmi vzacné (<5%) a
ve tieti tfid€ jsou znaky, které se u UC mohou vyskytnout obcas (5-10%). Podle poctu bodt je
pak mozné lépe rozhodnout, zda se jedna o kolonickou formu CD, UC nebo IBD-U (obrazek

6) [29].
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Tabulka 2. Systém diferencialni diagnostiky nespecifického stievniho zanétu u déti podle

jednotlivych znakt (pIBD classes features). Upraveno podle [29].

Tiidal |1 nejméné jeden granulom kdekoliv v travicim traktu

nejméné jedna hluboka ulcerace, reliéf ,,dlazebnich kostek®, nebo stenoza
v tenkém stfevu

3 fistulujici onemocnéni
4 velké, zanétlivé, periandlni fibromy
5 ztluSténi stény tenkého stieva podle zobrazovacich metod nebo zanétlivé

zmény pii kapslové endoskopii (s vyjimkou backwash ileitidy)

6 jakékoliv ilealni postizeni pti absenci zdnctu v céku tj. inkompatibilni
s backwash ileitidou

Tiida2 |7 skip 1éze, s vyjimkou ,,rectal sparing® a ,,caecal patch*

(o¢]

kompletni “rectal sparing® (mikroskopicky i makroskopicky)

9 useky zanétlivé zménéného kolon a makroskopicky normalniho kolon
s histologicky prokdzanym zanétem

10 | signifikantni ristova retardace (ristova rychlost minus < 2SD)
nevysvétlitelnd jinak (celiakie, deficit ristového hormonu, dlouhodoba
1é¢ba kortikoidy apod.)

11 | transmuralni zanét tracniku pokud se nejedna o téZkou akutni kolitidu

12 | ulcerace v tenkém stfevu, duodenu nebo jicnu nevysvétlitelné jinak (infekce
Helicobacter pylori, abusus nesteroidnich antiflogistik, celiakie apod.)

13 | vicecetné (> 5) aftoidni ulcerace zaludku nebo tra¢niku v terénu normalni
sliznice, nevysvétlitelné jinak (infekce Helicobacter pylori, abusus
nesteroidnich antiflogistik apod.)

14 | backwash ileitida pii relativné nevyznamném zanétu v céku

15 | pozitivita ASCA pfi negativité pANCA

16 | opacny gradient zadnétlivych zmén (proximalné > distalni) s vyjimkou
,rectal sparing™ efektu

17 | vyrazné polickovani sliznice zaludku nebo duodena nevysvétlitelné jinak
(infekce Helicobacter pylori, celiakie apod.)

18 | hluboké ulcerace (alespoii jedna) nebo ,,relief dlazebnich kostek* v zaludku
nevysvétlitelny jinak (infekce Helicobacter pylori, abusus nesteroidnich
antiflogistik apod.)

Tiida3 | 19 | histologicky fokalni chronickd duodenitida

20 | histologicky fokalni aktivni kolitida

21 | n€kolik (< 5) aftoidnich ulceraci v tracniku nebo v zaludku

22 | prijmy bez krve

23 | histologicky fokalni gastritia

Znamky IBD zcela neslucitelné s UC (tfida 1), vyskyt u UC <5% (tfida 2) a vyskyt u UC 5-
10% (trida 3).

ANCA = Anti Neutrophil Cytoplasmic Antibodies, ASCA = Anti Saccharomyces Cerevisiae
Antibodies, rectal sparing effect = kolitida Setfici rektum, caecal patch = izolované zanétlivé
zmény v céku, periapendikularné, SD = smérodatna odchylka
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Obrazek 6. Rozhodovaci algoritmus k rozdéleni nespecifickych stfevnich zanéti do
jednotlivych  podtiid  (ulcer6zni  kolitida, kolonickd forma Crohnovy choroby,

neklasifikovatelny nespecificky stfevni zanét). Upraveno podle [29].
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CD = Crohnova choroba, UC = ulcer6zni kolitida, IBD-U = neklasifikovatelné IBD

Aktivitu IBD lze objektivizovat pomoci indexti aktivity onemocnéni. Paediatric
Crohn’s Disease Activity Index (PCDAI) hodnoti stav dle klinickych pfiznakt, laboratornich,
antropometrickych dat a fyzikalniho vySetieni pacienta (tabulka 3) [30]. PCDAI ma rozsah od
0 do 100 bodi. Skére < 10 sv&dci pro remisi onemocnéni, rozmezi od 11 do 30 bodl ukazuje
lehkou aktivitu nemoci a hodnoty nad 30 pak aktivitu vysokou. Paediatric Ulcerative Colitis
Activity Index (PUCALI) vychazi z klinickych potiZi pacienta (tabulka 4) [31]. Rozmezi indexu
je od 0 do 85 bodl. Skére mensi nez 10 bodi znaci remisi, hodnoty mezi 10 az 34 body
ukazuji na lehkou aktivitu, na vysokou aktivitu pak body mezi 35 az 64. Pro téZkou akutni

kolitidu svédéi PUCALI score nad 65 bodu.
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Tabulka 3. Pediatricky index Crohnovy choroby (PCDALI). [27].

Anamnéza Body
bolesti bficha 7adne o
mirné (kratce trvajici, nerusi denni akbivitu) 5
tézke [déle trvajici, notni, narusuji denni aktivicu) 10
stolice za 24 h 0 - 1 tekuté stolice, bez krve o
do 2 kaSovitych s primési krve nebo 2-5 tekutjch =]
vyrazne krvaceni, B a vice stolic, noEni prajem 10
denni aktivita, Onava bez limitace, citi se dobre 0
obEasné potize, podprimeérny pocit 5
£asté omezeni denni aktivity, velmi Spatny pocit 10
Laboratorni hodnoty
hematokrit (%) O0-10let | nad 32 0
268-32 2,5
pod 28 5
divky 11-19 let | nad 33 0
29-33 2,5
pod 29 5
chlapci 11-14 let | nad 34 0
30-34 2,5
pod 30 5
chlapci 15-18 let | nad 36 0
32-36 2,5
pod 32 5
FW [mm,/h] pod 20 0
20-50 2,5
nad 20 ]
alburnin [g/1] nad 34 0
31-34 5
pod 31 10
Fyzikalni wsetfeni
télesna hmotnost primereny prirustek hmotnost 0
nedmysing stabilni hmotnost, ztrata hmotnost 1-9 % 5
#trata hmotnosti vic nez 9 % 10
ristova rychlost vetsi nez -1 50 0
-1 80 &z -2 5D 5
mensi nez -2 50 10
bricho Zadna palpacni bolestivost, bez hmatne patologicke rezistence 0
palpaéni bolestivost nebo hmatny infiltrat bez bolestivosti 5
bolestivost, dobre hmatna rezistence 10
perianalni postizeni Zadne, asymptomaticke wristky v okoli konegniku 0
1-2 nebolestive pistéle s malou sekreci, 2adna bolestivost 5
aktvni pistel se sekreci, bolestivost nebo absces, drenaz 10
Extraintestinalni projevy [horetka nad 38,5 °C po dobu ti dnd béhem tydne, artritida, uveitida,
erythema nodosum, pyoderma gangrenosum):
Zadne 0
jeden 5
vice nez jeden 10

FW = sedimentace, SD = smérodatna odchylka, maximalni skére = 100 bodt
Orientacni rozmezi aktivity onemocnéni:

- remise: PCDAI < 10 bodu

- mirna zanétliva aktivita: PCDAI 10 — 30 bodu

- stiedni az vysokd zanétliva aktivita: PCDAI > 30 bodt
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Tabulka 4. Pediatricky index ulcer6zni kolitidy (PUCAI) [27].

Body
Bolest bricha
zadna 8]
muZe byt ignorovana 5
nemuzZe byt ignorovana 10
Krev ve staolici
zadna 0
malé mnozZstvi, v méné nez 50 % stolic 10
malé mnoZstvi ve vétsiné stolic 20
velké mnoZstvi (vice nez 50 % obhjemu staolice) 30
Konzistence vétsiny stolic
formovaneé 8]
castecné formovane 5
zcela neformované 10
Pocet stolic za 24 hodin
0-2 0
3-5 5
6-8 10
>8 15
Noéni stolice (jakakoliv epizada vedouci
k probuzeni)
ne 0
ano 10
Denni aktivita
bez omezeni 0
obEasné omezeni aktivity 5
vyznamne omezeni aktivity 10

Maximalni skore: 85 bodl

Orientacni rozmezi aktivity onemocnéni:

- remise: PUCAI < 10 bodi

- mirna zanétliva aktivita: PUCAI 10 — 34 bodi
- stfedni zanétliva aktivita: PUCAI 35 — 64 bodi
- vysoka zanétliva aktivita: PUCAI > 65 bodu

Korelace obou indexti s endoskopickym nalezem, je rozdilnd. Podle neddvné studie
PCDALI S$patn¢é koreluje s endoskopickym skore SES-CD (simple endoscopic score for
Crohn’s disease, r=0,33) [32], ackoliv recentni studie Turnera uvadi o néco lepsi vysledky
(r=0,42-0,45) [33]. Naopak u PUCALI byla korelace s endoskopickym nélezem (Mayo score)
vyborna (r=0,95) [29]. Z téchto divodl se v klinické praxi podstatné vice vyuziva PUCAI
index, kdy jiz podle klinickych potizi, které index zahrnuje, je moZzné usuzovat na tizi

onemocnéni.

25



Lécéba Crohnovy choroby

Terapie CD seu déti v poslednich letech vyznamné zménila, a to pfedev§im diky
biologické 1é€beé a vyluéné (exkluzivni) enterdlni vyzivé (EEV). Cilem 1é¢by je nejen zmirnit
¢i alespon odstranit klinické symptomy a v idealnim ptipad€ dosdhnout slizni¢niho hojeni, ale
také zlepsit kvalitu Zivota za minimalizace 1ékové toxicity a obnovit rlst a zrani détského
organizmu. Lékem prvni volby k indukci remise pediatrické CD je EEV, ktera v poslednich
letech z velké ¢asti nahradila 1écbu kortikoidy. EEV spoc¢iva v podavani tekutych, sterilnich a
komplexnich (vyvazena smés makro a mikronutrientil) preparatl enteralni vyZzivy po dobu 6-8
tydnd. Davka se vypocita podle potieb organizmu v daném v&ku. K EEV pak jiz dité
nedostdva Zadnou jinou stravu a pije pouze neslazenou balenou vodu [34]. Celkovy ucinek
1écby EEV je minimalné srovnatelny s kortikoidy pii ziskani pfidané hodnoty ve smyslu
zlepSeni nutri¢niho stavu [35]. Bylo zjisténo, Ze po terapii EEV (v tydnu 10) dojde ke
slizni¢nimu hojeni u 74% d¢ti, zatimco po 1é¢bé kortikoidy pouze v 33% [36]. Mechanizmus
ucinku EEV neni pfesné objasnén. Pfi EEV se obnovuje epitelidlni bariéra a ovlivnén je i
sttevni mikrobiom [17]. EEV se vyznacuje minimdlnim vyskytem nezadoucich u¢inkii. Pozor
je tfeba dat pifi zahajovani 1écby zejména u piedtim malnutriénich déti a davkovat EEV
postupné¢ ve vzestupnych davkach, aby se piedeslo vzniku refeeding syndromu [37].
Kortikoidy jsou indikovany pti selhdni nebo intoleranci EEV a pfi extraintestindlni
manifestaci onemocnéni. Indukéni 1éCba (EEV event. kortikoidy) je nasledovana udrzovaci
1é¢bou imunomomula¢nimi 1éky (azathioprin, 6-merkaptopurin nebo methotrexat). Nejcastéji
pouzivanym lékem je azathioprin. Udrzovaci 1é€ba ma byt zahdjena u vSech déti s CD se
sttedné tézkou a t€Zkou formou onemocnéni. U pacientd, ktefi na 1é€bu neodpovidaji, mize
byt prospésné zjisténi hladin metabolitl azathioprinu: 6-thioguaninu a 6-metylmerkaptopurinu
a podle vysledki upravit terapii. V ptipad¢ tézkych forem CD se pii selhani imunomodulaéni

1écby indikuje 1é¢ba biologickd pomoci anti-TNF (anti-tumor necrosis factor) 1éCiv. Pro
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induk¢ni a udrzovaci 1écbu CD v pediatrii je prozatim schvalen infliximab a adalimumab. Ob¢
léciva maji srovnatelnou ucinnost i bezpecnostni profil. Podavani jinych biologik
(golimumab, vedolizumab), pouzivanych u dospélych s IBD, je u déti zatim mozné pouze
v rezimu off-label. Chirurgicka 1é€ba CD ptipada v ivahu pii selhani medikament6zni 1€cby a
pfi komplikacich. Akutni vykony zahrnuji feSeni iledznich stavili, perforaci, krvaceni nebo
abscest. V pfipad¢ izolovaného ileocekalniho postizeni se strikturou lze zvazit elektivni
ileocekalni resekci jako 1é€ebnou moznost vedle 1écby medikamentozni. Pii extenzivngjSim
postizeni stfeva je naopak tfeba vyvinout maximalni usili k vyuziti vSech konzervativnich

1é¢ebnych modalit, aby se piedeslo vzniku syndromu kratkého stieva [23,27].

Lécba ulcerdzni kolitidy

Zakladem lécby lehké a stftedné tézké UC jsou aminosalicylaty, nejcastéji mesalazin.
V ptipadé, Ze je uvedena lécba bez efektu, podavame systémove piisobici kortikoidy. U akutni
tézké kolitidy jsou kortikoidy lékem prvni volby. Pii jejich neti€¢innosti pak nésleduje 1écba
biologickd (infliximab). K udrZeni remise se uzivaji imunomodulaéni léky (viz vySe lécba
CD). Podle aktuélnich doporuceni pro lécbu UC je z biologik nejvhodnéjsi infliximab. U
priméarnich nonrespondérii na anti-TNF 1écbu lze, po vylouceni jiné pfic¢iny potizi (zejm.
infekce a stendza), podat vedolizumab (protilatka proti ouf; integrinu). U sekunddrnich
nonrespondért je indikovano podani adalimumabu nebo golimumabu [29]. Chirurgicka 1écba
UC zahrnuje akutni vykony u stavll s vysokym rizikem vzniku toxického megacolon nebo

nezvladatelnym krvacenim. Jedinym elektivnim vykonem u UC je restorativni

proktokolektomie s ileal-pouch-anélni anastomézou [27] (obrazek 7).
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Obrazek 7. Stav po totdlni proktokolektomii s modelaci ileo-pouch-andlni anastomdzy pfi

t€zké ulcerdzni kolitide.

A: bez znamek aktivniho zanétu B: s obrazem zanétu tzv. pouchitidy

Na obou obrazcich jsou endoskopické nalezy pifivodného i slepého raménka rezervoaru
(pouche) a septa mezi nimi.

Cilem adekvatni lécby IBD je maximdlni lécebny ucinek pii minimalni lékové
toxicité. Proto se hledaji prediktivni faktory, které by pomohly jiz od pocatku odlisit pacienty
s nizkym a naopak vysokym rizikem vzniku rychlé progrese a komplikaci onemocnéni, a
podle toho pak stratifikovat terapii. Tedy pfedevsim vcas zahdjit podani biologické 1écby u
déti s vysokym rizikem nebo naopak ponechat dit¢ snizkym rizikem bez udrZovaci
imunomodulacni 1écby. Zkoumany jsou v tomto sméru rizné prediktivni faktory, jako je veék
v dobé diagndzy, zavaznost vstupniho endoskopického ndlezu, ristova retardace v dobé

diagndzy atd. Nicméné prozatim nebyly tyto faktory jasné specifikovany [38].
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1.2. Anémie a nespecifické stievni zanéty

Anémie predstavuje nejcastéjsi extraintestindlni systémovou komplikaci IBD.
Postihuje 6-74% dospélych hospitalizovanych pacientd a 19-21% pacientti sledovanych
ambulantné [39]. U déti s IBD je vyskyt anémie také velmi Casty a odhaduje se v rozmezi
41% az 75% [40]. Piitomnost anémie zhorSuje kvalitu zivota, fyzické, emoc¢ni a kognitivni
funkce IBD pacientd, a to zejména z diivodi akcentované¢ho inavového syndromu [39,41]. Je

také znamo, ze 1éCba IBD pacienta s anémii je nakladnéjsi nez 1écba pacienta bez anémie [42].

Etiologie anémie je u IBD multifaktorialni. Nejcastéji se kombinuje anémie z
nedostatku zeleza (iron deficiency anaemia, IDA) a anémie chronickych chorob (anaemia of
chronic disease, ACD). Mezi dalsi, méné Casté typy patii anémie z deficitu vitaminu B12,
nejcastéji po resekei termindlniho ilea. Anémie z nedostatku kyseliny listové mize nastat u
malnutricnich déti nebo jako nezadouci Uc¢inek 1€cby metotrexatem nebo sulfasalazinem.
Dalsimi léky, které mohou pfispivat ke vzniku anémie, jsou azathioprin a 6-merkaptopurin.
Jejich podani mlize u disponovanych pacienti, kteti maji snizenou aktivitu enzymu thiopurin-
methyl-transferazy, vést k leukopenii, trombocytopenii, anémii a v extrémnim piipade az k
aplazii kostni dfené [39]. VSechny typy anémie u IBD bez deficitu zeleza jsou nékdy razeny

do skupiny tzv. non-iron deficiency anaemia (NIDA) (tabulka 5) [43].

Tabulka 5. PfiCiny anemie bez deficitu zeleza (NIDA) podle Cetnosti vyskytu. Pievzato z

[43].
Casté anémie chronickych chorob
méne Casté deficit kobalaminu, folatu
polékové: aminosalicylaty, azathioprin, 6-merkaptopurin
vzacné hemolyza

myelodysplasticky syndrom
aplastickd anémie
deficit gluk6zo-6-fostat dehydrogenazy
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Pti¢inou vzniku IDA jsou krevni ztraty do traviciho traktu, snizeny piijem Zeleza ve
vyzive a snizena absorbce Zeleza po resekénich vykonech na tenkém stfevu. Na vzniku ACD
se podili predev§im zanétlivymi cytokiny indukovana produkce hepcidinu v jatrech s
naslednou poruchou vstiebavani zeleza z enterocytli a snizenym uvoliiovanim zeleza z bun¢k
retikuloendotelového systému. Zanét se podili také na snizeni sekrece erytropoetinu, zvySeni
rezistence receptorti erytroidnich bunék k erytropoetinu, sniZzeni proliferace a maturace

erytroidnich prekurzort a sniZeni piezivani erytrocytli pii akcentované erytrofagocytoze [39].

ACD je vétsinou lehkd nebo stiedné tézka anémie. Hodnoty hemoglobinu pod 80g/1 jsou
vzacné [39]. Je snizend hladina retikulocytii, normalni nebo snizeny stfedni objem erytrocytl
(MCV, mean cell volume), snizené sérové Zelezo a normélni nebo zvyseny feritin. Zelezo je
sekvestrovano v retikuloendotelovém systému, ale diky nadprodukci hepcidinu s naslednou
internalizaci feroportinu, nedostupné v séru, coz vede k tzv. funkénimu deficitu Zeleza

(functional iron deficiency, FID).

Diagnostika anémie

Ptestoze je anémie u IBD casta, zistava n¢kdy nediagnostikovana a nelécend. Nedavna
studie v USA zjistila, Ze asi tfetina anemickych pacientti s UC nebyla viibec na parametry

metabolizmu zeleza testovana [44].

Anémii definuje snizend hladina hemoglobinu. Tento parametr se méni v priib&hu Zivota a
ovlivityji ho rizné faktory (napft. vek, etnikum, gravidita, nadmotska vySka apod.). Normalni
hladiny hemoglobinu u déti a dospélych podle WHO kriterii jsou uvedeny v tabulce 6 a plati i

pro IBD pacienty [43].
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Tabulka 6. Cut-off hladiny hemoglobinu a hematokritu pouzivané k definovani anémie.

Ptevzato a upraveno podle [43].

hemoglobin (g/1) hematokrit (%)
déti 6 meésici-Slet | 110 33
déti 5-11 let 115 34
déti 12-13 let 120 36
muzi >13 let 130 39
zeny > 13 let 120 36

Podle doporuceni Evropské spolecnosti pro Crohnovu chorobu a ulcerdzni kolitidu
(ECCO) maji byt na piitomnost anémie pravidelné testovani vSichni nemocni s IBD. ECCO
doporucuje ke screeningu anémie vySetfovat kompletni krevni obraz, sérovy feritin a C-
reaktivni protein. U pacientll v remisi ma byt screening provadén jednou za 6-12 mésici, u
pacienti s aktivnim onemocnénim nejméné jednou za 3 mésice. Pokud je anémie
diagnostikovéna, je tfeba doplnit dal§i parametry: Sife distribuce erytrocytti (RDW, red cell
distribution width), stfedni objem erytrocytd (MCV, mean cell volume), pocet retikulocyti,
procento hypochromnich erytrocytii (%HYPO) a koncentrace hemoglobinu v retikulocytech
(RetHb, reticulocyte hemoglobin concentration). K rozs§ifenému panelu vysetieni dale patii
diferencialni rozpocet leukocytii, solubilni transferinové receptory (sTfR), pfipadné index
sTfR/log feritin, saturace transferinu (TSAT), hladina vitaminu B12, folatu, haptoglobinu,
laktatdehydrogenazy, urey a kreatininu. U pacientli po resekci termindlniho ilea je tfeba
hladinu vitaminu Bj; (ev. homocysteinu a methylmalonatu v moc¢i) monitorovat minimalné

jednou ro¢né [39,43].

Diferencidlni diagnostika anémii u IBD zahrnuje nejcastéji tfi varianty: IDA (bez
pritomosti zndmek zanétu), ACD a kombinaci IDA+ACD. Z pohledu metabolizmu Zeleza se
u IDA jedna o absolutni deficit Zeleza, pti ACD o funkéni deficit Zeleza a pii IDA+ACD se

oba mechanizmy v riizné mife kombinuji (tabulka 7).
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Tabulka 7. Diagnostika deficitu zeleza. Pfevzato a upraveno podle [45].

absolutni deficit | funk¢ni deficit | kombinace absolutniho

Zeleza zeleza pti zanétu | a funkéniho deficitu Zeleza
sérovy feritin ! 1 zaleZi na stupni deficitu Zeleza
TSAT ! ! !
hepcidin ! 1 zalezi na stupni deficitu zeleza
RetHb ! ! !
%HYPO 1 1 1
sTfR 1 ! | nebo normalni
sTfR/log ferritin | 1 ! 1
CRP normalni 1 1

TSAT = saturace transferinu, RetHb = koncentrace hemoglobinu v retikulocytech, %HYPo =
procento hypochromnich erytrocyti, sTfR = solubilni transferinové receptory, CRP = C-
reaktivni protein.

Parametry metabolizmu Zeleza:

Saturace transferinu (TSAT) se vypocitava jako pomér sérového Zeleza a celkové vazebné
kapacity pro zelezo [46]. Pro deficit Zeleza svéd¢i TSAT < 20%. [45].

Procento hypochromnich erytrocyti (% HYPO) je povazovano za ¢asny indikator deficitu
zeleza. Pro deficit zeleza svédci hodnota nad 6%. [45].

Koncetrace hemoglobinu v retikulocytech (RetHb) poukazuje na aktudlni (3-4 dny)
dostupnost Zeleza k syntéze hemoglobinu. Nizk4 hodnota (< 28 pg) svéd¢i pro deficit zeleza
pii erytropoéze [45].

Sérova hladina Zeleza byva sniZena u IDA 1 ACD. Jeji vySetieni, bez doplnéni dalSich
parametrd, je ale pro hodnoceni deficitu Zeleza zavadéjici. Hladina diurnalné kolisé, a proto
by mél byt odbér proveden rdno, na lacno, aby se minimalizovala variabilita tohoto markeru
[46].

Sérovy feritin za fyziologickych okolnosti odrazi télesné zasoby zeleza. Pti zanétu se ale
chova jako reaktant akutni faze zanétu, takze v tomto ptipad¢ jeho zvySena hladina deficit
zeleza nevylucuje [43]. Pokud byly sérové hladiny feritinu méfeny nékolik dnli po sobé, tak

se individualné lisily az o 15% u muzi, o 27% u zen a v dlouhodobém sledovani dokonce o
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62% [47,48]. Cut-off hodnota feritinu svédcici pro deficit Zeleza je u pacientti bez zanétlivé
aktivity méné nez 30 pg/l (92% senzitivita, 98% specificita). Pfi zanétu ukazuje na deficit
zeleza hladina feritinu pod 100 pg/l. Pokud se koncetrace feritinu pohybuje mezi 100-300
ug/l, pak je vhodné kombinovat toto vysetieni s méfenim TSAT. Pro deficit Zeleza pak svédci
TSAT < 20%. Pokud ani tako kombinace neurc¢i piesné deficit zeleza, je tteba doplnit ostatni
prametry (viz tabulka 7) [45].

Solubilni transferinové receptory (sTfR) jsou jednoduché polypeptidy (85 kDa), které se
uvoliyji do séra z transmebranovych transferinovych receptorti (190 kDa) exprimovanych na
povrchu erytroidnich bunék. Plazmaticka koncentrace sTfR odrdzi denzitu receptori na
povrchu bungk, tedy pfimo ukazuje aktivitu erytropoézy a inverzné dostupnost Zeleza pro
erytropoézu [49,50]. Na rozdil od feritinu a transferinu neni jejich hodnota ovlivnéna zanétem
[39]. Narust sTfR registrujeme pfi deficitu Zeleza nebo zmnozeni erytroidnich elementd v
kostni dfeni, které muze byt disledkem hemolyzy nebo neefektivni erytropoézy. Jeho

stanoveni mize pomoci v diferencialni diagnostice IDA a ACD.

Index sTfR/log feritin je vhodnym vySetfenim, které ma vyhodu reciprocniho vztahu mezi
dvéma proménnymi, coz zvyraziiuje rozdil mezi nimi a zlepSuje tak diferencialni diagnostiku
mezi IDA, ACD a IDA+ACD. Hodnota indexu nad 1,4 (tj. zvySeni sTfR a sniZeni feritinu)

ukazuje na deficit Zeleza [39].

Sérova hladina hepcidinu mutze ptispét k diferencialni diagnostice anémii (ACD versus

cwwvr

pfi zanétu jeho hladina stoupa.
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Lécba anémie u IBD

Lécba anémie u IBD spocivd jednak v substituci Zeleza a soucasné¢ v potlaceni
systémové zanétlivé aktivity vlastniho onemocnéni (kortikoidy, imunomodulancia, biologicka
1écba). Spravnd volba lécebného postupu je zdsadni pro dosazeni efektu pii soucasné

eliminaci nezadoucich ucinkt 1écby.

Mezi cile 1éCby anémie patii odstranéni klinickych symptomi, zlepSeni kvality zZivota,
normalizace hemoglobinu a doplnéni zasob Zeleza. Vzestup hladiny hemoglobinu alespon o
20 g/l za ctyti tydny povazuje ECCO za akceptovatelnou odpovéd na 1écbu [43]. Lécba
zelezem je doporucena u vSech pacientd s IBD pokud je zjisténa IDA. Opakované bylo v
literatuie diskutovano, zda je u pacienti s IBD bezpecnd perordlni forma Zeleza. Na
animalnich modelech vedlo peroralni podavani k toxickému efektu zeleza na sliznici tlustého
stteva a vzestupu produkce zanétlivych cytokint (interleukin-1a, interleukin-6, interferon-y,
tumor necrosis factor-a) [51,52,53]. Po 1écb¢ peroralnim Zelezem byly popsany i zmény
sttevniho mikrobiomu. Doslo k signifikantnimu zvySeni mnozZstvi enterobakterii a sniZeni
poctu lactobacili. Zvysené hladiny fekalniho kalprotektinu svédCily o aktivaci zanétu
v travicim traktu [54]. Jina studie u IBD pacientil zjistila po 1é¢bé€ perordlnim (ve srovnani s
parenteralnim) Zelezem snizeni diverzity stievni mikrofléry (snizeni —mnoZstvi

Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus bromii, Dorea species a Collinsella aerofaciens)

[55].

Efekt peroralni a intravendzni aplikace Zeleza na Upravu anémie byl porovnavan v
randomizované prospektivni multicentrické studii u 46 IBD pacientti. V obou skupinach doslo
ke srovnatelnému vzestupu hemoglobinu, ale pouze ve skupin¢ s parenteralni aplikaci byl
dokumentovan i vzestup feritinu. Ve skupiné¢ s perordln¢ poddvanym zelezem muselo pét

pacientd (20,8%) prerusit lécbu pro gastrointestindlni potize, zatimco ve skupiné s
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intravendzni aplikaci byl zaznamenan nezadouci u¢inek pouze u jednoho pacienta (4,5%)
[56]. V meta-analyze, ktera zahrnula 333 pacientd sIBD, byly po intraven6zni (versus
peroralni) 1écbé Zelezem zjistény vyssi hladiny hemoglobinu a feritinu [57]. Také v dalsi praci
zahrnujici 694 IBD pacienta se hladiny hemoglobinu vice zvysily ve skuping, kde bylo zelezo
podavano parenteralné [58]. Dobry bezpecnostni profil intraven6zné poddvaného zeleza (Fe-

karboxymaltozy) a efektivita 1€cby u déti s IBD byly potvrzeny ve studii Laasse et al [59].

Intravendzni substituce Zeleza ma byt podle ECCO doporuceni zvazena jako lécba
prvni linie u pacientl s klinicky aktivnim IBD a u pacientl s pfedchozi intoleranci peroralniho
zeleza, pokud jejich hladina hemoglobinu klesne pod 100 g/l. Parenteralni substituce vede u
téchto pacientii k rychlejSimu nastupu ucinku, je efektivngj$i a 1épe tolerovand nez 1écba
peroralni. Efekt 1éby 1ze sledovat podle hladin hemoglobinu, feritinu a saturace transferinu.
Hodnoty feritinu nad 800 pg/1 a saturace transferinu nad 50% uz svédci pro pretizeni Zelezem
s potencidlem organové toxicity. Riziko pretizeni zelezem pfi 1écbé je ale u pacient s IBD

vétsinou nizké pro chronické ztraty Zeleza do traviciho traktu [43].

Perordlni substituce Zeleza, obvykld u jinych diagnéz, je u aktivni formy IBD
limitovdna a indikujeme ji pouze v pfipad¢ lehké anémie u pacientll v remisi [43]. Studie
Morettiho na malém souboru pacientli ukazuje, Ze podavani perordlniho zeleza denné vede
k rychlé elevaci hladiny hepcidinu s naslednym snizenim resorpce Zeleza. Naproti tomu
alternativni podavani Zeleza obden (48 hodin) ,,dava Cas* hepcidinu vratit se na normalni
hladinu a nesuprimovat resorpci Zeleza [60]. Studie Schaapa et al ale tyto poznatky
nepotvrdila. Podle ni, ma na hladiny hepcidinu vétsi vliv jeho diurndlni kolisani, nez peroralni

substituce Zeleza [61].

K rozhodnuti o peroralni vs. parenterdlni 1é¢bé zelezem muze ptispét znalost sérové

hladiny hepcidinu. Pfi vysokych hladinach hepcidinu je peroralni 1é€ba Zelezem neucinna.
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Naopak nizké nebo az nedetekovatelné hladiny hepcidinu ukazuji, zZe peroralni 1é¢ba zelezem
by méla byt efektivni [53]. Studie Bregmana et al sledovala pacienty s IDA neodpovidajici na
peroralni 1é¢bu zelezem. Hladiny hepcidinu byly u nonrespondért signifikantné vyssi nez u

respondért: 38,4 ng/ml (SD 66,7) versus 11,3 ng/ml (SD 19,0) [62].

Lécba anémie bez deficitu zeleza (NIDA) spociva v 1é€bé pticiny. NejCastéji jde o
parenteralni substituci vitaminu Bj, (u stavil po resekci termindlniho ilea) nebo substituci
folatu. V ptipadé¢ toxického pisobeni azathioprinu nebo aminosalicylati je pak nutné snizit

davku nebo ¢k vysadit.

Pokud neni u IBD pacienta s optimalizovanou protizanétlivou lécbou efektivni
parenteralni aplikace zeleza, mize byt zvazena 1écba pomoci erytropoézu stimulujicich latek
(erytropoiesis stimulating agents, ESA). Transfuze erytrocytarni masy ma byt u IBD pacient
podana pii poklesu hemoglobinu pod 70g/l, ptfi akutnim vzniku anémie, hemodynamické
nestabilité¢ nebo selhdni ostatnich 1é¢ebnych metod. Po transfuzi nasleduje intraven6zni lécba

zelezem [43].

Prevence deficitu zeleza u IBD pacientu

Po efektivni intravendzni 1é€bé recidivuje do 10 mésici anémie az u 50% IBD
pacient, proto je podle ECCO doporuceni dnes preferovan proaktivni ptistup. Po Gspésné
1écbé anémie ma byt 1écba obnovena, pokud klesne sérovy feritin pod 100 pg/l nebo

hemoglobin pod 120 g/l [43].
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1.3. Vyznam Zeleza v organizmu a regulace jeho metabolizmu

Zelezo je esencialni prvek témét viech Zivych organizmi s vyjimkou nékterych druhi
laktobacilli. Hraje vyznamnou roli pfi mnoha metabolickych dé&jich, od déleni bunck az po
transport kysliku. Jako soucdst hemu participuje na funkci hemoglobinu, myoglobinu a
cytochromi. Podili se na syntéze enzyml, je nepostradatelné pro funkci mitochondrii a
produkci energie. Je soucasti sloucenin obsahujicich Zelezo a siru (iron-sulphur clusters), kde

ma esencialni roli v procesech bunééné proliferace a reparace DNA [53].

Lidské télo obsahuje celkem 3 - 4 g zeleza a vétSina je ulozena intracelularne, zejména
v erytrocytech (v hemoglobinu, 2 - 2,5 g), dale v makrofazich a hepatocytech ve formé
feritinu (0,5 - 1 g), v myoglobinu a nékterych enzymech (0,5 g). Obsah Zeleza v organizmu
zéavisi na pohlavi, stavu vyzivy a zdravotnim stavu. Bézna strava obsahuje piiblizn¢ 10 — 20 g

zeleza/den, ale z toho se vstfeba pouze asi 10% [63].

Nas organismus nema kontrolované mechanizmy exkrece zeleza, homeostaza zeleza je
fizena pfes jeho absorpci, utilizaci a recyklaci [64]. Koncentrace extracelularniho zeleza
zavisi na rovnovaze mezi dodavkou zeleza a jeho vyuzitim v tkdnich. Pozoruhodné je, ze
plazmatickd hodnota Zeleza se udrzuje v relativné iizkém rozmezi 10-30 pmol/l. Tato relativni
stabilita je vysledkem vz4jemné interakce mezi kliCovymi regulatory hepcidinem,

feroportinem, dale feritinem, transferinem, hephaestinem a dal$imi proteiny [65,66].
Vstrebavani Zeleza

Nehemovéa forma Zeleza (Fe’") je v duodenu na apikdlni membrané enterocyti
redukovana pomoci ferrireduktazy DCYT-B (duodenal cytochrome B) na Fe*" a posléze
resorbovana do enterocytu pomoci DMT1 (divalent metal transporter 1). Hemové zelezo (z
masa a ryb) se vstiebava lépe nez nehemové (30% vs. 10%) a prochazi ptes apikalni

membranu enterocytu pomoci HCP-1 (heme carrier protein-1) transportéru [66]. Hem je po
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vstiebani do enterocytu katabolizovan enzymem hemooxygenazou (HO) a uvoliuje se volné
zelezo. Zelezo pak prochazi k bazolateralni membrang, kde se vaze na transmembranovy
exportér Zeleza feroportin. Po exportu z buiiky je Zelezo zpét oxidovano na Fe’™ pomoci
membranové ferroxidazy hephaestinu a zifeymé 1 ceruloplasminu [45]. V séru se Zelezo vaze
na apotransferin (transferin bez navazaného zeleza) za vzniku holotransferinu. Cirkulujici
plazma obsahuje pouze nékolik miligraml zeleza, a z toho témét vSechno je vazano na
transportni protein transferin. Takto je Zelezo dodavano k cilovym bunikdm, kde se vazbou na
membranovy transferinovy receptor 1 (TfR1) za vzniku komplexu Zelezo/transferin/T{R1
spusti endocytoza Zeleza do buiiky. V bunkach Zelezo ptevezmou od transferinu endosomy,
ve kterych metaloreduktaza STEAP3 (six-transmembrane epithelial antigen of prostate 3)
redukuje Fe’™ zpdt na Fe®’, které je z endosomu exportovano do cytosolu pomoci
endosomalniho DMTI1. V buikach je Zzelezo k dispozici pro mnoho vySe uvedenych
metabolickych d&ji. Nakonec je transferin (jiz bez Zeleza) uvolnén z komplexu

transferin/TfR1 na membrané bunky zpét do plazmy [67].
Skladovani, recyklace a sekvestrace zeleza

Senescentni erytrocyty jsou fagocytovany makrofagy retikuloendotelového systému,
hem je metabolizovdn hemoxygendzou-1 a zelezo, pokud neni aktudlné potiebné, je
uskladnéno intracelularné ve formé feritinu. Hlavni roli pii exportu recyklovaného zeleza zpét

do ob¢hu hraje feroportin na povrchu makrofagt [67].
Volné zelezo

Volna forma Zeleza (NTBI, Non Transferin Bound Iron) je potencionalné toxicka.
Zapojuje se do oxidacnich a reduk¢nich reakei s tvorbou volnych radikalti. Fentonova reakce
7eleza s peroxidem vodiku vede k produkci hydroxylovych radikalti: H,O, + Fe*™ — OH™ a

OH-Fe’* s naslednym oxidativnim stresem (poskozeni lipidovych membran, organel, proteint
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a nukleovych kyselin v buiikach). Volné zelezo bez vazby na transferin se v séru objevi,
pokud saturace transferinu prekroc¢i 70% a Zelezo se pak akumuluje ve tkénich (srdce, jatra,
pankreas). Transportni mechanizmus, jakym se volné Zelezo dostava ze séra do bunék, neni
zatim pfesn¢ znam. V literatufe se uvadi jako mozny pifenase¢ voln¢ho Zeleza transportér
zinku ZIP14 (Zrt- and Irt-like protein 14) v hepatocytech a pankreatickych bunkach, dale

kalciové kanaly v buiikich myokardu, které maji stejnou afinitu k Ca®>" i Fe*" [63].
Regulace extraceluldarni koncentrace Zeleza jako obranny mechanizmus behem infekce

Siderofilni bakterie naptiklad Escherichia coli, Listeria monocytogenes nebo nékteré
kmeny Yersinia enterocolitica se vazou na receptory hostitelskych ferroproteinii a vyuzivaji
zelezo pro svlj metabolizmus. Hostitel ma ale k dispozici obranné mechanizmy vrozené
imunity, které zajist'uji nedostupnost Zeleza pro tyto bakterie. Mezi né patii obranné systémy
na sliznicnim povrchu, jako je lactoferin, ktery je secernovan epitelidlnimi bunkami,
vychytava Zelezo a zajistuje jeho sekvestraci na slizni¢nim povrchu. Dale lipocalin-2
(neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), ze skupiny malych proteinti, secernovany
epitelidlnimi bunkami, aktivovanymi neutrofily a makrofagy, ktery vaze a transferuje pies
membrany malé hydrofobni latky organickych molekul. Jeho primarni funkci je sekvestrovat

bakteridlni siderofory [65,67].

Béhem prvnich nékolika hodin od pocatku infekce nebo jiného zanétlivého podnétu
dochazi v organizmu k poklesu plazmatické hladiny Zeleza (Casto az pod 10 umol/l). Tato
reakce je nazyvana ,,zanétova hypoferremie*. Mechanizmem, kterym vznikne tento stav, je
cytokiny (zejména interleukinem-6) indukované zvySeni hladiny hepcidinu s néaslednou
blokadou funkce feroportinu. Zelezo pak neni vstiebavano z traviciho traktu a ziistava také

sekvestrovano v makrofazich jater a sleziny [68].
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Bunécna a systémova regulace metabolismu Zeleza

Bunéc¢na regulace je udrzovana pomoci systému IRP 1 a 2 (iron regulatory proteins),
coz jsou cytosolové RNA-vazajici bilkoviny, které reguluji metabolizmus zeleza v buiikéach.
Vézou se na IRE (iron responsive elements), netranslatované useky (UTR, untranslated
region) mRNA, které koduji rizné proteiny zasahujici do metabolizmu Zeleza (transferinové
receptory, feritin, DMT-1 nebo feroportin). Podle toho, na kterou cilovou sekvenci mRNA
(IRE pozice na 5'nebo 3") se IRP se vazi, tak bud’to aktivuji nebo suprimuji syntézu

jednotlivych proteint [53].

Systémova regulace je zajisStovana komplexnimi déji s Ustfedni interakci hepcidinu a

feroportinu, viz dale [53].

Feroportin-1 je jediny dosud zndmy transmembranovy pienase¢ (exportér) zZeleza,
ktery je kodovan SLC40A41 genem. Mezi buiikky s vysokou expresi tohoto pfenasece patii
bazolateralni membrana epitelidlnich bunék stfevni sliznice (pfedevsim duodena), makrofagy
retikuloendotelového systému a sinusoidalni povrch hepatocytii. Feroportin se také vyskytuje
na bazalni membrané¢ placentarnich syncytiotrofoblasti kudy je transportovano zelezo
z obehu matky do obé&hu plodu [66]. Homeostdza Zeleza je udrzovana pomoci osy hepcidin-
feroportin. Po vazbé hepcidinu na feroportin dochdzi k jeho inaktivaci zménou jeho

konfigurace, endocytoze a lysozomalni degradaci komplexu hepcidin-feroportin [66].
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Obrazek 8. Mechanizmus transportu zeleza pies feroportinovy transmembranovy pienasec
zeleza z enterocytu, hepatocytu a makrofagu a inhibice tohoto pfenasSece hepcidinem.

Upraveno podle [69].
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1.4. Hepcidin

Hepcidin je maly peptidicky hormon regulujici metabolismus Zeleza. Je syntetizovan v
jatrech a odtud také pochézi pocatek jeho jména ,hep-". Koncovku pak tvofi ,,-cidin”, protoze
puvodné byl objeven jako peptid s baktericidni aktivitou [70]. Hepcidin projevoval
antifungédlni a antibakteridlni U¢inky (proti kandidam, aspergilu, E.coli nebo zlatému
stafylokoku). Dfive byl proto také nazyvan zkratkou HAMP (hepcidin antimicrobial peptide)
[68]. Jeho syntézu koduje HAMPI gen lokalizovany na 19. chromozému. (Mutace genu pro

hepcidin vede ke vzniku vzdacné formy juvenilni hemochromatozy typ 2B).

Syntéza hepcidinu probiha v sinusoidalnich endotelovych buiikach jater, kde vznika
prepropeptid (84 aminokyselin), ktery se $tépi na prohepcidin (60 aminokyselin) a nasledné
na hepcidin (25 aminokyselin). Hepcidin je vylu¢ovan ledvinami. Je centralnim regulatorem
metabolismu Zeleza (interakce hepcidinu s feroportinem) a soucasné se uplatiiuje jako marker

systémového zanétu [71].

Hepcidin plsobi na transmembranovy pienasSe¢ zeleza feroportin. Pii systémové
zanétlivé reakei se zvySuje syntéza hepcidinu, ktery se vdze na feroportin a inhibuje jeho
aktivitu (dochazi k internalizaci a degradaci feroportinu) [72]. Tento proces vede k inhibici
absorpce Zzeleza pies bazolaterdlni membranu enterocyti do krevniho obéhu a inhibici
uvoliovani zeleza z hepatocytli a makrofagli. Naproti tomu je syntéza hepcidinu suprimovana
pii stavech vyzadujicich zvySeny pfisun Zeleza pii zvySené erytropoéze, naptiklad pii IDA
nebo pii hypoxii [73]. V tomto ptipadé neni feroportin blokovan a Zelezo je na bazolateralni

membran¢ enterocytl aktivné resorbovano do krevniho ob&hu (obrazek 8).
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Obrazek 9. Zjednodusené schéma syntézy hepcidinu a jeho pisobeni na feroportin béhem
zéanétu a pii deficitu zeleza.
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Regulace syntézy hepcidinu

Syntézu a produkci hepcidinu ovliviuji tii zakladni faktory: 1. pfedevSim stav
celotélovych zasob Zeleza (nadbytek, normalni stav, nedostatek), 2. systémova zanétliva

aktivita (zejména IL-6 a IL-1p) a 3. aktivita erytropoézy.

Regulace syntézy hepcidinu podle hladiny zZeleza

Pifi nadbytku Zeleza v jatrech je stimulovdna parakrinni sekrece BMP-6 (Bone
Morphogenic Protein-6), coZ je cytokin zvySujici expresi genu pro hepcidin (HAMPI),
produkovany sinusoidalnimi buiikami jater jako odpovéd’ na zvysSeny obsah zZeleza v séru
nebo v jatrech (obrazek 10). Za téchto podminek dojde ke zvySeni exprese BMP-6, ktery se

pak vaze na BMP-receptor za tcasti koreceptoru hemojuvelinu (HJV) a formuje se komplexni
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molekula BMP/HJV/SMAD (Small Mother Against Decapentaplegic), ktera je po fosforylaci
translokovana do jadra hepatocytu, kde aktivuje transkripci HAMPI genu s naslednym
zvySenim exprese hepcidinu. Hladina sérového zeleza mize indukovat expresi hepcidinu také
nezavisle na BMP-6 proteinu v piipadé, Ze je zvySend saturace transferinu (i1 bez zvySeni
zeleza v jatrech). V tomto piipadé kooperuje s komplexem BMP/HIV/SMAD jest¢ HFE
protein (hereditary hemochromatotic protein) - viz obrazek 10. Pfesny mechanizmus neni

zatim objasnén [66].
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Obrazek 10. Schéma regulace syntézy hepcidinu. Upraveno podle [64].
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Obrazek ukazuje jednotlivé mechanizmy regulace syntézy hepcidinu (exprese HAMP genu)
v hepatocytech (horni ¢ast obrazku), transport zeleza pies enterocyt (vlevo dole) a pies

membranu makrofagl (vpravo dole).

[1-6 (interleukin 6), I1-6-R (receptor pro interleukin 6), JAK (Janus kinase), STAT 3 (signal
transducer and activator of transcription 3), BMP-6 (Bone Morphogenic Protein-6), BMP-R
(BMP receptor), HJV (hemojuvelin), MT-2 (matriptaza-2), HFE protein (hereditary
hemochromatotic protein), Fe (zelezo), TF (transferin), TfR1 (TF receptor 1), TfR2 (TF
receptor 2), GDF15 (growth differentiation factor 15), TWSGI (twisted gastrulation), HAMP
(hepcidin antimicrobial peptide), SMAD (small mother against decapentaplegic homologue),
DMT1 (divalent metal transporter 1), ZIP 14 (transportér zinku), DCytB (duodenal
cytochrome B), CP (ceruloplasmin), Fe (LIP) labilni pool Zeleza
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Mezi negativni regulatory syntézy hepcidinu patii matriptdza-2 (MT-2, serine protease
type II transmembrane protein). Jde o transmembranovy protein syntetizovany a exprimovany
zejména v jatrech, ktery inhibuje expresi hepcidinu prostfednictvim Stépeni (proteolyzy)
hemojuvelinu (HJV) jako odpovéd na deficit Zeleza. Pfesné mechanizmy vzajemné interakce
obou klicovych, protichidné ptsobicich, regulatorii exprese hepcidinu BMP a matriptazy-2

nejsou dosud piesné objasnény [63,74].
Regulace syntézy hepcidinu pri zanétu

Zvyseni exprese hepcidinu pfi zadnétu je zprostiedkované interleukinem-6, ktery po vazbé
na svij receptor zvysuje aktivitu JAK/STAT3 (Janus kinase / signal transducer and activator
of transcription 3) signalni cesty, coz zvySuje fosforylaci STAT3, kterd se pak vaze na
hepcidinovy promotor HAMP1 (obrazek 10) [63]. Hepcidin se pak vaze na feroportin, dochazi
k blokad¢ transportu Zeleza pies bazolateralni membranu enterocytii a membranu hepatocyta
a makrofagli s naslednym poklesem hladiny sérového Zeleza. V tomto piipadé mohou byt
celotélové zasoby Zeleza normdlni a pfesto je snizena dostupnost zeleza pro transferin
(snizena TSAT). Zelezo tak neni dostupné pro potieby bunék. Tento stav se nazyva ,,funkéni

deficit Zeleza” nebo také ,,iron restricted erytropoiesis™ [45].
Regulace syntézy hepcidinu erytropoézou

Nedavno byl odhaleny faktor, tzv. ERFE (erythroferrone), ktery je uvolilovany z
erytroblastil po krevnich ztratach nebo po aplikaci erytropoetinu. Jde o cytokin, ktery pisobi
pfimo na hepatocyty, kde suprimuje expresi hepcidinu (obrazek 10). Mechanizmus neni dosud

presné objasnén [63].
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Porucha osy hepcidin-feroportin

V soucasné dobé jsou jiZ znamd onemocnéni, kterd jsou zplisobena poruchami osy
hepcidin-feroportin, at’ uz ve smyslu minus (deficit hepcidinu), tak ve smyslu plus

(nadprodukce hepcidinu). Vedle toho stoji pak genetické poruchy funkce feroportinu.

Deficit hepcidinu

Nejvice prozkoumanym onemocnénim z této skupiny je hereditarni hemochromatéza, coz
je multigenové onemocnéni jehoz pticinou je defektni exprese hepcidinu v jatrech. Mutace
ruznych genll (HFE, TFR2, HJV, HAMPI) vede k deficitu pfisluSnych proteint, které reguluji
metabolismus Zeleza a vedou také ke sniZzeni hladin hepcidinu, a tim vysoké expresi

feroportinu se zvysenou absorpci a excesivnim uvoliiovadnim zeleza z makrofagl s naslednym

organovym poskozenim volnym zelezem (NTBI) [75].

Hyperprodukce hepcidinu

Zvysena hladina hepcidinu vede k sideropenii a anémii. Pfi¢inou muaze byt napiiklad
vzacné vrozené autozomalné recesivni onemocnéni zptisobené mutaci genu pro matriptazu-2,
které se nazyva IRIDA (iron-refractory iron-deficient anemia) [76]. Dal$i, mnohem casté&jsi
pficinou zvySené produkce hepcidinu, je zvySend systémova zanétlivd aktivita pii anémii

chronickych chorob.

Poruchy funkce feroportinu

Nedavno objevené autozomalné dominantni onemocnéni zplisobené mutacemi genu pro
feroportin se déli do dvou skupin. Jako feroportinova nemoc (Ferroportin disease) se oznacuji
ty mutace genu pro feroportin, které vedou ke ztraté funkce feroportinu jako prenasece zeleza,
tzv. loss-of-function mutace. Onemocnéni je charakterizovano akumulaci zeleza predev§im v

bunikdch RES a lehkou anémii. Druhy typ mutaci nezptisobuje ztratu funkce feroportinu, ale
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vede k rezistenci feroportinu k hepcidinu, tzv. gain-of-function mutace. Zde dochazi k
nekontrolované absorbci zeleza z traviciho traktu a jeho akumulaci v tkdnich. Tento typ se

nazyva FPN-1 asociovana hemochromatoza [77].

Meéfeni hladin hepcidinu

Hladina hepcidinu mé cirkadianni rytmus, takZe je vhodné méfeni rdno na lacno.
Normalni hladiny se 1isi podle véku a pohlavi. Vysledna hodnota méa byt hodnocena v
kontextu s klinickym stavem pacienta, proto je doporuceno soucasné vysetieni CRP, funkce
ledvin a jater [53]. M¢éfeni hladin hepcidinu je mozné jednak imunochemickymi metodami
(ELISA) nebo metodou hmotnostni spektrometrie. Mezi metody hmotnostni spektrometrie
patii SELDI TOF-MS (surface-enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry), MALDI TOF-MS (matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry) a LC-MS/MS (liquid chromatography tandem-mass-spectrometry)
[78,79,80]. Referen¢ni hodnoty sérovych hladin hepcidinu byly sice publikovany u dospélych
[80,81] 1 u déti [82,83,84], nicméné metody k rutinnimu vySetieni dosud nejsou
standardizovany a unifikovany. Publikované normy se lisi, nékdy az nékolikanasobn¢ [78].
Navic ¢ast cirkulujiciho hepcidinu je navazana na a2-makroglobulin, coz vyvoldva otazku,

zda je tfeba méfit volny nebo na bilkovinu vazany hepcidin [78].

ELISA metoda je dostupnéjsi a levnéj$i. Nicméné vétSina imunotestit hodnoti celkovy
hepcidin a nerozliSuje Gplny (bioaktivni) hepcidin (25 aminokyselin) od menSich izoforem
(hepcidin-20,-22,-24), které¢ vznikaji degradaci hepcidinu-25. Koncentrace mohou byt navic
zvySeny pii selhani ledvin. Kvantifikaci hladiny hepcidinu dale komplikuje fakt, Ze hepcidin
ma tendenci agregovat na plast odbérovych zkumavek zejména v piipadé¢ dlouhodobé
expozice odebrané¢ho vzorku pii pokojové teploté [85]. Dosud neni jasné, zda méteni
ostatnich izoforem hepcidinu (nez hepcidinu-25) mé& vyznam pfi diagnostice poruch
metabolizmu zeleza [85].
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Mefteni hepcidinu v moci zhruba koreluje se sérovou hladinou, ale nevyhodou je
vysoka koncentrace kratSich izoforem hepcidinu v moci, Siroka analytickd variacni §ife a
zavislost metody na glomerularni filtraci a tubularni resorpci [86]. Z vySe popsanych diivodi

nejsou metody méteni hepcidinu zatim vyuzitelné v bézné klinické praxi [66].

Lécebné moznosti pomoci ovlivnéni osy hepcidin-feroportin

Tato potencionalni 1éciva se daji rozdélit do dvou skupin: agonisty a antagonisty
hepcidinu. Jednotlivé molekuly jsou v razné fazi vyzkumu (in vitro, animalni modely,
klinické studie). Terapeutické vyuziti agonisti hepcidinu by mohlo byt prospésné pro
pacienty se syndromem z pfetizeni Zelezem, které vznikne na zéklad¢ deficitu hepcidinu.

Ptikladem je hereditarni hemochromatéza a B-thalasemie.

V nedavné dobé byly publikovany prace o vyvoji novych molekul, které¢ in vitro
vykazuji schopnost indukovat internalizaci a degradaci feroportinu-1. Slo o kratké peptidy s
termindlnim aminokyselinovym segmentem hepcidinu tzv. minihepcidiny (MHs). Studie na
mySich modelech ukazuji jejich efekt u hepcidin-knockoutovanych mysi (animalni model
hemochromato6zy), kde snizily mortalitu. Ptiznivé vysledky minihepcidinti byly popsény i u
»thalasemickych” mysi. Dale jsou ve fazi vyzkumu molekuly stimulujici produkci hepcidinu a
inhibitory feroportinu, které mohou v budoucnu piispét k 1é¢bé hemochromatozy, f-

thalasemie nebo polycytemie vera [68,86].

Antagonisté hepcidinu naopak mohou byt pfinosem u stavii se zvySenou hladinou
hepcidinu pti 1€cbé anémie chronickych chorob (ACD), u nékterych nadorovych onemocnéni
a v 1é¢bé vrozené anémie IRIDA. Studovany jsou inhibitory BMP a IL-6, protilatky proti
hepcidinu nebo feroportinu. Ve fazi klinické studie je LY2787106, monoklonalni protilatka
proti hepcidinu. Jednim z faktorti stimulujicich syntézu hepcidinu je IL-6. Tocilizumab

(humanizovand monoklonélni protilatka proti IL-6 receptoru) byl studovan na animélnich
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modelech a snizoval hladiny hepcidinu [87]. Pokles hladin hepcidinu pfi 1é¢bé tocilizumabem
byl popsan i v klinickych studiich napiiklad v praci Suzukiho et al u dospélych pacientt

s revmatoidni artritidou [88].
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1.5. Souhrn teoretické ¢asti

U pacientt s nespecifickym stfevnim zdnétem je anémie nejcastéjsi extraintestinalni
komplikaci. Vyskytuje se u nich zejména anémie sideropenickd, anémie chronickych chorob
nebo jejich kombinace. Metabolizmus Zeleza ovliviiuje zénétliva aktivita zékladniho
onemocnéni v kombinaci s krevnimi ztratami stolici. Pfi¢emz u kazdého pacienta se tyto
faktory uplatiuji v rizné mife. Pii zvySené systémové zanétlivé aktivité stoupd hladina
hepcidinu zejména prostiednictvim interleukinu-6. Hepcidin se vaZe na feroportin a blokuje
jeho funkci jako pfenaSece Zeleza. Tento proces vede k inhibici transportu Zzeleza ptes
bazolaterdlni membranu enterocyti do krevniho ob&hu a inhibici uvolfiovani zeleza z
hepatocytii a makrofagli. V tomto piipadé mohou byt celotélové zdsoby zeleza normalni, a
presto Zelezo neni dostupné pro metabolizmus. Jde o tzv. ,.funkéni deficit Zeleza”. Naproti
tomu pii zvySenych ztratach krve (resp. zeleza) stolici je syntéza hepcidinu suprimovéna. V
tomto piipadé neni feroportin blokovan a Zelezo se z enterocyti aktivné resorbuje do krevniho
ob¢hu a uvoliiuje z hepatocyti a makrofagli pro potfeby erytropoézy. VySetteni hladiny
hepcidinu miize, vedle ostatnich markert, ptispét k rozhodnuti o spravné strategii 1éCby
zelezem (parenteralni versus peroralni forma). V piipadé¢ nizké hladiny hepcidinu neni
feroportin blokovan a lze pfedpokladat, Ze se Zelezo bude dobte vstiebavat pii podani per os.
Naopak pfi vysoké hladiné nebude Zelezo ptes feroportin transportovano, a pak byva nezbytna
parenteralni substituce. Da se predpokladat, ze u nové diagnostikovanych ptipadii IBD, bude
rizny podil etiopatogenetickych mechanismili na vzniku anémie u déti s CD nebo UC, a Ze
v pribézném sledovani béhem navozeni remise dojde k signifikantnim zméndm hladin

hepcidinu.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1. Hladiny hepcidinu u déti s nové diagnostikovanym nespecifickym stfevnim zanétem

2.1.1. Cil

Cilem préce bylo porovnat sérové hladiny hepcidinu u détskych pacienti s Crohnovou
chorobou a ulcerdzni kolitidou. Do souboru byli zafazeni pouze nové diagnostikovani pacienti
s IBD. Toto zékladni kritérium jsme zvolili proto, Ze pacienti nejsou dosud ovlivnéni
protizanétlivou lécbou a hladiny hepcidinu 1 ostatnich parametri odrazi pouze aktivitu
vlastniho onemocnéni, nikoliv vliv podavané terapie. Na zaklad¢é znalosti o roli hepcidinu pfi
metabolizmu Zeleza béhem probihajiciho zanctu jsme chtéli zjistit, zda jsou pfitomny rozdily
hladin sérového hepcidinu mezi détskymi pacienty s CD versus UC. Piedpokladali jsme, Ze u
Crohnovy choroby bude pfitomna vyss$i systémova zanétliva aktivita, a proto bude vyssi
vyskyt anémie chronickych chorob. Naopak u UC, kde je dominantnim piiznakem
enterorhagie, by méla byt Castéjsi ztratova sideropenicka anémie. Dale nds zajimalo, zda
budou s hladinou hepcidinu asociovany parametry metabolizmu Zeleza a hladina

kalprotektinu ve stolici, ktery odrazi tizi postiZeni stfevni sliznice zdnétem.

2.1.2. Metody

Prlfezové srovnani bylo provedeno u déti s nové diagnostikovanym nespecifickym
sttevnim zanétem na détské klinice FN a LF UP Olomouc v obdobi od ledna 2012 do zafi
2016. Design a metodika byly schvaleny Etickou komisi Fakultni nemocnice Olomouc a
Lékarské fakulty UP v Olomouci. Pacienti nebo jejich zékonni zastupci podepsali
informovany souhlas.

U vSech pacientli byla diagn6za Crohnovy choroby nebo ulcer6zni kolitidy stanovena
podle platnych doporuceni evropské spolecnosti pro gastroenterologii, hepatologii a vyzivu

(ESPGHAN) [28]. U pacientl byla provedena ezofagogastroduodenoskopie, koloskopie
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s terminalni ileoskopii a zobrazeni tenkého stfeva magnetickou rezonan¢ni enterografii nebo
vyjimecné rentgen kontrastnim vySetfenim. Index aktivity onemocnéni PCDAI (Paediatric
Crohn’s Disease Activity Index) byl pouzit u déti s CD [30]. U pacienti s UC byla aktivita
hodnocena pomoci PUCAI indexu (Paediatric Ulcerative Colitis Activity Index) [31]. U déti
byly métfeny antropometrické ukazatele: hmotnost, vySka a body mass index. Diagnoza
anémie byla stanovena podle platnych norem v détském veku [43,89]. Kontrolni skupinu
tvotily déti hospitalizované na détské klinice k provedeni malych chirurgickych zakrok, bez
probihajiciho zanétlivého onemocnéni, s normalni hladinou hemoglobinu.

U vSech pacientt jsme pied zahajenim lécby IBD provedli odbéry krve ke zjisténi
hladin hepcidinu, kompletniho krevniho obrazu, C-reaktivniho proteinu (CRP), sérového
zeleza, solubilnich transferinovych receptori (sTfR) a kalprotektinu ve stolici. Krevni obraz
byl hodnocen automatickym analyzatorem, CRP imunturbidimetrickou metodou (CRPL3;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), stejné tak parametr sTfR (STFR; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Hladiny feritinu se méfily chemiluminiscen¢nim
imunotestem (ARCHITECT Ferritin Reagent Kit; Abbott Laboratories, Diagnostics Division,
Chicago, IL, USA). Index TfR/log feritin byl vypocitan [90]. Hladina sérového Zeleza byla
hodnocena pomoci absorpéni spektrofotometrie (IRON2; Roche Diagnostics GmbH).
Kvantitativni stanoveni kalprotektinu ve stolici bylo provedeno pomoci LFIA (lateral flow
immunoassay, Quantum Blue Calprotectin; Biihlmann Laboratories AG, Schoénenbuch,
Switzerland). Vzorky séra ke stanoveni hladin hepcidinu byly po odbéru zmrazeny na minus
80°C. Vlastni méfeni probihalo metodou reverzni kapalinové chromatografie (UltiMate 3000
Nano LC System (Thermo Fischer Scientific, Sunnyvale, CA, USA) sprazené s hmotnostni
spektrometrii (QTRAP 5500 mass spectrometer, AB SCIEX, Framingham, MA, USA) podle

pokyntl vyrobce.

53



Statistické hodnoceni: Métené parametry byly vyjadieny jako primér £ smérodatna
odchylka, nebo v pfipadé nenormalni distribuce hodnot jako median s interkvartilovym
intervalem. Veli¢iny s nenormalnim rozdélenim byly pfed statistickou analyzou logaritmicky
transformovany. Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly analyzovdny pomoci Mann-
Whitneyho U-testu. Pro testovani univaria¢nich korelaci byl pouzit Spearmaniv korelacni
koeficient (p). Multivariacni linearni regresni analyza slouZila k testovani nezavislé asociace

mezi proménnymi. Jako statisticky vyznamna byla hodnocena hodnota p < 0,05.

2.1.3. Vysledky

Soubor pacientti s IBD (n=76) zahrnoval 53 déti s CD (32 chlapcii a 21 dévcat, vek =
13,7+ 2.9 let) a 23 s UC (11 chlapcti a 12 divek, vék = 11,8 £ 4,7 let). Zdravych kontrol bylo
dvacet (11 chlapci a 9 dévcat, vék = 12,1 + 3.4 let). Tabulka 8 ukazuje zdkladni
charakteristiku vSech pacientd s IBD a srovnani parametrii po rozdéleni podle diagnozy (CD
versus UC). Déti s CD méli signifikantné vys$si hladinu trombocytti, CRP, feritinu a nizsi
sttedni objem erytrocytti (MCV) ve srovnani s détmi s UC. Mezi détmi s CD a UC nebyl
zjistén signifikantni rozdil ve ve&ku, hmotnosti, vysce, body mass indexu, hladiné
hemoglobinu, Zeleza, sTfR, indexem sTfR/log feritin a kalprotektinu ve stolici. Pacienti s CD
m¢éli signifikantné vyssi hladiny hepcidinu ve srovnani s détmi s UC: 22,6 (8,5-65,0) ng/mL
versus 6,5 (2,4-25,8) ng/mL. Pfi srovnani hladin hepcidinu mezi skupinou IBD pacientii a

zdravych kontrol nebyl statisticky rozdil (obrazek 11).
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Tabulka 8. Klinické a laboratorni parametry u déti s nespecifickym stitevnim zanétem (IBD)

v dob¢ diagndzy. Pievzato z [91].

All IBD patients CD patients UC patients
(n = 76, boys = 43, girls = 33), (n = 53, boys = 32, girls = 21), (n = 23, boys = 11, girls = 12),
median (1st-3rd quartile) median (15t-3rd quartile) median (1st-3rd quartile)

Haemoglobin, g/l 114.0 (103.0-128.5) 112.0 (104.0-122.5) 115.0 (95.5-138.0)
MCV, fL 74.6 (69.2-79.6) 72.3 (68.7-78.0)*1 78.2 (72.4-82.9)1
Thrombocytes, x1 0°IL 406.5 (313.1-498.3) 424.0 (342.5-502 4)*% 336.1 (268.0-446.1)t
CRP, mg/L 20.1 (2.5-43.9) 28.2 (8.7-62.9)%%% 9(0.7-8.7)%
Iron, pmol/L 0 (3.4-10.0) 8(3.3-7.2) 9(3.6-12.7)
Ferritin, pg/L 26 5 (12.1-50.8) 31 1 (18.9-102.0)%*¢ 11 0 (6.1-21.8)t
sTIR, mg/L 4 (3.2-6.1) 4 (3.2-6.1) 4(3.2-6.2)
sTiR/log(ferritin) 4(2.2-47) 1(2.1-4.4) 0(2.4-8.5)
Faecal calprotectin, pg/g 2020 (1347-5560) 2025 (1442-6180) 1?20 (1095-5190)
PCDAI — 36.3 (28.8-45.0) —
PUCAI — — 30.0 (20.0-45.0)
Hepcidin, ng/mL 14.4 (5.4-61.1) 22.6 (8.5-65.0)*+ 6.5 (2.4-25.8)%

*P < 0.05, #*P < 0.001. ¥Significant differences between Crohn’s disease (CD) versus ulcerative colitis (UC): Differences in variables were analysed using
the Mann-Whitney U-test. CRP, C-reactive protein; MCV, mean corpuscular volume; PCDAI, Paediatric Crohn's Disease Activity Index; PUCAI, Paediatric
Ulcerative Colitis Activity Index; sTfR, soluble transferrin receptors.

Obrazek 11. Hladiny hepcidinu u déti s Crohnovou chorobou (CD), ulcer6zni kolitidou (UC)
a zdravych kontrol (HC). Pfevzato z [91].
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Fig. 1 Hepcidin levels in children with Crohn’s disease (CD) and ulcera-
tive colitis (UC) and healthy controls (HC). (——), Median; (----- ), individual
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Vyskyt anémie byl zjistén u 69 IBD pacientd (u Sesti déti nebylo mozné parametry
anémie spolehlivé hodnotit pro nekompletni data). Anémii mélo u obou typti onemocnéni
stejny pocet pacienti (64%), ktefi byli dale rozdéleni podle typu anémie na Ccistou
sideropenickou anémii (IDA), anémii chronickych chorob (ACD), kombinovanou anémii
(IDA/ACD) a neklasifikovatelnou anémii [49]. Vyskyt jednotlivych typt anémie u CD 1 UC
ukazuje obrazek 12. V CD skupiné pfevazovala kombinace IDA/ACD - 80%, nasledovana

vvvvvv

64%, dale kombinace IDA/ACD - 29% a neklasifikovatelna anémie- 7%.

Obrazek 12. Vyskyt jednotlivych typli anémie u pacientti s Crohnovou chorobou a ulcer6ézni

kolitidou. Prevzato z [91].

CD (n=47) UC (n=22)

® No Anemia B No Anemia
(]
m IDA 18% m IDA
51%
IDA/ACD IDA/ACD
B Unclassified B Unclassified
Anemia Anemia

CD = Crohn’s disease, Crohnova choroba, UC = ulcerative colitis, ulcerézni kolitida, IDA =

iron deficiency anaemia, ACD = anaemia of chronic disease

U vSech IBD pacientii hladina hepcidinu pozitivné korelovala s hladinou trombocytt,
CRP a negativné s indexem TfR/log feritin (tabulka 9). V CD skupiné byla zjisténa statisticky
vyznamna pozitivni korelace hepcidinu s hladinou trombocytli, CRP, feritinem, PCDAI a
negativni s indexem TfR/log feritin. U pacientll s UC hepcidin pozitivn€ koreloval pouze

s hemoglobinem a feritinem a negativné s kalprotektinem ve stolici. V této skupiné koreloval
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kalprotektin pozitivné s PUCAI indexem (p=0.65), ale ne s CRP, feritinem ani trombocyty. U
pacientil s CD korelace mezi hepcidinem a kalprotektinem nalezena nebyla. U téchto déti
kalprotektin pozitivné koreloval s CRP (p=0.51) a trombocyty (p=0.42) a negativné s

hemoglobinem (p= —0.56) a sérovym zelezem (p= —0.47).

Tabulka 9. Univariacni korela¢ni analyza mezi hepcidinem a klinickymi a laboratornimi

parametry u déti s nespecifickym stievnim zanétem v dobé diagnozy. Prevzato z [91].

All IBD
patients, p, P CD patients, p, UC patients, p,

value P value P value
Haemoglobin 0.01, NS -0.14, NS 0.55, 0.023*
MCV -0.03, NS -0.08, NS 0.46, NS
Thrombocytes 0.37, 0.002* 0.38, 0.006* -0.09, NS
CRP 0.45, <0.001* 0.44, 0.002* 0.12, NS
Iron -0.11, NS -0.25, NS 0.51, NS
Ferritin 0.63, <0.001* 0.54, <0.001* 0.69, 0.004*
sTIR -0.22, NS -0.10, NS -0.49, NS
sTfR/log(ferritin) -0.49, <0.001* -0.43, 0.005* -0.49, NS
Faecal calprotectin 0.05, NS 0.31, NS -0.51, 0.046*
PCDAI — 0.33, 0.020* —
PUCAI — — ~0.40, NS

*P < 0.05. CD, Crohn's disease; CRP, C-reactive protein; MCV, mean
corpuscular volume of red blood cells; NS, non-significant; PCDAI, Pae-
diatric Crohn’s Disease Activity Index; PUCAI, Paediatric Ulcerative Coli-
tis Activity Index; sTfR, soluble transferrin receptors; UC, ulcerative
colitis; p, Spearman correlation coefficient.

V tabulce 10 jsou uvedeny vysledky multivariacni regresni analyzy, kdy byl zji§tovan
vztah mezi hladinou hepcidinu jako zavislou veli¢inou a korelujicimi parametry jako

nezéavislymi prediktory. Ve skupiné vSech pacienti s IBD byl hepcidin nezévisle asociovan
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pouze s feritinem. V CD skupiné pak navic s trombocyty. V UC skupiné pak byla zjisténa

asociace s feritinem a kalprotektinem ve stolici.

Tabulka 10. Multivariac¢ni regresni analyza vztahu mezi sérovym hepcidinem jako zavislou

veli¢inou a korelujicimi parametry jako nezavislymi prediktory. Pievzato z [91].

All I1BD
patients, §, CD patients, UC patients,

P value B, P value B, P value
Thrombocytes 0.337, NS 0.430, 0.020* 0.193, NS
CRP 0.063, NS 0.219, NS 0.050, NS
Ferritin 0.452, 0.032* 0.372, 0.041*  2.075, 0.030*
sTfR/log(ferritin) —0.206, NS -0.142, NS 0.997 NS
Faecal calprotectin 0.290, NS 0.260, NS —2.839, 0.035*
PCDAI — 0.076, NS —
PUCAI — — 0.700, NS

*P < 0.05 were statistically significant. CD, Crohn's disease; CRP,
C-reactive protein; IBD, inflammatory bowel disease; NS,
non-significant; PCDAI, Paediatric Crohn's Disease Activity Index;
PUCAI, Paediatric Ulcerative Colitis Activity Index; sTfR, soluble trans-
ferrin receptors; UC, ulcerative colitis.

2.1.4. Diskuze

V nasem souboru byly zjistény signifikantné vys$s$i hladiny hepcidinu u nové
diagnostikovanych pacienti s CD ve srovnani s UC pacienty. Navic byla u CD pacientt
zjiSténa signifikantni asociace mezi hladinami sérového hepcidinu a markery systémové
zanétlivé reakce, zatimco nizsi hladiny hepcidinu u pacientii s UC byly ve vztahu s deficitem

Zeleza.

58



Tato data jsou ve shod¢ s nékterymi piedchozimi studiemi. U dospélych zjistil
Oustamanolakis et al. signifikantné vys$i hladiny sérového hepcidinu a prohepcidinu u
pacientii s CD a UC ve srovnani se zdravymi kontrolami [92]. Hepcidin u dospé€lych pacientt
byl také studovan v praci Mecklenburga et al., kde vSichni pacienti se snizenou hladinou
feritinu (<30 pg/l) méli signifikantné niz8i hladiny hepcidinu nez zdravé kontroly s normalni
hladinou feritinu (>30 pg/l). V multivariaénim regresnim analytickém modelu signifikantné
korelovaly hladiny feritinu a hepcidinu, ale autofi neprovadéli analyzu CD a UC oddélené
[93].

Hepcidin byl také studovan u déti. Ve studii Semrina et al byly testovany hladiny
hepcidinu v mo¢i u détskych CD pacientti. Pacienti s aktivnim onemocnénim ve srovnani
s pacienty v remisi méli zhorSenou absorpci zeleza a zvysSeny interleukin-6 (IL-6). Hladiny
hepcidinu vmo¢i u nich pozitivné korelovaly s CRP a IL-6 [94]. V ned4dvné praci
Martinelliho et al byly také nalezeny signifikantné vys$si hladiny sérového hepcidinu u déti
s aktivnim IBD onemocnénim ve srovnani se zdravymi kontrolami i pacienty s diagnézou
celiakie. PUCAI a PCDAI >30 byly jediné proménné, které byly nezavisle asociovany
s hladinou sérového hepcidinu. Hepcidin pozitivné koreloval s feritinem a CRP a negativné
s vysledky zatézového testu s zelezem [95]. V predchozi studii z naSeho pracovisté¢ byla
métena hladina hepcidinu u 56 détskych IBD pacientli. Anémie byla zjisténa u 47,7 % z nich.
Medidn hladiny hepcidinu byl u téchto pacienti v mezich normy 42,0 ng/ml (norma udavana
vyrobcem ELISA kitu je 13,3 - 54,4 ng/ml) a nebyl rozdil mezi pacienty s IBD a zdravymi
kontrolami. U 55% divek a 18% chlapct v rizné fazi nemoci byly zjistény zvysSené sérové
hladiny hepcidinu a nalezena byla signifikantni pozitivni korelace mezi hepcidinem a CRP
(r=0,30, p<0,041). V této studii byly méfeny parametry v¢. sérové hladiny hepcidinu u IBD

déti v riizné fazi vyvoje onemocnéni s variabilni protizanétlivou terapii [96].
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Pozitivni korelace mezi sérovou hladinou hepcidinu a IL-6 u IBD pacienti byla
zjisténa ve studii Basseriho et al [97]. V nasi praci jsme hladiny IL-6 netestovali. Nalezli jsme
nicméné asociaci mezi hepcidinem a hladinou trombocytl, ktera by mohla byt odrazem
zvysSené produkce IL-6, ktery byl popsan jako medidtor vzniku trombocytozy [98]. ZvySena
hladina trombocytii pravdépodobné odrazi interleukinem-6 mediovanou syntézu hepcidinu
[99].

Neékolik studii u dospélych pacientii nezjistilo signifikantni rozdil hladin hepcidinu
mezi pacienty s CD a UC. Nicméné ve vSech studiich byli testovani pacienti v riznych fazich
onemocnéni s rozdilnou protizanétlivou 1écbou [73,92,100,101]. U déti s CD versus UC zjistil
Martinelli pouze nesignifikantni rozdil v hladinach sérového hepcidinu, nicméné i zde byla
podstatna ¢ast pacientli jiz 1éCena (steroidy — 20 %, mesalazin — 62%, azathioprin — 22%,
methotrexat — 2%, biologicka 1é¢ba — 4%) a aktivita onemocnéni vySetfovanych déti byla
relativné nizkd (PCDAI = 11,4 £+ 14,4, PUCAI = 13,8 £ 16,4) [95]. Nedavna prace polskych
autor také zjistila pouze statisticky nevyznamny rozdil sérovych hladin hepcidinu mezi
détskymi pacienty s CD versus UC. Hepcidin byl signifikantné nizs$i pouze u IBD pacientti
s deficitem Zeleza a koreloval pouze s feritinem. Vysledky ziejmé ovlivnil i fakt, ze 39,1%
1écby dochdazi s poklesem parametri zanétu také ke zlepsSeni nebo Gpraveé anémie se zanétem
asociované (ACD) [43]. Naptiklad biologickd 1éc¢ba infliximabem signifikantné snizila
hladiny hepcidinu u pacientil s revmatoidni artritidou [102] a u IBD pacienti zlepSila anémii
[103]. A neddavno byla publikovana pediatricka studie, kterd prokéazala pokles hladin
hepcidinu u détskych pacientd s CD po podani biologické 1écby (anti-TNF-a)) (27,9 [16,2 -

52,9] vs 23,2 [11,1 — 37,7] ng/ml, p=0.01). [104].

Jak uz bylo zminéno vyse, do nasi studie byli zafazeni pouze pacienti dosud nelécenti,

se stfedn¢ zvySenou aktivitou CD (PCDAI = 36,3 (28,8 - 45,0)) a mirné zvySenou UC
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(PUCAI = 30,0 (20,0 — 45,0)). Tento faktor by se rovnéz mohl podilet na rozdilu hladin
hepcidinu mezi obéma skupinami. Signifikantné nizs$i hladiny hepcidinu v UC skupiné
spole¢n¢ se signifikantné niz§i hladinou feritinu odrazi také vyssi vyskyt IDA u pacient
s UC. Nezavisla negativni asociace mezi hepcidinem a kalprotektinem ve stolici muze
ukazovat na vztah mezi rozsahem zanétem postizené sliznice traniku, kde ¢im vétsi rozsah
postizeni je, tim vétsi jsou krevni ztraty se vznikem ztradtové sideropenické anémie, a tomu
pak odpovida snizena hladina hepcidinu. Tyto nalezy dale podporuje i korelace mezi hladinou
kalprotektinu ve stolici a aktivitou UC (PUCALI skore). U nékterych naSich pacienti jsme
zjistili velmi nizké hladiny hepcidinu pii normalni nebo zvysSené hladiné feritinu a CRP. U
nich ziejmé vliv deficitu zeleza ptevazil nad signdly zanétlivé aktivity. Tento fenomén, kdy
signaly na podklad¢ deficitu Zeleza snizujici expresi hepcidinu jsou silngjsi, nez zanétlivé

signaly zvySujici expresi je zmifiovan také v literatute [67].

RozliSeni mezi IDA a ACD u IBD pacienti miize byt nékdy obtizné. Ke spravné
diagnoze muze pfispét zhodnoceni indexu sTfR/log feritin. Oustamanolakis uvadi, Ze index
>1,4 ma pro diagnézu IDA u IBD pacientli 91% senzitivitu a 92% specificitu [105]. VéEtSina
nasich IBD pacientd (78%) méla sTfR/log ferritin index >1,4 a nebyl zjistén rozdil mezi CD a
UC skupinou. Piesto se vyskyt IDA a ACD v obou skupindch lisil (obrazek 2). Index
sTfR/log feritin samostatné k rozliSeni ¢ist¢ IDA od kombinace IDA/ACD nepostacuje [49].
Diagnostiku by mohly uptesnit sérové hladiny hepcidinu. Vysledky pak mohou napomoci ke
spravné zvolené 1€cbé anémie: peroralni nebo intravendzni aplikace Zeleza. Nizké nebo az
nedetekovatelné hladiny hepcidinu ukazuji, Ze peroralni 1é€ba Zelezem by méla byt efektivni
[53]. Naopak vyssi hladiny hepcidinu by mohly predikovat snizenou resorpci zeleza pfi
peroralni 1écbe zplisobenou hepcidinem mediovanou blokddou resorpce zeleza pies

bazolaterdlni membranu enterocytl [62]. Pacienti s vysokou hladinou hepcidinu mohou
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vyzadovat parenteralni aplikaci Zeleza. Zimmermann et al. nalezli hepcidin jako mozny
prediktivni marker resorpce rtiznych preparati peroralniho zeleza [106].

Mezi limitace nasi prace patii jeji prurezovy charakter, ktery poukazuje pouze na
signifikantni asociaci nikoliv kauzalitu mezi hepcidinem a ostatnimi méfenymi parametry.
Soubor pacientil byl relativné maly, ale porovnatelny s ostatnimi pediatrickymi studiemi
[71,94,95]. Naopak oproti ostatnim studiim jsme testovali nové diagnostikované pacienty a

vysledky proto nebyly ovlivnény protizanétlivou 1écbou.

2.1.5. Zavér

V této cCasti jsme zjistili signifikantni rozdily hladin hepcidinu, feritinu, CRP a
trombocytll mezi skupinou déti s CD oproti UC u pacientd s nové diagnostikovanym IBD.
Domnivame se, ze typ IBD a rozsah postizeni stfeva miize ovlivnit sérovou hladinu hepcidinu
podle toho, zda ptevazuje deficit Zeleza nebo systémova zanétliva aktivita. Zajimavé bylo, ze
u nékterych nasich pacientll jsme zjistili velmi nizké hladiny hepcidinu pii normélni nebo
zvySené hladin¢ feritinu a CRP. U nich ziejm¢ vliv deficitu Zeleza pfevazil nad signaly
zangtlivé aktivity. Tato hierarchie neni dosud pfesné zndma a budou nutné dalsi studie, které
by vliv a vyznam obou faktorti pomohly objasnit.

Pokud by se v budoucnosti podafilo unifikovat vySetfovaci metody sérovych hladin
hepcidinu, mohlo by to pfispét k upfesnéni typu anémie také v piipadé chronickych
zanétlivych onemocnéni jakym je napiiklad nespecificky stfevni zanét. Vysledek by pak mohl

pomoci k rozhodnuti o spravné 1écb¢ anémie.
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2.2. Zmény sérovych hladin hepcidinu v pribéhu onemocnéni, jejich vztah k vybranym

parametrim metabolizmu Zeleza a ukazatelim zanétu

2.2.1. Cil

Cilem préace bylo zhodnotit dynamiku sérovych hladin hepcidinu, parametri metabolizmu

zeleza, zanétu a kalprotektinu ve stolici béhem sledovani nemocnych déti s IBD a zjistit

-----

2.2.2. Metody

Do prospektivni faze jsme zatadili nové diagnostikované détské pacienty, u kterych
byl IBD zjiStén v obdobi od ledna 2012 do zati 2016 na détské klinice FN a LF UP Olomouc.
Pacienti nebo jejich zdkonni zéstupci podepsali informovany souhlas se zafazenim do
sledovani. U vSech pacientl byl nespecificky stfevni zanét diagnostikovan podle platnych
doporuceni evropské spolecnosti pro gastroenterologii hepatologii a vyzivu (ESPGHAN)
[28]. Pfed zah4jenim indukéni 1€Eby (baseline) byly pacientlim odebrany vzorky krve a stolice
a vyhodnoceny sérové hladiny hepcidinu, hemoglobinu, trombocytii, sedimentace erytrocyta
(FW), C-reaktivniho proteinu (CRP), interleukinu-6 (IL-6), feritinu, sérového zeleza,
solubilnich transferinovych receptori (sTfR) a kalprotektinu ve stolici. Hodnoceny byly
antropometrické ukazatele (hmotnost, vySka, body mass index) a index aktivity onemocnéni.
PCDALI (Paediatric Crohn’s Disease Activity Index) byl pouzit u déti s CD [30]. U pacientl
s UC byla aktivita méfena pomoci PUCAI indexu (Paediatric Ulcerative Colitis Activity
Index) [31]. Nasledné¢ byla zahdjena indukcni a poté udrZovaci terapie. Pacienti byli déle
sledovani a v obdobi od bfezna do cervna 2018 (v priméru za 39 mésicl od stanoveni
diagnézy, minimdlné¢ 20 meésicli, maximalné¢ 75 meésicll) u nich byly vySetfeny stejné

parametry a srovnavany s ptivodnimi.
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Krevni obraz byl hodnocen automatickym analyzatorem, CRP a sTfR
imunoturbidimetrickou metodou (CRPL3 a STFR; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Hladiny feritinu se méfily chemiluminiscenénim imunotestem (ARCHITECT
Ferritin Reagent Kit; Abbott Laboratories, Diagnostics Division, Chicago, IL, USA). Index
TfR/log feritin byl vypocitan [90]. Hladina sérového zeleza byla hodnocena pomoci absorpcni
spektrofotometrie (IRON2; Roche Diagnostics GmbH). Kvantitatvni stanoveni kalprotektinu
ve stolici bylo provedeno pomoci LFIA (lateral flow immunoassay, Quantum Blue
Calprotectin; Biithlmann Laboratories AG, Schonenbuch, Switzerland). Vzorky séra ke
stanoveni hladin hepcidinu byly po odbéru zmrazeny na minus 80°C. Vlastni méfeni
probihalo metodou reverzni kapalinové chromatografie (UltiMate 3000 Nano LC System
(Thermo Fischer Scientific, Sunnyvale, CA, USA) spiazené s hmotnostni spektrometrii
(QTRAP 5500 mass spectrometer, AB SCIEX, Framingham, MA, USA) podle pokynl
vyrobce. Diagnbéza anémie byla stanovena na zdklad¢ zjiSténi subnormadlnich hladin

hemoglobinu u déti podle véku a pohlavi [89].

PCDAI u déti s CD se vypocitava z ukazateld klinickych (bolest bticha, denni aktivita,
pocet stolic za den), laboratornich (hematokrit, sedimentace erytrocytii, sérovy albumin),
antropometrickych dat (hmotnost, ristova rychlost), fyzikalniho nalezu na bfiSe, perianalni
oblasti a event. pfitomnosti extraintestindlni manifestace onemocnéni [30]. Skore ma rozmezi
od 0 do 100 bodi. Hodnoty pod 10 bodt jsou kompatibilni s remisi CD, rozmezi od 11 do 30
bodl ukazuje na lehkou aktivitu a nad 30 bodl je nemoc hodnocena jako stfedné tézka az
tézkd. Hodnoceni PUCALI indexu u pacientll s UC vychazi z klinickych dat (bolesti bficha,
pritomnost krve ve stolici, konzistence stolice, pocet stolic za den, ptitomnost no¢nich stolic a
aktivitat pacienta) [31]. PUCAI skoére ma rozpéti od 0 do 85 bodl. Hodnota pod 10 bodi
ukazuje na remisi UC, rozmezi od 10 do 34 bodl na mirnou aktivitu, 35-64 bodii na aktivitu

stfedni a hodnoty 65-85 bodi na aktivitu vysokou.
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Statistické hodnoceni: Métené parametry byly vyjadieny jako primér £ smérodatna
odchylka, nebo v ptipadé veli¢in s nenormalni distribuci hodnot (dle Shapiro-Wilkova testu)
jako median s interkvartilovym intervalem. Rozdily mezi jednotlivymi parametry béhem
sledovani byly analyzovany pomoci parového Wilcoxonova U-testu, kategoricka data pomoci
Fischerova exaktniho testu. Pro testovani univariacnich korelaci byl pouZit Spearmantv
korela¢ni koeficient (p). Veli¢iny v jednotlivych skupinach byly srovnavany pomoci Mann-

Whitneyova U-testu. Jako statisticky vyznamna byla hodnocena hodnota p<0,05.

2.2.3. Vysledky

Soubor pacientll s IBD (n=43) zahrnoval 30 déti s CD (21 chlapcti a 9 dévcat) a 13
s UC (8 chlapcti a 5 divek). Tabulka 11 ukazuje zakladni demografické a antropometrické
parametry v dobé diagndzy (baseline) a na konci sledovani (follow-up) u vSech pacientti
s IBD a zvlast pro nemocné s CD, resp. UC. V tabulce 12 je uveden rozsah postizeni
traviciho traktu podle Patizské klasifikace v dobé diagnozy a spektrum dlouhodobé udrzovaci

rrrrrrr

Tabulka 11. Demografické a klinické parametry u déti s nespecifickym stfevnim zanétem

v dobé¢ diagndzy (baseline) a na konci sledovani (follow-up).

vSichni IBD pacienti | CD pacienti UC pacienti
(n=43, chlapci=29, (n=30, chlapci=21, (n=13, chlapci=8,
divky=14) divky=9) divky=5)
vek baseline 12,5 (10,5-14,5) 13,0 (11,0-14,5) 12,0 (10,0-13,0)
(roky) follow-up | 16,0 (13,0-17,0)*** | 17,0 (14,0-18,0)*** | 15,0 (13,0-17,0)*
hmotnost baseline 40,9+14,3 40,7+14,8 41,3+13,6
(kg) follow-up | 60,2+18,0%** 62,2+19,0%%* 55,6+£15,2%*
vyska baseline 157 (137-164) 155 (137-166) 158 (140-164)
(cm) follow-up | 169 (157-167)%** 172 (157-177)%** 164 (160-174)*
BMI baseline 16,9+2.6 16,7+2.9 17,5+2.,0
(kg/mz) follow-up | 21,2+4,0%** 21,5+4,3%** 20,5+3,1%*

IBD = inflammatory bowel disease, nespecificky stfevni zanét, CD = Crohn’s disease,
Crohnova choroba, UC = ulcerative colitis, ulcer6zni kolitida, BMI = body mass index
hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil) — u veli¢in s nenormalni distribuci
hodnot, nebo jako prumér + smérodatnd odchylka — u veli¢in s normalni distribuci hodnot

* = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, tzn. statisticky vyznamny rozdil mezi baseline a
follow-up hodnotou podle parového Wilcoxonova U-testu
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Tabulka 12. Rozsah postiZeni traviciho traktu podle Patizské klasifikace [107] v dobé¢

c s

vvvvv

IBD CD ucC
(n=43) (n=30) (n=13)
Lokalizace onemocnéni v dobé diagnozy (Parizska klasifikace)
L1 - 9 (30,0%) -
L2 - 2 (6,7%) -
L3 - 8 (26,6%) -
L4atLap - 11 (36,7%) -
El - - 1 (7,6%)
E2 - - 2 (15,4%)
E3 - - 0 (0%)
E4 - - 10 (77%)
UdrZovaci protizanétliva 1é¢ba
infliximab 4 (9,3%) 3 (10%) 1 (7,7%)
infliximab + azathioprin 11 (25,6%) 10 (33,3%) 1 (7,7%)
adalimumab 2 (4,7%) 2 (6,7%) 0
azathioprin 8 (18,6%) 5(16,7%) 3(23,1%)
azathioprin + mesalazin 13 (30,2%) 9 (30%) 4 (30,7%)
methotrexat 1(2,3%) 0 1 (7,7%)
mesalazin 3 (7%) 1 (3,3%) 2 (15,4%)
bez 1écby 1(2,3%) 0 1 (7,7%)

IBD = inflammatory bowel disease, nespecificky stfevni zanét, CD = Crohn’s disease,
Crohnova choroba, UC = ulcerative colitis, ulcerdzni kolitida

V tabulce 13 jsou uvedeny informace tykajici se prevalence anemie, aktivity choroby,

parametry zanétu, metabolizmu Zeleza a fekalni kalprotektin u jednotlivych skupin déti s IBD.
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Tabulka 13. Prevalence anemie, indexy aktivity choroby, parametry zanétu a metabolizmu

zeleza v dobé diagndzy (baseline) a na konci sledovani (follow-up).

IBD CD ucC
(n=43) (n=30) (n=13)
prevalence baseline 76,7% 83,3% 61,5% §
anémie follow-up | 20,9%%*** 23,3%%** 15,3%%** §
PCDAI baseline - 37,5 (30,0-45,1) -
follow-up 0,0 (0,0-5,1)%**
PUCAI baseline - - 30,0 (30,0-35,00)
follow-up 0,0 (0,0-0,0)**
hemoglobin baseline 113,3+£16,7 111,7+£14,4 116,8+21,3
(g/) follow-up | 132,5£17,6%** 132,2+19,7%* 133,3+11,9*
trombocyty baseline | 446,1+131,0 477,0+£111,1 374,6+£149,5 §
(*10°/1) follow-up | 321,0+£90, 7*** 328,1+£86,2%** 304,6+£102,2
CRP baseline 17,4 (3,0-44.,9) 40,0 (8,7-69,1) 1,7(0,5-4,9) §
(mg/1) follow-up | 1,2 (0,5-7,5)%** 1,7 (0,6-8,4)%%* 0,8 (0,5-1,6)
IL-6 baseline 14,0 (6,1-19,6) 15,5 (11,0-26,7) 3,8(3,1-8,6) §
(ng/1) follow-up | 2,6 (1,5-5,4)%** 2,5 (1,6-6,3)** 2,7 (1,4-3,1)
FW baseline 33,9 (17,1-45,0) 34,0 (17,0-50,1) 31,5(17,2-42,6)
(mm/h) follow-up | 4,0 (2,3-6,9)*** 4,0 (2,1-7,0)** 3,0 (2,4-5,0)
zelezo baseline 4,9 (3,4-8,4) 4,8 (3,3-7,1) 5,6 (3,7-11,3)
(umol/1) follow-up | 9,1 (5,7-12,8)** 9,5 (5,2-12,7)** 8,7 (6,5-16,0)
feritin baseline 28,0 (11,1-55,8) 39,0 (18,5-97,1) 11,0 (7,0-21,9) §
(ng/l) follow-up | 15,0 (11,0-27,9)** | 15,5 (12,1-29,0)** | 11,0 (9,0-18,1)
sTfR baseline 4,5 (3,2-6,1) 4,3 (3,2-6,1) 5,3 (3,3-6,6)
(mg/1) follow-up | 3,8 (3,2-4,5)* 3,8 (3,2-4,3) 3,8 (3,3-5,5)
sTfR/log[feritin] baseline | 3,5 (2,2-4,9) 3,2 (2,0-4,5) 433,1-11,1) §
follow-up | 3,3 (1,9-4,3) 3,0 (1,9-3,8) 4,2 (3,3-4,6)
kalprotektin baseline | 2765 (1445-6180) | 2530 (1482-6450) | 2793 (1135-5190)
ve stolici (ug/g) folow-up | 608 (130-1325)*** | 631 (102-1325)*** | 583 (345-1299)**
hepcidin baseline 23,4 (7,5-69,7) 36,5 (11,5-79,6) 5,4 (3,4-16,6) §
(ng/ml) follow-up | 4,0 (0,9-7,2)*** 2,1 (0,9-6,7)%** 4,8 (0,9-8,1)

IBD = inflammatory bowel disease, nespecificky stievni zanét, CD = Crohn’s disease,
Crohnova choroba, UC = ulcerative colitis, ulcerdzni kolitida, PCDAI = Paediatric Crohn’s
Disease Activity, PUCAI = Paediatric Ulcerative Colitis Activity Index, CRP = C-reaktivni
protein, IL-6 = interleukin 6, FW = sedimentace krve za hodinu, sTfR = solubilni
transferinové receptory

hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil) — u veli¢in s nenormdlni distribuci
hodnot, nebo jako primér + smérodatnd odchylka — u veli¢in s normalni distribuci hodnot,
kategorické parametry (prevalence anemie) jako procentualni vyskyt

* = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, tzn. statisticky vyznamny rozdil mezi baseline a
follow-up hodnotou podle Wilcoxonova U-testu, pro kategorickd data podle Fischerova
exaktniho testu,

§ = p<0,05, tzn. statisticky vyznamny rozdil mezi CD a UC skupinou podle Mann-
Whitneyova U-testu.
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Na zacatku sledovani (baseline) jsme zjistili nasledujici statisticky vyznamné rozdily
mezi CD a UC pacienty. Pacienti s CD méli signifikantné vyssi prevalenci anémie, vyssi
pocet trombocytl, CRP, IL-6, feritinu, sTfR/log[feritin] a hladinu hepcidinu — viz tabulka 13.

Béhem sledovani doslo v celé skupiné nemocnych s IBD k signifikantnimu poklesu
prevalence anémie, narGstu hladin hemoglobinu a sérového zeleza a poklesu poctu
trombocytl, CRP, IL-6, FW, feritinu, sTfR, fekalniho kalprotektinu a hepcidinu — viz tabulka
13. Pti rozdéleni pacientd do skupin (CD a UC) jsme zjistili, ze statisticky vyznamny pokles
trombocyt, CRP, IL-6, FW, feritinu, hepcidinu a vzestup sérového Zeleza byl zaznamenan
pouze u nemocnych s CD. Zatimco u nemocnych s UC nedoSlo v téchto parametrech
k signifikantnim zméndm.

Hladiny hepcidinu poklesly tedy v celé skuping, coz bylo dano signifikantni poklesem
u nemocnych s CD, zatimco u nemocnych s UC se hladiny hepcidinu signifikantné nezménily
(tabulka 13 a obrazek 13).

Na konci sledovani (follow-up) nebyl, kromé nizsi prevalence anemie u UC, zjistén

zadny signifikantni rozdil ve sledovanych parametrech mezi CD a UC — viz tabulka 13.

Obrazek 13. Hladiny hepcidinu (ng/ml) v jednotlivych skupinach v dobé diagndzy (baseline)

a na konci sledovani (follow-up).

40
35
30
25

20 - M baseline

15 - u follow-up

10 -

5 -

0 .
IBD CcD uc

IBD = inflammatory bowel disease, nespecificky stfevni zanét, CD = Crohn’s disease,
Crohnova choroba, UC = ulcerative colitis, ulcerdzni kolitida
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Zmény v hladindch hepcidinu (Ahepcidin = hepcidinpaseline — hepcidingiiow-up)
korelovaly u nemocnych s CD se zménou aktivity choroby (PCDAI) a zménou nékterych
parametri zanétu — CRP, FW, ale nikoliv s parametry metabolizmu Zeleza. Zatimco v UC
skupin€ zmény v hladinach hepcidinu signifikantné korelovaly pouze s hladinami Zeleza.
V celém souboru pacientd s IBD byly zaznamenany signifikantni korelace zmény hladiny

hepcidinu se zménou hladiny trombocyti a CRP (viz tabulka 14).

Tabulka 14. Korelace rozdilu v hladinach hepcidinu béhem sledovéni (A hepcidin) s rozdily

ostatnich parametra.

IBD CD UC
APCDAI - p=0.54 -
APUCAI - - n.s.
Ahemoglobin n.s. n.s. n.s.
Atrombocyty p=0.44 n.s. n.s.
ACRP p=0.56 p=0.50 n.s.
AIL-6 n.s. n.s. n.s.
AFW n.s. p=0.85 n.s.
AFe n.s. n.s. p=0.83
Aferritin n.s. n.s. n.s.
AsTfR n.s. n.s. n.s.
AsTfR/log(ferritin) n.s. n.s. n.s.
Akalprotektin n.s. n.s. n.s.

IBD = inflammatory bowel disease, nespecificky stievni zanét, CD = Crohn’s disease,
Crohnova choroba, UC = ulcerative colitis, ulcerdzni kolitida, PCDAI = Paediatric Crohn’s
Disease Activity, PUCAI = Paediatric Ulcerative Colitis Activity Index, CRP = C-reaktivni
protein, IL-6 = interleukin 6, FW = sedimentace krve za hodinu, sTfR = solubilni
transferinové receptory, A = rozdil v hladinach jednotlivych parametrti béhem sledovani, p =
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Spearmanniv korela¢ni koeficient je uveden v piipad¢ signifikantni korelace (p<0,05), n.s. =
nesignifikantni

Dale jsme se pokusili nalézt rozdily ve sledovanych parametrech podle toho, zda
jedinci s IBD dostavali biologickou 1écbu ¢i nikoliv. Vzhledem k tomu, Ze pacienti s UC
predstavovali malou skupinu (n=13) a pouze 2 byli 1é¢eni biologickou 1é¢bou, provedli jsme
tuto analyzu jen u pacienti s CD (n=30) — viz tabulka 15. Pacienti v prvni skupiné
biologickou 1é¢bu nedostavali, byli 1é¢eni azathioprinem a/nebo mesalazinem. Do druhé
skupiny byli zatazeni ti, ktefi dostavali biologickou 1écbu (infliximab, adalimumab), nejéastéji
v kombinaci s azathioprinem (67% znich). V obou skupinich doslo béhem sledovani
(baseline versus follow-up) k signifikantnimu poklesu prevalence anémie, PCDAI,
trombocyti, CRP, IL-6, FW, feritinu, hepcidinu a kalprotektinu ve stolici a vzestupu
hemoglobinu a hladiny sérového zeleza. Statisticky vyznamny rozdil mezi obéma skupinami
jsme zaznamenali pouze v hladindch CRP a IL-6 na konci sledovéani, kdy pacienti na
biologické 1écbé méli signifikantné niz§i follow-up hodnoty CRP a IL-6 ve srovnani
s pacienty, ktefi biologickou 1é¢bu nedostavali. I kdyz inicialné méli nemocni, co si vyzadali
biologickou 1é¢bu, o néco vyssi PCDAI, pocet trombocytl, FW a hladinu ferritinu i
hepcidinu, tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné. Z inicialné vySetfenych parametrl jsme
tedy nezjistili zddné statisticky vyznamné prediktivni ukazatele, které by v dobé diagnozy

N 24

biologické 1é¢by.
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Tabulka 15. Porovnani jednotlivych parametri u pacienti s CD, ktefi nebyli 1éCeni

biologickou Ié¢bou oproti tém s biologickou 1ébou.

CD biologicka 1écba 0 CD biologicka 1écba 1
(n=15) (n=15)

prevalence baseline 84,6% 67%
anémie follow-up 21,4%%* 26,7%**
PCDAI baseline 35,0 (25,0-40,5) 40,0 (30,0-55,0)

follow-up | 0,0 (0,0-5,0)*** 0,0 (0,0-10,0)***
hemoglobin baseline 110,9+6,2 112,6+19,8
(g/D) follow-up | 132,4422 8%** 131,9+16,8**
trombocyty baseline 454,5+105,6 499,6+115,3
(*10°/1) follow-up | 344,6+£98,9%** 311,6+70,8%**
CRP baseline 44,0 (4,0-72,1) 29,0 (8,7-62,9)
(mg/1) follow-up | 7,3 (0,6-14,5)*** 1,2 (0,6-3,7)***
IL-6 baseline 14,9 (11,0-26,7) 16,0 (9,8-55,2)
(ng/l) follow-up | 5,8 (1,5-8,5)*** 2,0 (1,6-2,6)**
FW baseline 26,0 (16,0-36,0) 47,5 (23,5-67,5)
(mm/h) follow-up | 5,0 (1,1-9,0)*** 3,0 (2,1-7,2)**
zelezo baseline 4,6 (3,3-6,4) 4,8 (2,9-7,2)
(umol/l) follow-up | 10,6 (5,2-12,7)** 9,1 (5,1-12,6)**
feritin baseline 31,0 (14,1-87,8) 50,0 (19,0-161,1)
(ng/l) follow-up | 16,0 (13,0-28,9)** 15,0 (9,1-72,0)**
sTfR baseline 4,6 (3,2-5,7) 3,9 (3,1-6,1)
(mg/1) follow-up | 3,8 (3,4-4,4)* 3,4 (2,6-4,3)
sTfR/log[feritin] baseline 3,5(2,1-4,5) 2,5(1,4-4,3)

follow-up | 3,0 (2,7-3,8) 3,0 (1,6-3,9)
kalprotektin baseline 3715 (1445-6450) 1850 (1504-5560)
ve stolici (ug/g) folow-up 661 (99-1430)*** 600 (105-1230)***
hepcidin baseline 21,4 (7,5-74,3) 49,6 (13,0-84,7)
(ng/ml) follow-up | 5,1 (0,9-7,6)*** 1,1(0,9-5,6)***

CD = Crohn’s disease, Crohnova choroba, PCDAI = Paediatric Crohn’s Disease Activity,
CRP = C-reaktivni protein, IL-6 = interleukin 6, FW = sedimentace krve za hodinu, sTfR =
solubilni transferinové receptory

hodnoty jsou vyjadifeny jako median (25.-75. percentil) — u veliin s nenormalni distribuci
hodnot, nebo jako primér + smérodatna odchylka — u veli€in s normélni distribuci hodnot,
kategorické parametry (prevalence anemie) jako procentudlni vyskyt

* = p<0,05, *¥* = p<0,01, *** = p<0,001, tzn. statisticky vyznamny rozdil mezi baseline a
follow-up hodnotou podle parového Wilcoxonova U-testu, pro kategoricka data podle
Fischerova exaktniho testu

§ = p<0,05, tzn. statisticky vyznamny rozdil mezi CD 1 a CD 0 skupinou podle Mann-
Whitneyova U-testu.
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2.2.4. Diskuze

Vétsina studii, které byly publikovany, hodnoti hladiny hepcidinu a ostatnich
parametrti metabolizmu Zeleza prifezové v riiznych fazich onemocnéni a 1écby IBD. V této
studii jsme chtéli u nové diagnostikovanych jedinci posoudit dynamiku téchto parametri
behem prospektivniho sledovani. Na zacatku (baseline) méli pacienti s CD ve srovnani s UC
signifikantné¢ vys$$i prevalenci anémie, vyss$i hodnoty trombocytd, CRP, IL-6, feritinu,
sTfR/log[feritin] a hladinu hepcidinu, zatimco na konci studie (follow-up) se kromé vyssi
prevalence anemie v téchto sledovanych parametrech nelisili. V ramci celého souboru IBD
nemocnych doSlo béhem sledovani (baseline versus follow-up) k signifikantnimu nartstu
hemoglobinu a poklesu prevalence anemie a fekalniho kalprotektinu. Dale u nich doslo
k vyznamnému poklesu poctu trombocytt, CRP, IL-6, FW, feritinu, hepcidinu a vzestupu
sérového Zeleza, coz bylo dano signifikantnimi zménami téchto parametr pouze u CD
pacientil, zatimco ve skupiné¢ déti s UC v téchto parametrech nebyl zaznamendn statisticky
vyznamny rozdil.

Tento rozdil mohou napomoci vysvétlit data z nasi predchozi prace provedené u nové
diagnostikovanych IBD pacientd [91]. V dobé diagnézy ptevazovala u nemocnych s CD
anémie chronickych chorob v kombinaci s IDA (80% anemickych pacientl), zatimco jedinci
s UC méli dominantné ,.Cistou* IDA (64%). Tomu pak odpovidal statisticky vyznamny rozdil
v hladinéach hepcidinu u déti s CD versus UC [91]. Béhem nynéjsiho prospektivniho sledovani
jsme u vSech pacientl zjistili signifikantni vzestup hladin hemoglobinu, a to jak ve skupiné
déti s CD tak i s UC. To, ze se sérové hladiny hepcidinu v UC skupiné pfi souasném zvyseni
hladiny hemoglobinu signifikantn€ nezménily, potvrzuje fakt, Ze u téchto nemocnych v
patogenezi anémie dlouhodobé pievazuje deficit zeleza nad zanétlivou aktivitou. Tento
fenomén byl jiz difive popsan Daherem, ktery uvadi, ze hladina hepcidinu je vice ovlivnéna

deficitem Zeleza nez zanétlivou aktivitou onemocnéni [67].
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V celé skupiné pacientti s IBD zmény v hladinach hepcidinu signifikantné korelovaly
se zménou hladiny CRP a poctu trombocytl. Ve skupiné nemocnych s CD, kde na rozdil od
pacientd s UC, inicialné zvySené hladiny hepcidinu dominovaly, byla zaznamenéana vyznamna
korelace poklesu hepcidinu se zménou aktivity choroby (PCDAI) a s nékterymi parametry
nebo prohepcidinu. Ve studii Cavallary et al. srovnali hladiny prohepcidinu u Sestnacti
dospélych pacientii s CD a péti s UC po 1écb¢ infliximabem nebo adalimumabem. Sérové
hladiny prohepcidinu byly méfeny pted podanim prvni davky biologické 1é€by a za Sest tydnt
po prvni aplikaci. V obou skupinach (CD 1 UC) doslo k signifikantnimu poklesu hladin
sérového prohepcidinu po zahdjeni biologické 1éCby. Pokles hladin autofi davaji do
souvislosti se snizenim sérové hladiny interleukinu-6 [108]. U déti byly hladiny hepcidinu
srovnavany pred a po zahdjeni anti-TNF 1é¢by v nedavné praci Atkinsona et al., béhem které
doslo k signifikantnimu poklesu hladin hepcidinu, vzestupu hemoglobinu a albuminu [104].
Pokles hladin hepcidinu po podani biologické 1é¢by byl popsan také u jinych zanétlivych
onemocnéni. Ve studii Suzukiho et al. byl zjistén pokles hladiny hepcidinu po 1é¢bé
tocilizumabem u dospélych pacientli (n=10) s revmatoidni artritidou v tydnu 12 po zahajeni
1écby [88]. Dale byl u dospélych pacienti (n=93) s revmatoidni artritidou porovnavan efekt
tocilizumabu a infliximabu. Autofi zjistili v obou skupinach pokles hladin hepcidinu, IL-6 a
zvyseni hladin hemoglobinu, ale pfi 1é¢b¢ tocilizumabem byl pokles hladin hepcidinu oproti
infliximabu signifikantné vétsi [102]. VSechny tyto vysledky ukazuji na pozitivni vliv
hladin hepcidinu, coz vede ke zlepSeni vstiebavani zeleza z traviciho traktu a jeho reutilizaci
z endogennich zdroju.

V nasem souboru nemocnych sCD doslo u vSech k signifikantnimu poklesu

prevalence anémie, vzestupu hladiny hemoglobinu a sérovych koncentraci zeleza, bez ohledu

73



na to, zda byli ¢i nebyli 1é€eni biologickou 1é¢bou. Stejné tak nebyl patrny efekt podavani
biologické 1é¢by ve srovnani se standardni terapii na pokles aktivity onemocnéni, zanétlivych
parametrt, hladin feritinu i hepcidinu, ¢i kalprotektinu ve stolici. Signifikantni rozdil byl
zaznamenan pouze ve finalnich (follow-up) hladinich CRP a IL-6, coz svéd¢i pro
intenzivngjsi protizanétlivy efekt biologické 1écby ve srovnani s konvenéni protizanétlivou
terapii. Pfedmétem soucasn¢ho vyzkumu v oblasti IBD je sledovani rizikovych faktora
pritomnych v dobé diagndzy, podle kterych by bylo mozné jiz v tomto obdobi odlisit vysoce
rizikové pacienty, ktefi budou s vysokou pravdépodobnosti vyzadovat intenzifikovanou 1écbu
vcetné 1écby biologické. My jsme ve sledovanych parametrech u déti s CD na zacatku 1€cby
statisticky vyznamné rozdily nenasli, i kdyz nemocni, ktefi si nasledn¢ vyzadali biologickou
1é¢bu, jevili tendenci mit o néco vyssi PCDAI, pocet trombocytt, FW, hladiny ferritinu 1
hepcidinu. Tyto rozdily by moznd mohly byt statisticky vyznamné, pokud bychom

porovnavali vétsi skupiny nemocnych.

Mezi limitace nasi prace patii tedy relativné maly soubor pacientd. Navic byla
pomérné velkd variabilita v ¢ase mezi baseline a follow-up vySetfenim. Vyhodou nasi studie
se jevi prospektivni sledovani dynamiky sérovych hladin hepcidinu a ostatnich vySetfovanych
parametri. DalSi pfednost spatfujeme v tom, Ze inicialni hodnoty vySetfovanych parametri

nebyly ovlivnény Zadnou lécbou.
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2.2.5. Zavér

Béhem prospektivniho sledovani jsme u nemocnych s IBD zaznamenali signifikantni
pokles hladin hepcidinu, feritinu, zanétlivych parametrti, fekalniho kalprotektinu, snizeni
prevalence anémie, vzestup hladin hemoglobinu a sérového zeleza, coz bylo dano
signifikantnimi zménami téchto parametrii piedev§im u jedinct s CD. U déti s UC doslo
pouze ke snizeni vyskytu anémie, poklesu kalprotektinu a vzestupu hladin hemoglobinu.
Zmény v hladinach hepcidinu byly u déti s CD signifikantné asociovany se zménou aktivity
choroby (PCDALI) a zménou nekterych parametri zanétu (FW, CRP). Pouziti biologické 1écby
u téchto nemocnych nebylo provazeno statisticky vyznamnym rozdilem v poklesu hladin
hepcidinu. Byl vSak zaznamendn rozdil ve findlnich hladinach CRP a IL-6, ktery svéd¢i pro
intenzivnéjsi protizanétlivy efekt biologické 1écby ve srovnani s konvenéni protizanétlivou
terapii.

Rozdilné hladiny sérového hepcidinu mezi CD a UC pacienty na poc¢atku onemocnéni
a dale v pribéhu nemoci, béhem udrzovaci terapie, odrazi rozdilny podil deficitu zeleza a
zanétu na vzniku anémie. Hepcidin je slibnym markerem, jehoz aktudlni hladina muze,
spole¢n¢ s ostatnimi méfenymi parametry, prispét k lepSimu pochopeni metabolizmu zeleza v

prabéhu zanétlivého procesu u IBD.
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4. SEZNAM ZKRATEK

ACD
ANCA
ASCA
ATGI16L1
BMP-6
Ca

CD

CRP
DCYT-B
DMT1
DNA
ECCO
EEV
ELISA
ERFE
ESA
ESPHGAN

FC
Fe
FID

FW
g/l

HAMP
HC
HCP-1
HFE
HH
HJV
HLA

Anaemia of chronic diseases, anémie chronickych chorob
Anti Neutrophil Cytoplasmic Antibodies

Anti Saccharomyces Cerevisiae Antibodies
Autophagy-related 16-like 1 gene

Bone Morphogenic Protein-6

Calcium, vapnik

Crohn’s disease, Crohnova choroba

C-reaktivni protein

Duodenal cytochrome B

Divalent metal transporter 1

Deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
European Crohn’s and Colitis Organisation
exkluzivni enterdlni vyziva

Enzyme-linked immunosorbent assay

Erytroferone

Erytropoetin stimulating agents, erytropoézu stimulujici latky
The European Society of Paediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition

Faecal calprotectin, kalprotektin ve stolici

Ferrum, Zelezo

Functional iron deficiency

femtolitr

Farhaeus a Westergren, sedimentace erytrocytii
gram na litr

Hydrogen, vodik

Hepcidin antimicrobial peptide

Healthy controls, zdravé kontroly

Heme carrier protein-1

Hereditary hemochromatotic protein

hereditarni hemochromatoza

hemojuvelin

Human Leucocyte Antigen
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HO
IBD
IBD-U

IDA
IL-1p

IL-6

IRE

IRIDA

IRP

JAK/STAT

KS

LC-MS/MS
MALDI TOF-MS

MCV
MHC
MHs
mRNA
MT-2
ng/l
NGAL
NIDA
NOD2
NSAIDs
NTBI
0
PCDAI

pg
pIBD

PUCAI
RetHb

Heme-oxygenase

Inflammatory bowel disease, nespecificky stfevni zanét
Inflammatory bowel disease-unclassified, neklasifikovatelna
IBD

Iron deficiency anaemia, sideropenicka anémie

interleukin-13

interleukin-6

Iron responsive elements

[ron-refractory iron-deficient anaemia

Iron regulatory protein

Janus kinase / signal transducer and activator of transcription 3
kortikosteroidy

Liquid chromatogramy- tandem-mass-spectrometry

Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry

Mean cell volume, stfedni objem erytrocytii

Major histocompatibility complex

Minihepcidins, minihepcidiny

messenger RNA

maltriptdza-2

nanogram na litr

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

Non-iron deficiency anaemia

Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
Non-steroidal anti-inflammatory drugs

Non Transferin Bound Iron, volné Zelezo bez vazby na transferin
Oxygen, kyslik

Paediatric Crohn’s Disease Activity Index

pikogram

Paediatric inflamatory bowel disease, nespecificky stfevni zanét
u déti

Paediatric Ulcerative Colitis Activity

Index koncentrace hemoglobinu v retikulocytech
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RNA
SELDI TOF-MS

SES-CD
SMAD
STEAP3
sTfR

TfR2
TGF-p
TMPRSS6
TNF-o
TSAT

uC

ZIP14
ng/g

ng/l
pmol/l
%HYPO

Ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

Surface-enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry

Simple endoscopic score for Crohn’s disease

Small Mother Against Decapentaplegic

Six-transmembrane epithelial antigen of prostate 3

Soluble transferrin receptors, solubilni transferinové receptory
Transferinovy receptor 2

Transforming growth faktor-§

Transmembrane protease serin-6

Tumor necrosis factor-a

saturace transferinu

Ulcerative colitis, ulcerozni kolitida

Zrt- and Irt-like protein 14

mikrogram na gram

mikrogram na litr

mikromol na litr

procento hypochromnich erytrocyt
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5. SEZNAM OBRAZKU, TABULEK A GRAFU

Obrazek 1. Incidence nespecifickych stfevnich zanétl u déti celosvétove. Se souhlasem

autora pirevzato z [3].

Obrazek 2. Priklady endoskopickych nalezu pii té¢zké form& Crohnovy choroby.

Obrazek 3. Komplikace Crohnovy choroby: stendza v ileocekalni oblasti.

Obrazek 4. Priklady endoskopickych nalezi pii ulcerozni kolitidé.

Obrazek 5. Obraz pozanétlivé pseudopolyodzy stieva jako forma ,,hojeni* ulcerdzni kolitidy.
Obrazek 6. Rozhodovaci algoritmus k rozdé€leni nespecifickych stievnich zanéti do
jednotlivych podtfid (ulcerdzni kolitida, kolonicka forma Crohnovy choroby,
neklasifikovatelny nespecificky stfevni zanét). Upraveno podle [29].

Obrazek 7. Stav po totalni proktokolektomii s modelaci ileo-pouch-analni anastomozy pii
tézké ulcerdzni kolitidé. Na obou obrazcich jsou endoskopické nalezy ptivodného i slepého
raménka rezervoaru (pouche) a septa mezi nimi.

Obrazek 8. Mechanizmus transportu zeleza pies feroportinovy transmembranovy pienasec
zeleza z enterocytu, hepatocytu a makrofagu a inhibice tohoto pfenasece hepcidinem.

Upraveno podle [69].

Obrazek 9. Zjednodusené schéma syntézy hepcidinu a jeho plisobeni na feroportin béhem

zangtu a pii deficitu Zeleza.

Obrazek 10. Schéma regulace syntézy hepcidinu. Upraveno podle [64].

Obrazek 11. Hladiny hepcidinu u déti s Crohnovou chorobou (CD), ulcer6zni kolitidou (UC)
a zdravymi kontrolami (HC). Prevzato z [91].
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Obrazek 12. Vyskyt jednotlivych typli anémie u pacientti s Crohnovou chorobou (CD a
ulcerozni kolitidou (UC). Prevzato z [91].

Obrazek 13. Hladiny hepcidinu (ng/ml) v jednotlivych skupinach v dob¢ diagnozy (baseline)

a na konci sledovani (follow-up).

Tabulka 1. Incidence nespecifickych stfevnich zanétl u déti podle kontinentt a regiont.

Ptevzato a upraveno podle [3].

Tabulka 2. Systém diferencialni diagnostiky nespecifického stievniho zanétu u déti podle

jednotlivych znakl (pIBD classes features). Upraveno podle [29].

Tabulka 3. Pediatricky index Crohnovy choroby (PCDALI). [27].

Tabulka 4. Pediatricky index ulcerozni kolitidy (PUCAI) [27].

Tabulka 5. Priciny anémie bez deficitu zeleza (NIDA) podle ¢etnosti vyskytu. Pfevzato z

[43].

Tabulka 6. Cut-off hladiny hemoglobinu a hematokritu pouzivané k definovani anémie.

Ptevzato a upraveno podle [43].

Tabulka 7. Diagnostika deficitu zeleza. Pievzato a upraveno podle [45].

Tabulka 8. Klinické a laboratorni parametry u déti s nespecifickym stitevnim zanétem (IBD)

v dob¢ diagndzy. Pievzato z [91].

Tabulka 9. Univaria¢ni korele¢ni analyza mezi hepcidinem a klinickymi a laboratornimi

parametry u déti s nespecifckym stifevnim zanétem v dobé diagnozy. Prevzato z [91].

Tabulka 10. Multivariacni regresni analyza vztahu mezi sérovym hepcidinem jako zavislou

veli¢inou a korelujicimi parametry jako nezavislymi prediktory. Pfevzato z [91].
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Tabulka 11. Demografické a klinické parametry u déti s nespecifickym stfevnim zanétem

(IBD) v dob¢ diagndzy (baseline) a na konci sledovani (follow-up).

Tabulka 12. Rozsah postizeni traviciho traktu podle Patizské klasifikace [107] v dobé

rrrrrrr

Tabulka 13. Prevalence anémie, indexy aktivity choroby, parametry zanétu a metabolizmu

zeleza v dob¢ diagnozy (baseline) a na konci sledovani (follow-up).

Tabulka 14. Korelace rozdilu v hladinach hepcidinu béhem sledovani (A hepcidin) s rozdily

ostatnich parametra.

Tabulka 15. Porovnani jednotlivych parametri u pacientii s CD, kteti nebyli 1é¢eni

biologickou Ié¢bou oproti tém s biologickou 1é€bou.
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6. SEZNAM PUBLIKACI A PREDNASEK AUTORA

6.1. Publikace a prednasky souvisejici s dizertacni praci

Puvodni védecké publikace in extenso v daném oboru uvetejnéné v ¢asopisech s IF

Karaskova E, Volejnikova J, Holub D, Velganova-Veghova M, Sulovska L, Mihal V,
Horvathova M, Pospisilova D. Hepcidin in newly diagnosed inflammatory bowel disease in

children. J Paediatr Child Health 2018; 54:1362-1367. IF 1,449

Puvodni védecké publikace in extenso uveiejnéné v ostatnich recenzovanych védeckych

casopisech

Houda J, Dzubak P, Karaskova E, Holub D, Vydra D, Ml¢uchové D, Hajduch M, Pozler O,
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s nespecifickymi stievnimi zanéty. Ces-slov Pediat 2014; 69:137-147.

Piehledné/souborné védecké prace v daném oboru uverejnéné v ostatnich recenzovanych

védeckych ¢asopisech

Karaskova E, Pospisilova D, Horvathova M, Velganova-Véghova M, Spenerova M, Geryk
M. Anémie u déti s nespecifickym stfevnim zanétem. Ces-slov Pediat 2019, ¢lanek piijat k

tisku.

Publikovana abstrakta

Karaskova E, PospiSilovd D, Velganova-Véghova M. Hladiny hepcidinu u déti
s nespecifickym stievnim zanétem v dob¢ diagnozy. Pracovni dny détské gastroenterologie,

hepatologie a vyzivy. 1.-3.10.2015, Ostravice, Sbornik abstrakt, s. 6.
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children. Pediatric Care 2018; 8:15.
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Karaskova E, PospiSilova D, Velganova-Véghova M. Hladiny hepcidinu u déti
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98



6.2. Publikace a prednasky ostatni

Puvodni védecké publikace in extenso v daném oboru uvetejnéné v ¢asopisech s IF

Jelenova D, Ociskova M, Prasko J, Hunkova M, Karaskova E, Kolarova J, Vydra D, Mihal
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2015; 36:72-79. IF 0,946

Jelenova D, Prasko J, Ociskova M, Karaskova E, Hunkova M, Kolarova J, Vydra D,
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IF 2,198
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Styblova J, Kalousova J, Adamcova M, Bajerova K, Bronsky J, Karaskova E, Keslova P,
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védeckvych ¢asopisech

Karaskova E, Vydra D, Smolka V, Véghova-Velganova M, Tkachyk O, Toukalkova L,
Mihél V. Refeeding syndrom v détském véku. Ces-slov Pediat 2014; 69:363-369.

Karaskova E. Vyluénd enterdlni vyziva — 1éba prvni volby Crohnovy choroby u déti.
Gastroent Hepatol 2015; 69:531-535.

Karaskova E, Prasko J, Jelenova D, Kolafova J, Hunkova M, Ociskova M, Mihal V.
Psychosociélni aspekty nespecifickych stievnich zanétd u déti. Ces-slov Pediat 2016; 71:111—
115.

Karaskova E. Uméla mlécna kojeneckd vyziva-soucasna doporuceni. Prakt 1ékaren 2016;
12:186-189.

Jelenova D, Prasko J, Ociskova M, Karaskova E, Kolarova J, Hunkova M, Vydra D, Mihal
V. Psychoeducation of adolescents with inflammatory bowel diseases and their families. Act
Nerv Super Rediviva 2016; 58:33-39.

Karaskova E. Um¢la mléénad kojeneckd vyziva-soucasna doporuceni. Pediatr praxi 2017;
18:26-30. (prevzato z Prakt lékdaren 2016, 12:186—189.)

Karaskova E. Role synbiotik v managementu 1écby alergie na bilkovinu kravského mléka
kojencti: Mohou pre/probatika napomoci v 1é¢bé? Pediatr Praxi 2017; 18:249-251.

Bronsky J, Berankova K, Cerna Z, Copové I, Duricova D, Durilova D, Hradsky O,
Karaskova E, Mitrova K, Nevoral J, Po§ L, Schwarz J, Szitanyi P, Skaba R, Suldkova A,

Tukova J. Doporuéeni Pracovni skupiny détské gastroenterologie a vyzivy CPS pro

100



diagnostiku a 1é¢bu nespecifickych stfevnich zanétt u déti - dopln€k k 1. vydani. Gastroent

Hepatol 2017; 71:11-18.

Kapitoly v monografiich

Karaskova E. Celiakie in Zadrazil J, Hordk P, Karasek D a kolektiv: Moderni farmakoterapie
autoimunitnich chorob. Maxdorf 2015.
Karaskova E. Komplikace parenterdlni vyzivy in Szitanyi P a kol. Parenteralni vyZziva u déti.

Maxdorf 2019 - v tisku.

Publikovan4 abstrakta

Karaskova E, Vydra D Veghova-Velganova M, Smolka V, Klaskova E, Michalkova K.
Posterior reversible encephalopathy syndrome (PRES) as a side effect of biological treatment
of IBD in children. J Crohns Colitis 2014; 8(Suppl.2):S427-S428.

Karaskova E, Prasko J, Mihal V, Véghova-Velganova M, Kolarova J, Jelenova D, Ociskova
M, Hunkova M. Psychosocialni aspekty nespecifickych stfevnich zanét u déti. Gastroenterol
prax 2016; 15(Suppl.1):11.

Karaskova E, Veghova-Velganova M. Giant postinflammatory polyposis as a result of
,healing” of ulcerative colitis in 13-year-old girl. J Pediat Gastroent Nutr 2017;
65(Suppl.1):S64.

Karaskova E, Prasko J. Psychosocial aspects of inflammatory bowel disease in children. J

Pediat Gastroent Nutr 2018; 66(Suppl.2):544.

Piednasky a postery piednesené na vetejnych odbornych forech

Karaskova E, Vydra D Veghova-Velganova M, Smolka V, Klaskova E, Michalkova K.

Posterior reversible encephalopathy syndrome (PRES) as a side effect of biological treatment

101



of IBD in children, The 3" PIBD symposium, 10. - 13. 9. 2014, Rotterdam, Nizozemsko.
(poster)

Karaskova E, Velganova-Véghova M. Neobvyklé zhojeni ulcerozni kolitidy. Pracovni dny
détské gastroenterologie a vyzivy, 9. - 11. 10. 2014, Cesky Krumlov. (pfednaska)

Karaskova E. Prib¢h Crohnovy choroby, rizikové faktory, terapeutické postupy. Pracovni
dny détské gastroenterologie a vyzivy, 9. - 11. 10. 2014, Cesky Krumlov. (pfednaska)
Karaskova E, Velganova-Véghova M, Vydra D. Co dal pii striktufe sigmatu? Jak jsme na
tom po operaci? IV. sympozium détskych IBD kazuistik, 13. - 14. 5. 2015, Bofetice.
(ptednaska)

Karaskova E. Neobvyklé zhojeni ulcerdzni kolitidy. III. Sympozium pediatrti a détskych
sester ,,kazuistiky naptic pediatrii®, 13. 6. 2015, Olomouc. (pfednaska)

Karaskova E, Velganova-Véghovda M. Role uplné enterdlni vyzivy v 1éébé Crohnovy
choroby u déti. IV. Prostéjovsky pediatricky den, 21.11.2015, Prost&jov. (prednaska)
Karaskova E. Primarni sklerozujici cholangitida a nespecificky stfevni zanét. V. sympozium
détskych IBD kazuistik, 12. 5. 2016, Boftetice. (pfednaska)

Karaskova E. Celiakie-novy pohled. Kongres pediatri a détskych sester - XXXIII. Dny
praktické a nemocni¢ni pediatrie. 13.-14.5.2016, Olomouc. (prednaska)

Karaskova E, Zapletalova J. Zastava ristu jako pfiznak dvou diagnoéz. IV. sympozium
pediatrii a détskych sester ,,Kazuistiky napti¢ pediatrii 11. 6. 2016, Olomouc. (pfednéska)
Karaskova E, Prasko J, Mihal V, Véghova-Velganova M, Kolarova J, Jelenova D, Ociskova
M, Hunkovd M. Psychosocidlni aspekty nespecifickych stievnich zanéth u déti.
Psychosocidlni aspekty nespecifickych stfevnich zanétt u déti. VI. Kongres slovenskych a
ceskych pediatrickych gastroenterologov, 23.-24.9.2016, Nitra, Slovenskd republika.

(ptrednaska)

102



Karaskova E, Velganova-Véghova M. Co jsme zjistili o nasich IBD détech a jejich rodic¢ich?
V. prostéjovsky pediatricky den, 12.11.2016, Prostéjov. (prednaska)

Karaskova E. Role prebiotik a probiotik v managementu ABKM. III. pediatricky master
kurz, 31.3.-1.4.2017, Brno. (pfednaska)

Karaskova E. Akutni prijmova onemocnéni pohledem pediatra. Konference ANGIS, 7.-
8.4.2017 Olomouc. (ptednaska)

Karaskova E, Velganova-Véghova M, Spenerova M. Celiakie v roding. V. sympozium
pediatrt a détskych sester ,,Kazuistiky naptic¢ pediatrii® 10. 6. 2017, Olomouc. (pfednaska)
Karaskova E, Veghova-Velganova M. Giant postinflammatory polyposis as a result of
Jhealing of ulcerative colitis in 13-year-old girl. 4™ International Symposium on Pediatric
Inflammmatory Bowel Disease, 13.-16.9.2017, Barcelona, Spanélsko. (poster)

Karaskova E. Chronické a recidivujici pankreatitida. Pracovni dny détské gastroenterologie a
vyzivy, 6.-7.10.2017, Tfemosnice. (pfednéska)

Karaskova E. Polknuti ciziho télesa u déti, doporuceny postup. VI. Prostéjovsky pediatricky
den, 11.11.2017, Prostéjov. (prednaska)

Karaskova E, Velganova-Véghova M. Doporuceny postup diagnostiky a 1écby infekce
Helicobacter pylori u déti. Odborny seminatf Détské kliniky LF UP Olomouc, 15.11.2017,
Olomouc. (prednaska)

Karaskova E. Sondova vyziva u déti. 15. sympozium Aktuality v détské intenzivni péci, 30.-
31.1.2018, Ostrava. (prednaska)

Karaskova E. Sondova enteralni vyziva - indikace, vlastnosti a technické aspekty. IV.
pediatricky master kurz. 2.-3.2.2018, Martin, Slovenska republika. (pfednéska)

Karaskova E. Prakticky pfistup k sondové enterdlni vyzivé. Pediatricky master kurz 23.-

24.2.2018, Praha. (pfednaska)

103



Karaskova E. Chirurgie IBD u déti pohledem gastroenterologa. Odborny seminai Détské
kliniky LF UP Olomouc, 21.3.2018, Olomouc. (pifednaska)

Karaskova E, Prasko J. Psychosocial aspects of inflammatory bowel disease in children.
Kongres ESPGHAN 5 1™ Annual meeting, 9.-12.5.2018, Zeneva, Svycarsko. (poster)
Karaskova E. Ambulantni feSeni ulcerdzni kolitidy. Dny détskych IBD, 26.-28.5.2018,
Kurdéjov. (prednéska)

Karaskova E. Helicobacter pylori, nova doporueni, kazuistika. VI. sympozium pediatrii a
détskych sester ,,Kazuistiky naptic¢ pediatrii. 2.6.2018, Olomouc. (pfednaska)

Karaskova E, Velgafiova-Véghovda M, Spenerovd M. Helicobacter pylori a anémie -
kazuistika, Pracovni dny détské gastroenterologie a vyzivy, 4.-6.10.2018, Tel¢. (pfednaska)
Karaskova E, Velganova-Véghova M. Domaci parenterdlni vyziva — naSe zkuSenosti, XX.

Presovské pediatrické dni, 6.-7.12.2018, Presov, Slovenska republika. (pfednaska)

104



7. PRILOHY

Kopie ¢lanki se vztahem k dizertacni praci

Karaskova E, Volejnikova J, Holub D, Velganova-Veghova M, Sulovska L, Mihal V,
Horvathova M, Pospisilova D. Hepcidin in newly diagnosed inflammatory bowel disease in

children. J Paediatr Child Health 2018; 54:1362-1367. IF 1,449

Houda J, Dzubak P, Karaskova E, Holub D, Vydra D, Ml¢ichova D, Hajdach M, Pozler O,
Pospisilova D. Vyskyt anemie a vyznam méteni hladiny hepcidinu metodou ELISA u déti

s nespecifickymi stievnimi zanéty. Ces-slov Pediat 2014; 69:137-147.

Karaskova E, Pospiilova D, Horvathova M, Velgafiova-Véghova M, Spenerova M, Geryk

M. Anémie u déti s nespecifickym stfevnim zandtem. Ces-slov Pediat 2019, ¢lanek piijat k

tisku.

105



