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Abstrakt

Uvod: Syndromy periodické hore¢ky jsou klinické jednotky patiici do velké skupiny
autoinflamatornich chorob. VétSina téchto syndromt vznika na podkladé genetické predispozice.
Mimo tuto klasifikaci stoji syndrom periodické horecky s aftézni stomatitidou, faryngitidou a kréni

adenitidou (PFAPA) s nejasnou etiologii.

Vysledky: V nasi praci jsme popsali nejvétsi klinicky soubor pacienti se syndromem PFAPA z
jednoho centra. Z laboratornich vysledki jsme potvrdili benigni pribéh PFAPA syndromu.
Zaznamenali jsme signifikantné vyssi hladiny sérovych cytokint (IFN-y a IL-1p) v pribéhu epizody
horecky u PFAPA pacienti v porovnani s kontrolni skupinou. M¢éfeni ukazala zvySené pocty
plazmatickych bunék v periferni krvi PEAPA pacientl. Popsali jsme zvySené hladiny naivnich CD4 a
CD8 T lymfocyti a ptiblizné 2-krat vyssi proporci CD8 T lymfocytlh u PFAPA tonzil. Signifikantni
rozdily byly i v hladinach IFN-y, IL-1B, IL-6 a TNF-a ve stimulovanych supernatantech v porovnani
s nestimulovanymi supernatanty z periferni krve u pacienti s PFAPA syndromem. M¢ieni

bakteridlniho profilu ukazalo, Ze profily mikroflory v tonzilach jednotlivych déti jsou individudlni.

Zavér: Odstranénim tonzilarni tkdné s potencidlnim bakterialnim/virovym/jinym spousté¢em dochazi
u pacienti s PFAPA syndromem k vymizeni symptomil. Pacient s PFAPA syndromem je

pravdépodobné imunologicky nezraly jedinec s vyssi vnimavosti k vn¢j$im faktortim.

Klic¢ova slova: periodicka horecka, vrozend imunita, zanéct



Abstract

Introduction: Periodic fever syndromes are clinical entities classified as autoinflammatory diseases.
The most of the periodic fever syndromes have genetic predisposition (monogenic periodic fever
syndromes). PFAPA (Periodic Fever, Aphtous stomatitis, Pharyngitis a Adenitis) syndrome is an

idiopathic disease with unknown aetiology.

Results: In our study, we described the largest clinical series of patients with PFAPA syndrome from
a single center. The laboratory results have confirmed uncomplicated course of PFAPA syndrome. In
our measurements we observed significantly higher levels of serum cytokines (IL-1B and IFN-y)
during episodes of fever in PEFAPA patients compared to the control group. Our measurements showed
increased numbers of plasma cells in the peripheral blood of PFAPA patients. We have found increased
levels of naive CD4 and CD8 T cells and approximately 2-fold higher proportion of CD8 T cells in
tonsils of PFAPA patients. Significant differences were also present at levels of IFN-y, IL-1p, IL-6
and TNF-a in stimulated supernatants compared to supernatants from unstimulated peripheral blood
from patients with PFAPA syndrome. Measurements of bacterial profile showed individual microbial

profile in patients.
Conclusion: Removal of the tonsillar tissue with the potential bacterial/viral/other trigger leads to
disappearance of recurrent episodes of fever. Patient with PFAPA syndrome is probably

immunologically immature individual susceptible to external factors.

Keywords: periodic fever, innate immunity, inflammation
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1. UVOD
1.1 Syndromy periodickych horecCek

Syndromy periodickych horecek se fadi mezi autoinflamatorni onemocnéni, u kterych je epizodicka
aktivace prozanétlivych mechanizmii zptisobena poruchou regulace procest vrozené obranyschopnosti
(McDermott a Aksentijevich 2002).

Rekurentni febrilie jsou doprovazeny lokdlnimi zanétlivymi projevy. U vétSiny syndromt
periodickych horecek se podatilo definovat vrozenou pfi€inu. Dle typu dédicnosti 1ze odlisit syndromy
dédi¢né autozomalné dominantné, ke kterym se fadi periodické syndromy asociované s kryopyrinem
(CAPS; Cryopyrin Associated Periodic Syndromes) a periodicky syndrom asociovany s TNF-
receptorem (TRAPS; TNFR-Associated Periodic Syndrome), a autosomalné¢ recesivng, familiarni
sttedomotska horecka a periodicky syndrom asociovany s mevalonatkinazou (MAPS,; Mevalonate
kinase Associated Periodic fever Syndrome).

Mimo tuto klasifikaci stoji syndrom periodické horecky s aftézni stomatitidou, faryngitidou a kréni
adenitidou (PFAPA, Periodic Fever, Aphtous stomatitis, Pharyngitis a Adenitis), u kterého se doposud
nepodaftilo definovat vyvolavajici pficinu.

1.1.1 Periodicka horecka s aftozni stomatitidou, faryngitidou/tonzilitidou a kréni lymfadenopatii
PFAPA

V roce 1987 Marshall a kolektiv poprvé popsali stav charakterizovany opakovanymi horeckami u
predskolnich déti (Marshall et al. 1987). Takzvany Marshalliiv syndrom byl pak pfejmenovany na
PFAPA syndrom (periodickd horecka s aftézni stomatitidou, faryngitidou/tonsilitidou a krcni
lymfadenopatii) (Padeh et al. 1999).

Klinicky obraz je typicky: batole nebo predskolni dité s opakujicimi se (3-6 dni) febrilnimi epizodami
doprovazenymi minimalné¢ jednim s nasledujicich pfiznaki: tonzilofaryngitida s negativnim
kultivaénim nalezem, kréni lymfadenopatie a afty v Gstech. Vedlejsi ptiznaky jsou nespecificke, patii
mezi n¢ unava, bolesti hlavy, nauzea, bolesti bficha, zvraceni, prijem, bolesti kloubti, atd. (Padeh et
al. 1999). Pomocnym voditkem muiZe byt nepfitomnost dalSich projevi typickych pro virove infekce
dychacich cest, jako jsou zejména ryma a kaSel (Krol et al. 2013). Postizené déti jsou mezi atakami
horecek zcela bez obtizi, s normalnim klinickym i laboratornim néalezem a dobte prospivaji (Krol et
al. 2013).

V pribéhu hore¢natych epizod je pravidlem ptitomnost nespecificky zvysené zanétlivé aktivity, ktera
obvykle stoupa béhem prvnich dnti nelécené epizody a po jejim odeznéni se spontanné upravuje (Feder
a Salazar 2010).

Diferencidlni diagnostika PFAPA syndromu zahrnuje Sirokou Skalu onemocnéni: infekce, vcetné
atypickych, defekty imunity, autoimunitni, autoinflamatorni a nadorova onemocnéni. Diagnoza
PFAPA syndromu je zaloZena na peclivé anamnéze a zhodnoceni hlavnich klinickych projevi dle
Marshallovych kritérii, ktera byla pozd¢ji upravena Hoferem et al. (Hofer et al. 2014).
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V symptomatické 1€€be se uplatituje podavani antipyretik a/nebo nesteroidinich antiflogistik. U vétSiny
pacientli jsou horec¢naté epizody typicky zastaveny podanim jednorazové davky prednisonu (Padeh et
al. 1999). Tonzilektomie je nejucinnéjSim terapeutickym zasahem (Burton et al. 2010). Prognoza
PFAPA je dobra a u vétSiny pacientti dochazi béhem nekolika let k plnému tstupu projevii (Krol et al.
2013).

Predpoklada se, ze tonzilarni tkan hraje Gstiedni roli v patogenezi PFAPA syndromu, protoze u vétSiny
pacientil dojde po tonzilektomii k remisi onemocnéni (Krol et al. 2013). Vy§§i vnimavost imunitniho
systému tonzilarni tkané k nespecifickému antigenu pravdépodobné vede k zanétu v oblasti orofaryngu

spojen¢ho se systémovou odpoveédi organizmu, pii¢emz neni jasny podil slozek vrozené a ziskané
imunity v tomto procesu.

2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Ptredpokladame, ze PFAPA syndrom je zpisoben alteraci sekrece cytokinii a/nebo neadekvatni
aktivaci subpopulace/subpopulaci B- nebo T-lymfocytl, coz vede k deregulaci imunitniho
mikrosystému tonzilarni tkané€ a rozvoji klinického obrazu PFAPA syndromu.

Hlavnim cilem préace je charakterizovat patofyziologické mechanizmy v krvi a tonzilarni tkéni u

pacientti s PFAPA syndromem.

Cilem prace je priblizit se odpovédi na tyto otazky:

1) Zjistit rozdily v zanétlivych parametrech a v cytokinovém profilu.

2) Dokézeme podle téchto parametrii urcit aktivitu onemocnéni?

3) Mohou tyto parametry slouzit k predikci chronického zanétu?

4) Jaky je profil bilé krevni fady a cytokinii v krvi a tonzilarni tkéni?

5) Jakou roli hraji tyto parametry u PFAPA syndromu?

6) Jsou opakované zanéty tonzil spojené s pritomnosti infek¢niho agens?
7) Jaky je efekt tonsilektomie?

Ocekavanym pifinosem a moznym praktickym dopadem projektu je charakteristika novych biomarkert
pro diagnostiku PFAPA syndromu a stanoveni cilen¢ho terapeutického postupu zaméteného na 1écbu
nemoci.

3. MATERIAL A METODIKA

Prace byla rozdélena na 3 ¢asti:



3.1 Klinicka a epidemiologicka ¢ast
3.2 Laboratorni vySetieni pacientli s PFAPA syndromem na konzervativni terapii
3.3 Laboratorni vySetieni pacientii s PFAPA syndromem po tonzilektomii

3.1 Klinicka a epidemiologicka cast

3.1.1 Pacienti

Do studie byli zafazeni pacienti se suspektnim syndromem periodické horecky, kteti byli v obdobi let
2004-2011 opakované vySetfeni v ambulanci pro periodické horecky na Klinice détského a
dorostového I€karstvi VFN a 1. LF UK (Krol et al. 2013).

3.1.2 Diagnosticky algoritmus

Diagnoza PFAPA syndromu byla stanovena na zaklad¢ osobni a rodinné anamnézy, kterd byla soucasti
vytvoieného dotazniku, spolecné s klinickym a laboratornim vySettenim (Krol et al. 2013).

3.1.3 Definice klinického obrazu

U PFAPA syndromu jsme hodnotili nasledujici klinické parametry: aktivni onemocnéni, plné remise,
spontanni remise, remise po kortikoterapii a po tonzilektomii (Krol et al. 2013).

3.1.4 Terapeutické algoritmy

V okamziku diagndzy byly rodi¢tim pacientll navrzeny nasledujici moznosti terapie (Krol et al. 2013):
1) ,,sledovat a ¢ekat* (tzv. ,,watch-and-wait* ptistup)

2) prednison v jednorazové davce 1mg/kg

3) dalsi konzervativni terapeutické moznosti

4) tonzilektomie

3.1.5 Sledovani pacientii

Pacienti na konzervativni terapii 1 pacienti po tonzilektomii byli prospektivné sledovani kazdych 3-6
meésicu.



3.2 Laboratorni vySetieni pacientii s PFAPA syndromem na konzervativni terapii
3.2.1 VySetieni standardnich zanétlivych parametri

V prospektivni €asti studie byly standardni zdnétlivé parametry (C-reaktivni protein, sedimentace a
leukocytoza) vySetfeny v rdmci odbérl v hore€naté epizodé a v mezidobi horecek (Krol et al. 2013).

3.2.2 VySetieni mevalondturie

Mevalonaturie byla u vSech nové¢ diagnostikovanych pacientii vySetifena k vylou¢eni MAPS, ktery ma
obdobné klinické ptiznaky. Mevalonaturie byla kvantifikovana pouzitim kapilarni plynové
chromatografie/mass spektrometrie v Ustavu dédi¢nych a metabolickych poruch VFN v Praze.

3.2.3 VySetieni sérovych hladin cytokini

Pro vysetfeni sérovych hladin vybranych cytokinli byl, po podepsani informovaného souhlasu, u
pacientdl odebran vzorek krve navic v rameci standardnich odbérit v hore¢naté epizod€ a v mezidobi
horecek. Hladiny cytokinti (IL-6, IL-1p, TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-10, IL-4, IL-2 a cytokinovy receptor
TNFR1) byly méfeny pomoci metody Cytometry Bead Array (CBA, FlowCytomix, eBioscience)
(Castillo a MacCallum 2012).

3.3 Laboratorni vySetieni pacientii s PFAPA syndromem po tonzilektomii

Pacienti indikovani k tonzilektomii byli po podepsani informovaného souhlasu zatazeni do samostatné
skupiny v ramci prospektivni studie. U vSech pacientll byla vySetfena tonzilarni tkan a vSem byl
odebran vzorek krve pii vykonu.

3.3.1 VySetieni lymfocytarnich subpopulaci pomoci priittokové cytometrie

Z casti odebrané tkdn€ obou tonzil a z periferni krve byly izolovany periferni mononuklearni bunky a
provedena analyza pritokovou cytometrii. U vSech vzorkl byl vySetfen profil T- a B-lymfocytarnich
subpopulaci (Dytrych a et al. 2015).

Cast vzorkil byla dile stimulovana monoklondlni protilatkou anti-CD3 a lipopolysacharidem.
Supernatanty téchto stimulovanych vzorki byly zamrazeny k analyze cytokinového spektra pomoci
CBA.

3.3.2 VySetieni solubilnich cytokinii v tonzilarnich supernatantech a supernatantech z periferni
krve

Supernatanty z tonzil a periferni krve byly vySetiovany jako parové vzorky —nestimulovany a anti-
CD3 stimulovany supernatant. Nestimulované a anti-CD3 stimulované (po ukonceni stimulace)
supernatanty byly zamrazeny v -70°C az do nasledného méfeni cytokinti (IL-6, IL-1 B, TNF-a, IFN-y,
IL-12, IL-10, IL-4, IL-2, TNFR1) pomoci metody CBA.



3.3.3 Histologické vySetieni tonzil

Po kazdé tonzilektomii byla ¢ast tonzilarni tkan¢ odeslana k rutinnimu histologickému vySetteni.
3.3.4 Mikrobiologické vysetieni tonzil

Cast tonzilarni tkané byla vySetfena rutinnim mikrobiologickym vysetienim.

3.3.5 VySetieni DNA vybranych bakterii a virit

V casti tonzilarni tkdné byla vySetiena DNA vybranych bakterii pomoci metody PCR-DGGE (PCR-
Denaturing gradient gel electrophoresis)(Larsen et al. 1993) a vir pomoci PCR(Gautheret-Dejean et
al. 2002).

3.4 Kontrolni skupiny

Veskeré vysledky u pacienti s PFAPA syndromem byly korelovany s vysledky ptislusné kontrolni
skupiny.

V projektu byly celkem 3 kontrolni skupiny, které vSechny byly age- a sex-matched k vySetfovanym
pacientim:

1) Pacienti s febriliemi s jasné prokazanou bakteridlni infekci — pro pacienty s PFAPA syndromem
na konzervativni terapii

2) Pacienti s hypertrofii tonsil (syndrom obstruktivni spankové apnoe, OSAS) — pro pacienty
s PFAPA syndromem indikovanych k tonsilektomii

3) Pacienti s chronickou streptokokovou tonsilitidou — pro pacienty s PFAPA syndromem
indikované k tonsilektomii.

3.5 Statistickad analyza

Deskriptivni  statistika pro charakteristiku populace byla vyjadiend medidnem (rozmezi).
Neparametricky Mann-Whitney test byl pouzit k porovnani mezi pacienty a kontrolami, pro parové
méieni byl pouzity Wilcoxon test. Hodnoty p< 0.05 byly povazovany za statisticky signifikantni.

4. VYSLEDKY
4.1 Klinicka a epidemiologicka Cast
4.1.1 Pacienti se syndromem periodické horeCky

Identifikovali jsme celkem 176 déti se syndromem periodické horecky, z toho 125 déti s PFAPA
syndromem (Krol et al. 2013).
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4.1.2 Klinicka charakteristika déti s PFAPA syndromem

VSsichni pacienti s PFAPA syndromem (n=125; 63 chlapct) byli kavkazské populace ¢eského ptivodu.
59/125 pacientti (47%) mélo pozitivni rodinnou anamnézou. U 31 pacientli byla diagnoza stanovena
na zaklad¢ retrospektivniho sbirani dat, 94 déti bylo zatfazeno prospektivné. Median véku prvni
manifestace onemocnéni byl 23 mésicli s medidnem intervalu mezi atakami 4 tydny a trvanim
hore¢naté ataky 3.5 dne.

Z Kklinickych pfiznakd byla faryngitida nejCastéjSim symptomem (91%). Zastoupeni kréni
lymfadenopatie bylo 78% a 41% pacientll mélo aftézni stomatitidu. V mezidobi méli vSichni pacienti
normalni klinicky nalez. V prabéhu sledovani naSich pacient byl zaznamenéan normalni vyvoj a rast
deéti.

4.1.3 Terapie

U 77 ze 125 pacientd (62%) byl podan prednison v jednorazové davce 0.8 — 1.2 mg/kg na zacatku
typické horecnaté epizody. Z téchto pacientli mélo piiznivou odpovéd na 1écbu 72 déti (94%). Druhou
davku prednisonu dostalo zbylych 5 pacienti. U 2 pacientli byla zahajena terapie kolchicinem (0.5
mg/den).

Rodice 48/125 pacientti (38%) zadali jiny typ 1écby. U vétSiny byl zvolen ptistup “watch — and — wait”
s podavanim antipyretik v pribéhu horecnaté faze.

U 18 pacientl (14%) byla provedena tonzilektomie, kterd u vSech vedla k vymizeni ptiznaka ihned po
operaci. Patnact pacientti (83%) dosahlo plné remise podle kritérii, 3 pacienti bez piiznaki byli
sledovani méné nez 1 rok po zakroku.

4.1.4 Dlouhodoby pribéh

Median sledovani pacientt byl 25 mésicii (2-60). Medidn trvani nemoci v ¢ase posledni navstévy byl
8 mesicti (6-57). Déle nez 12 mésict jsme sledovali 94 (75%) pacientt, z nichz 46 (49%) dosahlo plné
remise. Zbylych 48 pacientli mélo nadale vice nez rok trvajici rekurentni epizody PFAPA syndromu.
4.2 Laboratorni vysetieni pacientii s PFAPA syndromem na konzervativni terapii

4.2.1 Standardni zanétlivé parametry

Vsech 125 pacienti s PFAPA syndromem mélo v prib&hu typické horecnaté epizody zvySené
nespecifické zanétlivé parametry, u kterych doSlo v Case k normalizaci. Vysledky zanétlivych
parametra byly porovnany s kontrolni skupinou déti s febrilnim infektem a nebyl nalezen signifikantni
rozdil mezi pacienty s PFAPA syndromem v hore¢naté epizod€ a kontrolnimi pacienty s febrilnim
infektem.

-11 -



4.2.2 VySetireni mevalondturie

Profil organickych kyselin véetné mevalonatu a mevalonolaktonu byl u vSech pacienti s PFAPA
syndromem ve fyziologickém rozmezi.

4.2.3 VySetieni sérovych hladin cytokini

Sérové hladiny vybranych cytokinii byly zméfeny u 67 pacientli, z toho u 23 pacientd paroveé v
hore¢naté epizod¢ a v mezidobi horecek. Tyto parametry byly také sledovany u 27 febrilnich kontrol.

Ve vySetfovanych cytokinech jsme nasli signifikantni rozdily mezi koncentraci IFN-y u pacientl s
PFAPA syndromem v hore€ce a u febrilnich kontrol (p=0.0243), se signifikantnim poklesem hladiny
IFN-y v mezidobi horecek (p=0.0002). Hladina cytokinu IL-1p byla vyznamné vys§i u pacientii v
hore¢naté epizod¢ v porovnani s febrilnimi kontrolami (p=0.0007). V mezidobi horecek u pacientl s
PFAPA vSak nedoSlo k signifikantnimu poklesu hladin IL-1p, a to 1 pfes to, Ze doslo k normalizaci
zékladnich zanétlivych parametr. Hladiny IL-6 se neliSily v hore¢naté epizod¢ u pacienti s PFAPA a
febrilnich kontrol, ale zaznamenali jsme signifikantni pokles IL-6 k nulovym nebo téméf nulovym
hodnotam v mezidobi horecek u PFAPA pacientt (p<0.0001). Pti korelaci standardnich zanétlivych
parametra se sérovymi hladinami cytokind nebyla nalezena signifikantni korelace u pacientii s PFAPA.
U febrilnich kontrol jsme nalezli signifikantni korelaci mezi IL-6 a leukocytozou, respektive CRP.

4.3 Laboratorni vysetieni pacientii s PFAPA syndromem po tonzilektomii
4.3.1 Imunofenotypizace lymfocytit 7 periferni krve a tonzil

Me¢éieni pomoci pratokové cytometrie bylo provedeno u 10 pacientd s PFAPA syndromem a u 10
kontrol (déti se syndromem obstruktivni spankové apnoe, OSAS). U vsech pacientii byl k dispozici
parovy vzorek periferni krve a tonzilarni tkan€. Vysledky z levych a pravych tonzil v rdmci jednoho
pacienta/kontroly se vzdjemné neliSily.

4.3.1.1 T-lymfocytarni subpopulace

V periferni krvi bylo signifikantné zvySeno zastoupeni CD3P*

(median 66% u PFAPA vs 56% u kontrol, p=0.01).

T-lymfocyth u PFAPA pacientii

Tonzily pacienti s PFAPA tonzily obsahovaly vice CD8 cytotoxickych T-lymfocyti (p=0.007).
Pomér CD4/CDS byl signifikantné nizsi v tonzilach PFAPA pacientt (p=0.02). Procento CD4/CDS-
dvojité¢ negativnich CD3"e" bunsk, které odpovidaji zejména gamma/delta T-lymfocytliim, bylo
signifikantné zvysené u tonzil PFAPA pacienti (p=0.01). Naivni CD45RAP*CD27** CD4** T-
lymfocyty byly signifikantné zvySeny u PFAPA tonzil (p=0.01). Procento naivnich CDS8*

CD45RAP*CD27"* T-lymfocyti bylo signifikantné zvysené u PFAPA tonzil (p=0.005).
4.3.1.2 B-lymfocytarni subpopulace

V periferni krvi pacienti s PEAPA bylo signifikantné vyssi procento plazmatickych bunék (p=0.002).
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V tonzilach PFAPA pacientli bylo signifikantné niz§i zastoupeni CD19"* B-lymfocytt (p=0.02).
Procentudlni zastoupeni CD19P®CD27"¢CD24"¢"CD38"¢" transitional B-lymfocytd bylo
signifikantn¢ vyssi v PFAPA tonzilach (p=0.035). Procento switched pamétovych B-lymfocyt
(CD19"*1gM"¢1gD"*®) bylo signifikantné& niz$i u PFAPA tonzil (p=0.03).

4.3.2 VySetieni solubilnich cytokinii v tonzilarnich supernatantech a supernatantech 7 periferni
krve

Supernatanty byly vySetfeny u 11 pacientd s PFAPA syndromem a 10 kontrol (7 déti s chronickou
tonzilitidou/3 déti s OSAS). Ve vySetfovanych cytokinech jsme nasli signifikantni rozdily v hladinach
IFN-y v stimulovanych supernatantech v porovnéni s nestimulovanymi supernatanty z periferni krve
u pacientil s PFAPA syndromem (p=0.0156). Hladiny IL-18 byly signifikantn¢ vyssi u stimulovanych
supernatantll z periferni krve v porovndni s nestimulovanymi u PFAPA pacientl (p=0.0312) a u
stimulovanych supernatanti z periferni krve vs nestimulovanych u kontrolni skupiny (p=0.0311).
Nestimulované vs stimulované supernatanty z periferni krve u PFAPA pacient( ukdzaly signifikantni
rozdily i u hladin IL-6 (p=0.039) a TNF-a (p=0.0156), u kontrolnich skupin u IL-6 (p=0.078) a TNF-
a (p=0.0160). Hodnoty vySetiovanych cytokinll u nestimulovanych a stimulovanych supernatantli z
tonzilarni tkdné neukazaly signifikantni rozdily.

4.3.3 Histologické vySetieni tonzil

U vSech 18 pacienti s PFAPA po tonzilektomii byl v histologickém vySetfeni néalez chronické
tonzilitidy/chronické hypertrofické tonzilitidy. Tento nalez se nelisil od kontrolni skupiny.

4.3.4 Mikrobiologické vySetieni tonzil

Mikrobiologické vySetieni bylo provedeno u vSech 18 pacientti s diagn6zou PFAPA po tonzilektomii.
Ve vySetiované ¢asti tonzilarni tkané rutinnim mikrobiologickym vySetfenim byl u 2/18 pacienti
potvrzen Streptococcus pyogenes, u 3 pacientl Haemophilus influenzae a u zbylych pacienti (n=13)
byl nélez viridujicich streptokokti. U kontrolni skupiny (n=10) byl bakterialni profil riznorody.

4.3.5 VySetireni DNA vybranych bakterii a virii

U 9 pacientti s PFAPA syndromem a 8 kontrol (7 pacientd s chronickou tonzilitidou/1 pacient s OSAS
syndromem) bylo méfeno DNA vybranych bakterii pomoci metody DGGE-PCR. Nalez u PFAPA
tonzil byl: Haemophillus influenzae (n=7), viridujicich streptokokti (n=8), Prevotella sp. (n=2),
Fusobacterium nucleatum (n=6), Prevotella melaninogenica/Bacteroidetes/ Bacteroidales (n=5),
Prevotella nanceiensis (n=3).

Nélez u kontrolni skupiny byl riznorody.

VySetieni vird v tonzilach PFAPA pacientl a kontrol neukazalo Zadné signifikantni rozdily.
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5. DISKUSE
5.1 Klinicka a epidemiologicka data

V porovnani s publikovanymi daty je naSe kohorta pacientd se syndromem PFAPA nejvétSim
souborem pochézejicim z jednoho centra (Krol et al. 2013).

Z terapeutickych moznosti u PFAPA syndromu je nej¢astéji pouzito jednorazové podani prednisonu.
Na zéklad€ odpovédi na prednison jsme definovali tzv. ,,plnou* a ,,¢asteCnou‘ odpoveéd’ na 1écbu (Krol
et al. 2013). Terapeuticka odpovéd’ na tonzilektomii byla v nasi skupiné vysoka podobné jako v jinych
publikovanych studiich (Peridis et al. 2010).

Témét polovina naSich pacientti sledovanych vice nez 1 rok doséhla plné remise. 51% déti s PFAPA
syndromem m¢lo pietrvavajici obtize po celou dobu sledovani v rozmezi 2-6 let.

5.2 Laboratorni vysetieni pacientii s PFAPA syndromem na konzervativni terapii
5.2.1 Standardni zanétlivé parametry

Meéieni zékladnich zanétlivych parametrii studii ukézalo podobné vysledky jako u ostatnich studii
(Thomas et al. 1999). NaSe méfeni ukazala normalizaci hladin zakladnich zanétlivych parametrii a
SAA v mezidobi horecek. Tim jsme potvrdili naSi domnénku, ze PFAPA syndrom je benigni
onemocnéni a nedochazi u n¢ho k trvalé aktivaci imunitniho systému ve smyslu chronického zanétu
(Krol et al. 2013).

5.2.2 VySetieni sérovych hladin cytokini

Zaznamenali jsme signifikantné vyssi hladiny sérovych cytokint, a to IFN-y a IL-1p v priibéhu epizody
horecky u PFAPA pacientli v porovnani s kontrolni skupinou. Otazkou je, do jaké miry hraje vyssi
hladina prozéanétlivych cytokinii v mezidobi horecek dilezitou roli v zanétlivém procesu. Mohlo by se
pravdépodobné jednat o ve€tsi stimulaci imunitniho systému, kterou nelze pii méfeni standardnich
zanétlivych parametri rozeznat (nesignifikantni rozdily mezi PFAPA a kontrolami), ale pii sledovani
prozanétlivych cytokinii je zfejmy. Pokud by se jednalo o subklinicky zanét, otazkou je, zda je potteba
jej dale monitorovat i pies to, Ze ostatni bézné métitelné parametry zanétu se v mezidobi normalizuji.
Toto zjisténi by mohlo byt dilezité pro prognozu a dalsi péci.

5.2.3 VySeti‘eni profilu bilé krevni irady pomoci priitokové cytometrie

NaSe meéfeni ukazala zvySené pocCty plazmatickych bunék v periferni krvi PFAPA pacienta.
V méfenich jsme nasli zvySené hladiny naivnich CD4 a CD8 T lymfocytl a piiblizn€ 2-krat vyssi
proporci CD8 T lymfocytl u PFAPA tonzil. VSechny vySetfované parametry byly stejné mezi pary
tonzil u naSich pacientli; patogeneticky mechanizmus ziejmé postihuje tonzily jako celek, a ne jako
izolovany fokalni proces. Méfenim jsme nasli 2-krat nizs§i zastoupeni CD4** T lymfocyti s vysokou
expresi inhibi¢ni molekuly PD1 u PFAPA tonzil. Tyto T lymfocyty byly dfive popsany jako
lokalizované v okrajovych ¢astech germindlnich center, jejichZ hlavni funkci je pomoc B lymfocytim,
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hlavné ptes produkei riznych faktorii véetné LFA3, CD40L, ICOS, 0X40, a CD10 (Wang et al.,
2011). V nasi praci jsme nasli snizené pocty switched memory B lymfocyti v PFAPA tonzilach, coz
je nalez konzistentni s pfedeslou praci(Wang et al., 2011). V tonzilach pacienti s PEFAPA byly zvySené
pocty gamma/delta T-lymfocytd a CD8 T-lymfocytii, coz vyvolava otazku, zda je horecnata faze
syndromu PFAPA spousténa viry. Doposud nebyla publikovéna studie zabyvajici se studiem vird v
tonsilach pacienti s PFAPA. NaSe data ziskana z malého poctu tonzil vSak tuto teorii nepodporuji.

5.2.4 VySeti‘eni solubilnich cytokinii v tonzilarnich supernatantech a supernatantech 7 periferni
krve

V nasi praci jsme nasli signifikantni rozdily v hladinach IFN-y, IL-18, IL-6 a TNF-a v stimulovanych
supernatantech v porovnani s nestimulovanymi supernatanty z periferni krve u pacienti s PFAPA
syndromem.

Zamg¢fili jsme se na porovnani nestimulovanych a stimulovanych supernatanti z tonzilarni tkané, které
neukéazalo signifikantni rozdily u zddného z vySetfovanych cytokinti. Tento nélez je ale podobny tomu,
ktery popsala skupina Valenzuela a kol., ktefi vySetfili cytokinovy profil pomoci genové exprese
(Valenzuela et al. 2013). K dne$nimu dni nebyla publikovana data o méfeni cytokinového profilu v
nestimulovanych/stimulovanych supernatantech z tonzilarni tkdn€ u pacientti s PFAPA syndromem a
kontrol jako funk¢ni test k pritkazu tvorby cytokinii. Nase prace jako jedina ukazuje vysledky tohoto
méieni. Je v souladu s ndlezy ziskanymi méfenim na Grovni genové exprese (Valenzuela et al. 2013).

Toto zjisténi podporuje teorii, kde IL-1p funguje jako kostimulator T-bunécné funkce, vétSinou spolu
s antigenem/mitogenem. Aktivované/stimulované T lymfocyty secernuji [FN-y, ¢imz zesiluji stimulaci
monocyto-makrofagového systému. Jejich zvySené hodnoty v periferni krvi jsme potvrdili jak v
meéfenych sérovych hladinach, tak po stimulaci antiCD3.

5.2.5 Histologické vySetieni tonzil

Histologické vySetfeni u 18 pacienti s PFAPA 1 kontrolni skupiny ukézalo v obou ptipadech
chronickou tonzilitidu, respektive chronickou hypertrofickou tonzilitidu. Nas nalez je v souladu s
publikovanymi vysledky (Lantto U et al. 2015).

5.2.6 Mikrobiologické vySetieni tonzil a vySetieni DNA vybranych bakterii pomoci PCR-DGGE a
virit pomoci PCR

Prokazali jsme individualni bakterialni a virovy profil na tonzilach u PFAPA pacientl a kontrol bez
signifikantnich rozdilti. Nepotvrdili jsme souvislost mezi diagnézou a nalezy na tonzilach.

6. ZAVER

PFAPA syndrom je nejdastgj§i periodickou horedkou v Ceské Republice. Vysledky nasi prace
podporuji vSeobecnou znalost o PFAPA syndromu jako o onemocnéni benigni povahy. V ptipadé
typické prezentace priznaki a citlivém vylouceni ostatnich moznych pticin rekurentnich hore¢ek miize
byt diagn6za PFAPA syndromu piimocara.
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Prospektivni sledovani pacienti pomiize vyhodnotit 1écebnou odpovéd a dlouhodoby prabéh
onemocnéni. Pfitomnost normalnich laboratornich parametri v mezidobi horecek, normalni rist a
vyvoj ditéte spolecné s tendenci ke spontannimu prodluzovani afebrilnich intervali patii mezi zakladni
rozpoznavaci znaky pro diagnézu PFAPA syndromu. Jednordzové podani prednisonu by mélo byt
navrzeno jako léCba prvni volby. Tonzilektomie by méla byt indikovana u pacientt, kteti nedopovidaji
na prednison.

Jeden z nejcastéjSich mechanizml diskutovany u PFAPA syndromu je mozZznd infekéni pficina.
Podobnost nélezii u PFAPA syndromu v geograficky a geneticky odliSnych kohortach nabizi silny
dikaz o tom, Ze patofyziologicky mechanizmus u téchto skupin je stejny (Brown et al. 2010; Stojanov
et al. 2011). Pfi hledani infek¢ni pfi€iny by se mohlo jednat o jedno konkrétni infek¢éni agens s
celosvétovou prevalenci nebo o vétsi pocet riiznych infekénich agens, které jsou schopné nastartovat
priznaky PFAPA syndromu. Vrozena slozka imunitniho systému odpovidé na riizné infek¢ni patogeny
podobnou cestou. Odstranénim tonzilarni tkan€ s potencidlnim bakterialnim/virovym/jinym
spouStéem u téchto pacientd dochazi k vymizeni rekurentnich epizod horecek a piidruzenych
piiznakd.

Do soucasné doby bylo publikovano nékolik studii, které podporuji teorii o zasadni roli IL-1p v
etiopatogenezi PFAPA syndromu (Stojanov et al. 2011; Kolly et al. 2013), ktery posiluje tvorbu Th1
chemokinl. Navrzeny model poukazuje na moznou existenci mikrobidlniho spoustéce, ktery aktivuje
kaskadu vrozené slozky imunitniho systému s néslednou migraci aktivovanych T lymfocyta do
periferie. Pacient s PFAPA syndromem piedstavuje pravdépodobné imunologicky nezralého jedince,
ktery je vnimavy k vnéj$im faktorim. Po setkéni s nespecifickym faktorem dojde k zesileni imunitni
odpovédi s naslednou kaskadou déji vedoucich k systémovému zanétu.
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