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Pozdni nasledky protinadorové 1écby pro nadory détského véku

Abstrakt

Cilem diserta¢ni prace bylo zmapovat aktualni poznatky tykajici se pozdnich nasledkd se
zaméefenim na sekundarni nadory a jejich rizikové faktory, zhodnotit jejich vyskyt na Klinice
détské hematologie a onkologie 2.LF UK a FN Motol a zaméfit se na relativné Casté, dosud v
literatufe nepublikované, sporadické angiomyolipomy ledvin. Z celkového poctu 4059
ptezivsich lécenych mezi lety 1975 az 2018 pro solidni nador na Klinice détské hematologie a
onkologie 2.LF a FN Motol byl u 170 (4,2 %) diagnostikovan alespoii jeden sekundarni
maligni nador, 21 (0,5 % ze vSech ptezivSich) z nich mélo nddorovou multiplicitu a u 34
(0,8 % ze vSech ptezivsich) z nich se objevil sekundarni maligni naddor a jeden nebo vice
sekundarnich benignich nadorti. Mortalita mezi pfeziv§imi se sekundarnim malignim nadorem
Cinila 38,2 % (65 pacientl; 1,6 % ze vSech prezivsich). Nej€astéjsi byly karcinomy $titné
zlazy (37; 19,2 %), nadory centralni nervové soustavy (25; 13 %) a sarkomy mékkych tkani
(23; 11,9 %). U 119 prezivsich (2,9 %) byl diagnostikovan jeden ¢i vice sekundarnich
benignich nadorii (a zaroven zadny maligni). Z 1098 ptezivsich, kteti podstoupili mezi lety
2014 - 2019 ultrazvukové vysetfeni ledvin v rdmci dlouhodbého sledovani po ptedchozi
onkologické terapii, byl u 48 (4,4 %) ptitomen sporadicky angiomyolipom ledviny a 20 z nich
meélo prokazany i dalsi sekundarni nddor. Median véku pfi diagndze byl 27,9 let, median ¢asu
od primarni diagnézy po rozvoj angiomyolipomu byl 22,6 let. U 21 (44 %) piezivSich byla
potvrzena mnohocetnd nebo bilateralnin 1éze a vznik angiomyolipomu koreloval s radioterapii
retroperitonea. V experimentalni casti jsme sledovali miru exprese genu CDKN2A po

kultivaci bun€k s doxorubicinem, rozdil oproti kontrole nebyl statisticky vyznamny.

Kli¢ova slova: pozdni nasledky, sekundarni nadory, rizikové faktory, bunééna senescence,

sporadické angiomyolipomy ledvin, gen CDKN2A



Late effects of oncological treatment for childhood cancers

Abstract

The study aimed to describe the occurence of subsequent neoplasms and their risk factors at
the Departement of Pediatric Haematology and Oncology, Motol University Hospital, Prague.
Moreover, we focused on sporadic renal angiomyolipomas as the most frequent benign
subsequent neoplasms. Out of 4,059 survivors treated between 1975 - 2018 for a solid tumor
on Departement of Pediatric Haematology and Oncology, 170 (4.2 % of all survivors) had at
least one subsequent malingant neoplasm, 21 of them (0.5 of all survivors) developed more
subsequent malignant neoplasms, and 34 (0.8 of all survivors) developed one subsequent
malignant neoplasm and at least one subsequent benign neoplasm. Mortality among patients
with subsequent malignant neoplasm was 38 %, i.e. 1.6 % of all survivors. The most common
subsequent malignant neoplasms was thyroid carcinoma (37; 19.2 %), central nervous system
tumors (25; 13 %), and soft tissue sarcomas (23; 11.9 %). 119 (2.9 %) survivors developed
only subsequent benign neoplasm. Out of 1,098 survivors who underwent ultrasound
examination between 2014 - 2019, 48 (4.4 %) had sporadic renal angiomyolipoma; moreover,
20 of them also had another subsequent neoplasm. The median age at diagnosis was 27.9
years, and the median time between the first cancer diagnosis and renal angiomyolipoma
diagnosis was 22.6 years. In 21 patients (44 %), there were multiple or bilateral lesions, and
there was a correlation between development of sporadic renal angiomyolipoma and
radiotherapy of retroperitoneum. There was no significant difference in CDKN2A expression

between cells treated by doxorubicin and non-treated cells in vitro.

Key words: late effects, subsequent neoplasms, risk factors, cellular senescence, sporadic

renal angiomyolipomas, CDKN2A gene



Seznam pouzitych zkratek

ALL = akutni lymfoblasticka leukémie

ARF = pl4 = alternative reading frame (protein kédovany genem CDKN2A)
BCC = basocelularni karcinom

CAYACS = Childhood, adolescent, young adult cancer survivors

CCSS = Childhood Cancer Survivor Study

CDKNZ2A = inhibitor cyklindependentni kindzy 2A (gen)

CHT = chemoterapie

CNS = centralni nervova soustava

Ct = treshold cycle = ,,hrani¢ni* cyklus u metody PCR v realném Case

CT = pocitacova tomografie = computed tomography

DCOG LATER = The Dutch Childhood Cancer Oncology Group-Long-Term Effects After
Childhood Cancer

DNA = deoxyribonukleova kyselina

FAB klasifikace = French American British classification = klasifikace leukémii
HDF = human dermal fibroblasts = lidské kozni fibroblasty

HL = Hodgkiniv lymfom

BT — MIBG = metajodobenzylguanidin s radiojodem = metaiodobenzylguanidin

KDHO = Klinika détské hematologie a onkologie 2. 1¢katské fakulty a Fakultni nemocnice
Motol

mTOR = mechanistic/mammalian target of rapamycin signalni drdha

MRI = magneticka rezonance = magnetic resonance imaging

NF1 = neurofibromatdza typu 1

NMSC = nemelanomovy maligni koZni nador = nonmelanoma skin cancer

pl6 = pl6™** =INK4A = inhibitor cyklindependentni kindzy 2A (protein kodovany genem
CDKN2A)

p21 = inhibitor cyklindependentni kinazy 1

p53 = protein kodovany genem TP53

PCR = polymerazova fetézova reakce = polymerase chain reaction
POT1 = protein, ktery se vaze na telomery a chrani je

Rb1 gen = retinoblastomovy gen

RNA = ribonukleova kyselina

RT = radioterapie

SAML = sporadicky angiomyolipom ledviny



SBN = sekundarni benigni naddor = subsequent benign neoplasm

SMN = sekundarni maligni nador = subsequent malignant neoplasm

SN = sekundarni nador = subsequent neoplasm = secondary neoplasm

STS = sarkom mékkych tkani = soft tissue sarcoma

TSC = komplex tuberdzni sklerdzy

TSC1 = gen kodujici proteiny hamartin a tuberin (postiZzeny u tuberdzni sklerozy)
TSC2 = gen kodujici proteiny hamartin a tuberin (postizeny u tuber6zni sklerdzy)
TPP1 = protein, ktery se vaze na telomery a chrani je

USA = Spojené staty americké = United States of America

UZ = ultrazvuk
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1. Uvod

Trendem soucasné mediciny uz neni jen samotné vyléceni pacienta, ale velky diraz je
kladen 1 na kvalitu zivota vylé¢enych. Nejinak je tomu i v détské onkologii. Diky pokrokiim v
diagnostice 1 lécCebnych metodach jsme v dneSni dob& schopni vylécit pres 80 % détskych
onkologickych pacientd (Howlader N. et al., 2019). Vice nez dv¢ tfetiny prezivSich se vSak
dozivotné potykaji s fadou pozdnich nasledkl a témét polovina z nich je zdvazna nebo dokonce
zivot ohrozujici (Armstrong G. T. et al., 2014; Geenen M. M. et al., 2007; Hudson M. M. et al.,
2013). Je tedy ziejmé, ze pozdni néasledky nejenze snizuji kvalitu Zivota vylécenych z détského
nadoru, ale také predstavuji zdvazny medicinsky a socioekonomicky problém. Zasadnim tkolem
vyzkumu v této oblasti je proto snaha o co nejlepsi popsani rizikovych faktorti rozvoje pozdnich
nasledkt. Podle téchto rizikovych faktord se snazime o optimalizaci dlouhodobého sledovani
prezivsich a tam, kde to povaha nadoru umoznuje, 1 o Upravu lécebnych protokoll s cilem

minimalizace rizika.



1.1 Nadory détského véku

Nédorova onemocnéni v détském véku jsou relativné vzacna, v Ceské republice maji
incidenci okolo 20 ptipada na 100 000 déti ro¢né, coz odpovida piiblizné 400 piipadim za rok
(Krejci D. et al., 2018). Détské nadory se v fadé ohledu 1isi od dospélych a navic i détsky
organismus ma sva specifika, proto je nezbytné nutné, aby byla jejich 1é€ba svéfena do rukou

odbornikll v oblasti détské hematologie a onkologie.

Histologické typy nadort, a prfedevsim jejich zastoupeni, se v détském veéku znacné 1isi
od nadorit v dospélé populaci. Pfiblizn€ jednu tietinu vSech détskych nadort tvoii leukémie
(nejcastéji akutni lymfoblastickd leukémie (ALL)), zbylé dvé tietiny tvofi solidni nadory.
Typické pro détské pacienty jsou nadory vyrlstajici z nezralych nediferencovanych tkani (tzv.
embryondlni typy nadoril), mezi které patfi neuroblastom, meduloblastom, retinoblastom,
nefroblastom a hepatoblastom. Vyskyt nadort v détstvi ma dvé maxima, jedno u malych déti ve
véku 0 az 5 let a druhé v obdobi puberty a dospivani. Pro kojence a malé déti je nejcastéjSim
nadorem ALL (cca 25 %), nadory centralni nervové soustavy (CNS) (22 %) a jiz zminéné nadory
z nediferencovanych tkéni (zejména neuroblastom (8 %) a nefroblastom (7 %)). V obdobi
dospivani prevazuji maligni lymfomy (25 %), germinalni nadory (13 %) a nadory CNS (10 %),
Casté jsou dale sarkomy mékkych tkani (STS) ¢i sarkomy kosti. V tomto veku se jiz také objevuji

karcinomy typické pro dospélé pacienty (Lebl J. et al., 2014; Adam Z. et al., 2010).

Kromé odlisnych histologickych typt se détské nadory odliSuji svym biologickym
chovanim, zejména pak agresivnim a velmi rychlym ristem a casnou tvorbou metastaz
(Koutecky J., 2002; Lebl J. et al., 2014; Adam Z. et al., 2010). Cas pottebny ke zdvojnasobeni
poctu nadorovych bunék, tzv. doubling time, se u détskych nadord pohybuje v fadu dni, n¢kdy
dokonce pouze hodin. Proto je pro vyléceni pacienta klicova Casna diagndza a co nejrychleji
zahdjend adekvatni l1é€ba. Na druhou stranu vysoka proliferacni aktivita détskych malignit

zpravidla vede k jejich vyssi citlivosti k radioterapii (RT) a/nebo chemoterapii (CHT).

U détskych pacientti je nutné zohlednit nezralost tkani a organt a také probihajici rist coz
nas limituje v moZnostech pouziti nékterych lécebnych metod ¢i jejich radikalité. Prikladem
muze byt kontraindikace ozafovani mozku u déti mladsich 3 let anebo nutnost omezeni radikality
nekterych chirurgickych vykond. Naopak benefitem je prakticky absence fady komorbidit
komplikujicich terapii u dospé€lych, rychlejsi hojeni ran a vétsi tolerance agresivni chemoterapie

(a tim 1 moZnost zcela vylécit pokroc¢ila onemocnéni s ptitomnosti metastaz) (Koutecky J., 2002).
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Pri¢ina vétSiny détskych malignit zlstavd neobjasnénd. Oproti dospélym je zde mensi
podil vlivu prostfedi (zejména u kojencti a malych déti 1ze t€Zko hovofit o ,,nezdravém zivotnim
stylu®), naopak mnozstvi geneticky podminénych nadorG vzniklych v ramci nékterého z
hereditarnich nadorovych predispozi¢nich syndromi je vyssi nez v dospélé populaci (Adam Z. et
al., 2010). U dospélych tvoii geneticky podminéné nadory cca 5 — 10 %, u déti se jejich vyskyt
odhaduje na cca 20 %, ale mnoho genetickych syndromii ¢i predispozic zistdva i v soucasné
dobé& neobjasnénych. Mezi nejcastéjsi genetické syndromy predisponujici ke vzniku nadoru patii
Li Fraumeni syndrom, neurofibromatdza typu I (NFI1) a II, patogenni zména v Rbl genu,
familiarni adenomatézni polypdza, GardnerGv syndrom, Lynchiiv syndrom, Beckwith-
Wiedemanniv syndrom anebo tuberosni skler6za (TSC) (Kruseova et al., 2021; Strahm B.,
Malkin D., 2006; Hisada M. et al., 1998). U déti s prokdzanym genetickym syndromem je nutné

pravidelné sledovani umoziujici véasny zachyt nddoru a pripadné sekundarniho nadoru (SN).

Ptiznakii nddorovych onemocnéni déti je celd fada a vétSina z nich je nespecifickd a
vyskytuje se daleko Castéji u jinych, méné zavaznych onemocnéni. Pfesto je nutné na moznost
nadorového onemocnéni myslet a v ptipadé€ nejasnych a neustupujicich obtizi neprodlené odeslat
dit¢ do specializovan¢ho centra ke vc€asné diagndze. Nespecifické ptiznaky nadort u déti a
mladistvych zahrnuji neprospivani, tUnavu, malatnost, hmotnostni ubytek, nechutenstvi,
nevysvétlitelné subfebrilie nebo febrilie, bledost, zmény chovani, povahy a nalad, poruchy
spanku a zmény pohybového stereotypu (Kepak T. et al., 2005). Specifické ptiznaky zavisi na

druhu a lokalizaci nadoru.

Relativni vzacnost zhoubnych onemocnéni v détském veéku soucasné s nutnosti vysoce
specializované a komplexni péce vedla k nutnosti centralizace. Momentalng se v Ceské republice
nachdzi Sest center pro lécbu akutnich leukémii jakoZzto nejCastéjSiho détského zhoubného
onemocnéni (v Olomouci, Plzni, Hradci Kralové, Ostrave, Ceschh Bud¢jovicich a Usti nad
Labem) a dvé€ centra, kde se 1é¢i détSti pacienti se vSemi typy malignit (v Praze a v Brng).
Soucasti tymu podilejiciho se na komplexni péci jsou nejen l1ékafi a sestry, ale i patolog zkuSeny
v diagndéze malignich onemocnéni détského véku, pracovnici molekularnébiologickych a
cytogenetickych laboratofi, zkuSeni radiologové, chirurgové, fyzioterapeuti, psychologové,

socialni pracovnici a dal$i. Kli¢ovou roli hraje také rodina pacienta (Pacientim a rodindm, 2021).

Zakladnimi 1é¢ebnymi modalitami v détské onkologii jsou CHT, RT a operace. Od druhé
poloviny minulého stoleti, kdy se postupné vyclenil samostatny obor détské onkologie, byla

vypracovana fada léCebnych protokoli pro konkrétni diagnézy jakozto prfesny navod, jak
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postupovat pfi diagnostice a terapii. U kazdého détského pacienta je individualné zhodnoceno
riziko dal$iho ristu nadoru, diseminace i ptedpoklad uspésného vyléceni (napt. s ohledem na
histologii nadoru, klinické stddium, v€k pacienta, prognostické znaky vcetné imunofenotypu a
molekularnégenetickych zmén) a podle toho je v ramci protokolu zatfazen do rezimu odpovidajici
lécby. I nadéle probihaji rozsahlé klinické studie na optimalizaci 1écby, které jsou vzhledem k
malému poctu détskych onkologickych pacientii v Evropé téméf vzdy multicentrické a
mezinarodni. Jejich cilem neni jen zlepsit $anci na vylé¢eni ditéte (momentalné se v Ceské
republice uzdravi okolo 80 % vSech détskych onkologickych pacientll), ale téZ omezit na
minimum vznik pozdnich nasledkl, které negativné ovliviiuji kvalitu Zivota vyléCenych z

détského nadoru (Lebl J. et al., 2014, Pacienttim a rodinam, 2021).
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1.2 Pozdni nasledky po onkologické 1é¢bé v détstvi

Pozdni nasledky po onkologické 1é€bé v détstvi, zkracen€ ,,pozdni nasledky* (anglicky
late effects), jsou jakékoliv zdravotni, psychické i1 socidlni problémy vzniklé v souvislosti s
piredchozim nadorem détského veku a jeho 1écbou. Nekteré z nich se objevuji bezprostiedné po
1écbé, jiné az s odstupem nékolika let ¢i dokonce dekad po ukonceni protinddorové terapie.
Vznikaji v disledku protinadorové kurativni 1écby, ktera je mnohdy velmi agresivni. Diky ni
jsme sice v soucasné dob& schopni zajistit dlouhodobé pieziti u cca 80 % détskych
onkologickych pacientii, nicméné nékteré pozdni nasledky jsou natolik zavazné, ze je zcela
namist¢ snaha o optimalizaci léebnych postupli s cilem uzdravit pacienta s co mozna

nejmensimi pozdnimi nésledky (Howlader N. et al., 2019).

Zhodnotit skute¢nou prevalenci pozdnich nésledkii je kol ne zcela jednoduchy.
Prevalence se v prvni fad¢ odviji od véku osob zahrnutych do studie a zejména pak od Casu
uplynulého od konce 1é&by (tzv. follow-up time). Cim del$i doba uplynula od 1é¢by, tim vice
pozdnich nasledkll pozorujeme, jelikoz ne€které pozdni nasledky se projevi az s odstupem mnoha
let od 1é¢by. Doposud nebylo u vétSiny pozdnich nasledkii prokazano, ze by jejich rozvoj
zaznamenal v urCitém véku plato ¢i dokonce pokles, naopak s vékem pozdnich nasledkt pribyva
(Bhakta N. et al.,, 2017; Friedman D. L. et al., 2010). Prevalence dale zalezi na pouzité
metodologii, v tivahu pfipadaji populacni studie vyuZzivajici registry onkologicky nemocnych,
rozsahlé kohortové studie vyuzivajici dotaznikli (zodpovi sami ptezivsi) nebo studie hodnotici
nasledky v ramci 1€katské prohlidky (at’ jiz jednorazové nebo v ramci dlouhodobého sledovani).
V neposledni fadé také zélezi na dobé&, kdy byli pfezivsi zahrnuti do studie 1é¢eni — zjednodusené
feceno lze fict, ze diive se pouzivaly intenzivnéj$i a agresivnéjsi protokoly 1 u méné rizikovych
pacientl, coz vedlo ke vzniku vét§tho mnozstvi pozdnich nasledkii. U novéjSich protokolt se
pouziva vétsi stratifikace podle rizika a nékdy i podle odpovédi na inicialni 1é¢bu. U méné
rizikovych pacientll se tedy voli 1é¢ba méné intenzivni s mensimi vedlej$imi U¢inky a tim i s
mensSim rizikem vzniku pozdnich nasledkl (samoziejmé u diagnéz kde je to mozné, pfi¢emz
vzdy pro nas ziistava na prvnim misté vyléCeni pacienta, tzv. risk-adapted approach) (Turcotte

L. M. et al., 2017).

Studie u dospélych osob lé€enych v détstvi pro nador prokazaly zvySenou morbiditu v
souvislosti s pozdnimi nésledky. U 60 — 90 % ptezivsich byl diagnostikovan alesponi jeden

chronicky nasledek, 20 — 30 % celilo v dospélosti zdvazné nebo zivot ohrozujici komplikaci
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(Armstrong G. T. et al., 2014; Geenen M. M. et al., 2007; Hudson M. M. et al., 2013). Dale byla
ve velkych popula¢nich studiich prokazana castéjsi nutnost Iékarské péce nez u kontrol
srovnatelného stafi a pohlavi (Iécba pozdnich nasledkil 1 jejich komplikaci a také pravidelné
kontroly v ramci dlouhodobého sledovani) (Lorenzi M. F. et al., 2011; Rebholz C. E. et al., 2011;
Kurt B. A. et al., 2012; Serensen G. V. et al., 2019; Norsker F. N. et al., 2018). Naptiklad v USA
je jeden z 1000 mladych dospé€lych ve veéku 20 let vyléceny z nadoru v détstvi (Oeffinger K. C.,
Hudson M. M., 2004). Je tedy nepochybné, ze pozdni nasledky ptedstavuji zdvazny medicinsky,

socialni a ekonomicky problém.

Vysledky z CAYACS (Childhood, adolescent, young adult cancer survivors) programu,
Britskd Kolumbie, Kanada, popisuji nejvétsi riziko u ptezivSich po leukémiich a lymfomech,
nadorech CNS, sarkomech kosti, STS a nddorech ledvin. ZvySena morbidita byla popséna pro
vSechny typy primarni 1é¢by 1 jejich kombinaci, nejvyssi nartst byl pozorovan u ptezivsich po
kombinaci vSech tfi zdkladnich 1é¢ebnych modalit (RT, CHT a operaci) (relativni riziko 7,1
oproti srovnatelnym osobam, které neprodélaly nadorové onemocnéni) (Lorenzi M. F. et al.,

2011).

CCSS (Childhood Cancer Survivor Study), Spojené staty americké (USA), popisuje pocet
hospitalizaci u ptezivsich 1,6 krat vyssi nez u bézné americké populace. Zvysend potieba
hospitalizace byla zaznamendna nezavisle na pohlavi, dobé dlouhodobého sledovani a primarni
diagnéze. Zenské pohlavi, jiné chronické onemocnéni a/nebo SN byly asociovani s vysim
poctem hospitalizaci (vyjma v souvislosti s téhotenstvim a porodem). Kumulativni incidence
zavazné, hendikepujici, zZivot ohroZujici nebo fatalni uddlosti byla vyznamné véEtsi mezi
prezivs§imi nez jejich sourozenci (53,6 % vs. 19,8 %) (Armstrong G. T. et al., 2014; Kurt B. A. et
al., 2012).

Nizozemskéa studie zahrnujici 1362 pfezivSich prokdzala minimalné jeden pozdni
nasledek u 75 % z nich, témét 25 % mélo dokonce pét a vice pozdnich nésledkd. U 40 % ze
vSech prezivsich byl diagnostikovan alespoil jeden zavazny, hendikepujici anebo zivot ohrozujici
nasledek. Zavazné pozdni nésledky byly pozorovany u 55 % ptezivsich po predchozi 1é¢bé pii
niz byla pouzita pouze RT, u 15 % po samotné¢ CHT a u 25 % pouze po operaci. Nejpostizené;si
byli pfezivsi po kostnich tumorech a nejméné pozdnich nasledkit méli prezivsi po leukémii a

nefroblastomu (Geenen M. M. et al., 2007).

Mezi nejcastéjSi pozdni nasledky patii postizeni endokrinniho a reprodukéniho systému

(Dixon S. B. et al, 2018). Dalsimi pozdnimi nasledky byva postizeni srdce, plic,
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neurokognitivnich funkei, Gizkosti, deprese, bolesti, neuropatie, epilepsie, dyslipidémie, postiZzeni
jater, skeletu, ledvin, hematopoetického systému, oci, infekéni komplikace a SN. Nejcastéjsi
pozdni nasledky vzniklé v souvislosti s predchozi RT viz Tabulka 1 a v souvislosti s CHT viz
Tabulka 2 (Robison L. L., Hudson M. M., 2014; Hudson M. M. et al., 2013; Meijer A. J. M.,
2021).

Pozdni nasledky nejenze zhorSuji kvalitu zivota vylécenych z détského nadoru, ale
mohou byt 1 pficinou jejich ¢asného umrti. Nejzavaznéjsi jsou v tomto ohledu SN, kardiotoxicita
a pneumotoxicita (Tukenova M. et al., 2011; Armstrong G. T. et al., 2016; Bagnasco F. et al.,
2019; Nicholson H. S. et al., 1994; Hawkins M. M. et al., 1990).

Vznik pozdnich nésledkt u konkrétniho jedince je zna¢né€ individuélni, nebot’ je ovlivnén
velkym mnoZstvim rizikovych faktori (Dixon S. B. et al., 2018). Kromé pouzité 1écby hraji roli
histologie, lokalizace a biologické vlastnosti primarniho nadoru. Dale rozhoduje vék, pohlavi,
rust a vyvoj prezivsiho a psychologické faktory. Zasadni mize byt i genetickd predispozice ¢i
geneticky dana citlivost jedince na nezadouci vlivy protinddorové terapie. Rozhodujici je
samotna protinadorova terapie, jeji intenzita, pouziti raznych lécebnych modalit, podplirna
terapie a také komplikace, které se v priabéhu 1écby vyskytly. Urcitou roli hraji komorbidity
pfitomné pied, v pribéhu nebo po primarni 1écbé a také nezadouci vlivy nezdravého Zivotniho
stylu (koufeni, alkohol, drogy, nevhodna strava, nedostatek pohybové aktivity aj.). Na v€asnou
diagnozu a tspésnou léEbu/kompenzaci pozdnich nasledkt ma vliv pfistup pacienta ke zdravotni
pé¢i (pravidelné sledovani) a jeho kompliance. Rada rizikovych faktord je jiz delsi dobu znama a
jednoznacné prokazana, dale se vSak pfichazi na nové rizikové faktory, které nam pomahaji 1écit
¢i predchazet pozdnim nésledkim po onkologické 1écbé v détstvi. Zasadni roli ma znalost
jednotlivych rizikovych faktorG pifi managmentu spravného dlouhodobého sledovani po

onkologické terapii.
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Tabulka 1. Nejcastéjsi pozdni nasledky vzniklé v souvislosti s pfedchozi radioterapii

(upraveno z Survivors of Childhood/Adolescent Cancer: Life-long Risks and Responsibilities,

Robison L. L., Hudson M. M., 2014)

RT

pozdni nasledky

kardiovaskularni systém

kardiomyopatie

postizeni a. carotis nebo a. subclavia, postizeni koronarnich cév
arytmie a pfevodni poruchy

chlopenni vady

perikardialni fibroza/perikarditida

hypertenze

centralni nervovy systém

neurokognitivni deficit veetné snizeného inteligenéniho kvocientu, poruchy uceni, exekutivnich
funkci a pozornosti, snizené psychomotorické tempo, postizeni paméti a vizuomotorické koordinace
cerebrovaskularni postizeni véetné cévni mozkové piihody a okluzivni cerebralni vaskulopatie
spasticita, ataxie, dysartrie, dysfagie, parézy, plegie

sekundarni epilepsie

unavovy syndrom, bolesti hlavy

endokrinni systém

poskozeni hypofyzy — pubertas praecox, opozdéna puberta, deficit ristového hormonu, selhani
adrenokortikalni drahy, deficit folikulostimula¢ni hormon, luteiniza¢ni hormon a tyreotropni hormon
nadvaha, obezita, metabolicky syndrom

hypotyredza, hypertyredza, noduly ve §titné zlaze

diabetes mellitus

gastrointestinalni systém

pistele a striktury
chronicka enterokolitida
bolesti biicha

reprodukéni systém
(zeny)

insuficience a. uterina a s tim souvisejici predispozice ke spontanni abortiim, predéasnym porodiim,
intrauterinni riistové retardaci, narozeni déti s nizkou porodni hmotnosti, vys$§i novorozenecka
umrtnost

ovarialni dysfunkce s opozdénou pubertou, sekundarni amenoreou nebo piedéasnou menopauzou
infertilita

reprodukéni systém
(muzi)

dysfunkce Leydigovych bunék s opozdénou pubertou
androgenni insuficience
poruchy spermiogramu (oligospermie, azoospermie), infertilita

jatra a zluCové cesty

jaterni fibroza, cirhdza, steatdza, fokalni nodularni hyperplazie
cholecystolitiasis

muskuloskeletalni systém

hypoplézie, fibroza svalt
poradiacni deformity skeletu, skolidza, vertebroalgicky syndrom

plice

plicni fibr6za, intersticialni pneumonie
restriktivni porucha funkce plic
obstruktivni porucha funkce plic

mocovy trakt

fibr6za moc¢ového méchyie

poruchy moceni

vezikouretralni reflux, hydronefréza
renalni insuficience

hypertenze

zrak

poradiaéni katarakta, syndrom suchého oka

sekundarni nadory

karcinom stitné zlazy, nadory CNS, sarkomy mékkych tkani, karcinom prsu, akutni myeloidni
leukémie, myelodysplasticky syndrom, bazocelularni karcinom, meningeomy, angiomyolipomy
ledvin, ...

imunitni systém

imunodeficience, Casté infekty

hematopoeticky systém

anémie, leukopenie, trombocytopenie, trombdzy (hluboka zilni tromboza, embolie)
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Tabulka 2. Nejcastéjsi pozdni nasledky vzniklé v souvislosti s pfedchozi chemoterapii

(upraveno z Survivors of Childhood/Adolescent Cancer: Life-long Risks and Responsibilities,

Robison L. L., Hudson M. M., 2014)

skupina cytostatik

cytostatika

pozdni nasledky

alkyla¢ni ¢inidla

busulfan, karboplatina, karmustin,
chlorambucil, cisplatina, cyklofosfamid,
ifosfamid, lomustin, mechlorethamin,
melphalan, procarbazin, thiotepa,
dacarbazin, temozolomid

sekundarni myelodysplasticky syndrom, sekundarni
akutni leukémie

gonadalni selhani, infertilita

plicni fibréza (pfi expozici busulfanu, carmustinu
nebo lomustinu)

abrnormality moc¢ového traktu (pfi expozici
cyklofosfamidu a ifosfamidu)

renalni insuficience (pii expozici
kardoplatiné/cisplating a ifofamidu)

ototoxicita (pfi expozici cisplating a velmi vysokym
davkam karboplatiny)

dyslipidémie (pfi expozici cisplating)

antracykliny daunorubicin, doxorubicin, epirubicin, dysfunkce levé komory srdeéni
idarubicin kardiomyopatie
arytmie
kortikosteroidy dexametazon, prednison snizena kostni denzita, osteoporéza
osteonekroza
katarakta

vinca alkaloidy

vinkristin, vinblastin

periferni neuropatie

antimetabolity

metotrexat

neurokognitivni postizeni
leukoencefalopatie

jaterni selhani

rendalni insuficience

snizen4 kostni denzita, osteopordza

epipodofylotoxiny

etoposid, teniposid

akutni myeloidni leukémie
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1.3 Bunééna senescence

Spoleénym mechanismem vzniku fady pozdnich nésledkli je ptfedcasné biologické
starnuti tkani, organt i celého organismu zptisobené urychlenou bunéénou senescenci s kumulaci
senescentnich bunék a nedostatkem plné funk¢nich bunék zajistujicich spravné funkce organii v
plném rozsahu. Bunécna senescence je definovéana jako proces trvalé zastavy bunécného cyklu a
navozeni specifickych fenotypovych zmén. Dochazi k zastavé bunécného déleni, nepokracuje
tedy buné¢ny cyklus, ani nedochazi k apoptoze, ale buiika prechazi do GO faze. V této fazi mize
buiika setrvavat po dlouhou dobu a je ptitom metabolicky aktivni (produkuje celou fadu cytokint
a jinych latek ¢imZ ovliviiuje své okoli), pouze se dale nedé€li. JelikoZ takto bunika reaguje na
ruzné stresové podnéty, zejména pak na poskozeni DNA nebo onkogenni/mitogenni zmény, lze
cely proces chépat jako obrannou reakci organismu zabranujici dal§imu zmnozeni poskozenych
bunék. Timto zpiisobem nas chrani proti vzniku malignich nadort, hraje dilezitou roli v procesu
starnuti tkdni a organismu, pii obnové¢ tkani i v pribc¢hu embryogeneze (Lopez-Otin C. et al.,

2013; Kuilman T. et al., 2010).

Existuji dvé cesty vedouci k bunétné senescenci. Prvni z nich je tzv. replikativni
senescence. Byla poprvé popsana v roce 1961 L. Hayflickem (Hayflick L., Moorhead P. S.,
1961; Hayflick L., 1965). Ten popsal fakt, ze se buiiky péstované v kultufe rozde€li ptiblizné
padesatkrat a poté starnou a piestavaji se délit a d&je se tak i1 pres optimalni podminky k ristu a k
bunécnému déleni. Pozd¢ji bylo objeveno, ze k tomu dochazi v disledku zkracovani telomer
(Blackburn E. H., Szostak J. W., 1984). Telomery jsou koncové ¢asti chromozému a chréani je
pted poSkozenim ¢i fizi s ostatnimi chromozomy a hraji dileZitou roli pii replikaci DNA. U lidi
jsou tvofeny mnohondsobnym opakovanim (repetici) kratkych hexanukleotidovych sekvenci 5'-
TTAGGG-3". Pti replikaci DNA syntetizuje enzym DNA polymerdza nové dcefiné vlakno podle
puvodniho mateiského vldkna na zékladé¢ komplementarity bazi. DNA polymeraza je schopna
nukleotidy pouze ptipojovat, ne vSak sama syntézu nového vlédkna zacit. K tomu je nezbytny tzv.
primer, kratka oligonukleotidova RNA, ke které pak pfipojuje dalsi nukleotidy. Kdyz je syntéza
nového vlakna hotova dojde k degradaci primeru, ¢imz by na konci vldkna ziistala mezera a pii
kazdém bunécném déleni by tak doSlo ke zkraceni chromozému. Tento tzv. ,,end-replication
problem® se povedlo objasnit pravé v disledku popsani struktury telomer a objevu enzymu
telomerdzy (Blackburn E. H., Szostak J. W., 1984; Greider, C. W., Blackburn, E. H., 1985;
Greider, C. W., Blackburn, E. H., 1987; Greider, C. W., Blackburn, E. H., 1989). Pokud totiz

dochazi ke zkracovani chromozému v repetitivnich sekvencich telomer, jsou chranény kodujici
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sekvence DNA a burika tedy ,,neztraci® svij geneticky material. Nékteré bunky dokonce dokazi
své telomery prodluzovat a kompenzuji tim tak nasledné zkraceni pii replikaci. K tomu jim
slouzi telomeraza. Telomeraza je enzym schopny syntetizovat telomery a jednd se o
ribonukleoprotein s RNA-dependentni DNA-polymerazovou aktivitou. Kromé proteinti
zajiStyjicich jeho enzymatickou funkci v sobé totiz nese i1 kratkou hexanukleotidovou molekulu
RNA slouzici jako templat pro syntézu koncové ¢asti DNA, telomer. Aktivita telomerazy je v
riznych bunkach rizné, nejvétsi je v embryondlnich kmenovych buiikach a dale je pfitomna v
muzskych zarode¢nych bunkach a v aktivovanych lymfocytech. V mensi mife je detekovatelna u
rychle se délicich bun¢k jako jsou kmenové bunky hematopoetického systému, bazalni bunky
epidermis anebo bunky intestinalnich krypt. Naopak v diferencovanych lidskych buiikach
telomeraza chybi, a buiiky proto mohou podstoupit jen omezeny pocet bunécnych déleni (Holt S.
E. et al., 1997; Prowse K. R., Greider C. W., 1995). Vysoka aktivita telomerazy byva pfitomna i
u celé fady nadorti (Kim N. W. et al., 1994; Stewart S. A., Weinberg R. A., 2006). V né€kterych
nadorovych builkkich mizeme vSak pozorovat prodluzovani telomer pomoci alternativniho
mechanismu, bez pfitomnosti enzymu telomerdzy (Dunham M. A. et al., 2000). Pokud jsou
telomery zkraceny na urCitou kritickou délku, bunika bud’ hyne (apoptdza) nebo vstupuje do

senescence (Yu G. L. et al., 1990; Lundblad V., Szostak J. W., 1989; Deng Y. et al., 2008).

Kromé replikativni senescence existuje jeSté¢ tzv. urychlend bunécnd senescence
(premature/accelerated cellular senescence), pii které dochazi k navozeni senescence nezévisle
na délce telomer. Bunka takto reaguje na rtizné stresové faktory jako je napi. oxidativni stres,
mitogenni stimulace nebo poskozeni DNA (Kuilman T. et al., 2010). Rozdil mezi replikativni a
urychlenou senescenci je pouze ve vyvolavajicim podnétu, na ktery bunika zareaguje, jeji reakce
je pak v obou piipadech stejna a kli¢ovou roli pfitom hraji pl6 a ARF, dva odlisné produkty
CDKN2A genu (Campisi J., 1997; Kuilman T. et al., 2010; Alcorta D. A. et al., 1996).
Schématické znazornéni dvou signalnich drah vedoucich k navozeni senescence mizeme vidét
na Obrazku 1 (Satyanarayana A., Rudolph K. L., 2004). V jedné z drah hraje klicovou roli p16 a
Rb1 (tzv. Rbl pathway) a v druhé ARF a protein p53 (tzv. p53 pathway).
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Obrazek 1: Schématické znazornéni dvou signalnich drah vedoucich k senescenci. (Satyanarayana, A., Rudolph, K. L., 2004)
(ROS = reactive oxygen species = volné kyslikové radikaly; IN4a/ARF locus = lokus na 9. chromozému kodujici protein p16 a
ARF; pl6 = p16™** = inhibitor cyklin dependentni kinizy 2A; ARF = pl4 = alternative reading frame; Cyc D = cyklin D;
CDK4/6 = cyklin dependentni kindza 4/6; P = fosfat; pRB = protein kddovany Rb1 genem; p53 = protein kddovany genem TP53;
p21 = inhibitor cyklin dependentni kindzy 1; MDM2 = mouse double minute 2 homolog = enzym polyubiquitinylujici protein
p33)

20



1.3.1 Buné¢na senescence, nadorova onemocnéni a predéasné starnuti

Bunéc¢na senescence hraje klicovou roli v procesech tumorigeneze a starnuti. Jelikoz
burika podstoupi senescenci v reakci na rtizné stresové podnéty, zejména pak na poskozeni DNA
nebo onkogenni stimulaci, 1ze cely proces chapat jako obrannou reakci organismu zabranujici
zmnozeni poSkozené bunky, ¢imz ji chrani pfed malignim zvratem (Kuilman T. et al., 2010).
Kdyz je buiika zbavena své schopnosti podstoupit senescenci nebo apoptozu, bude se délit stale
dale a pokud je poskozen jeji genom, nesou i jeji dcefiné buiiky toto poskozeni. Tuto teorii
podporuje fakt, ze u celé fady nadorovych onemocnéni mizeme najit zmény p53, CDKN2A,
pfipadné Rb1 genu, coz jsou kli¢ové faktory v drahach navozujicich senescenci (Nobori T. et al.,
1994; Kamb A. et al., 1994; Kandoth C. et al., 2013; Knudsen E. S. et al., 2020). Zmény v
CDKN2A genu (a tim vznik mutantniho pl6) jsou pfitomny napf. u malignich melanomd,
nadort CNS, spinoceluldrnich karcinomti hlavy a krku, zhoubnych nadord prsu, nadort
pankreatu nebo ALL (Bahuau M. et al., 1998). Navzdory faktu, Ze pl6 funguje jako tumor
supresorovy protein, existuji 1 dikazy prokazujici jeho zvySenou expresi u fady nadort
(Witkiewitz A. K., 2011). ZvySend exprese proteinu pl6 v nddorovych bunkach je v tomto

ptipadé¢ spojena se ztratou funkce Rb1 proteinu, ktery tak neni schopen navodit senescenci.

Pteziv§i po 1écbé nadorového onemocnéni v détstvi se dozivotné potykaji s tfadou
pozdnich nasledka (Armstrong G. T. et al., 2014; Oeffinger K. C. et al., 2006). Tyto nésledky se
do urcité miry podobaji onemocnénim vyskytujicim se se zvySenou Cetnosti ve staii. Nabizi se
tedy otazka, zda u osob po predchozi 1é€bé nadorového onemocnéni dochdzi k urychlenému
starnuti a s tim spojenému ¢asnéjSimu vyskytu patologickych stavii souvisejicich se starfim. Ness
et al. zjistili, Zze vyskyt slabosti (ztrata svalové hmoty tzv. sarkopenie, vyCerpanost, nizka aktivita,
sniZzené tempo a slabost méfitelna dynamometrem) byl u skupiny piezivsich o primérném veéku
necelych 34 let (rozsah 18 — 60 let) stejny jako u zdravych osob starSich 65 let a ptedpokladaji
tedy, Ze prezivsi mohou mit urychlené starnuti (Ness K. K. et al., 2013). Bezprostiedné po CHT
stoupa exprese pl6 a ARF v T-lymfocytech, tento vzestup je zavisly na intenzité pouzit¢ CHT a
na jeji hematologické toxicité a trvd minimalné 12 mésict (Sanoff H. K. et al., 2014). Sanoff et
al. dale prokazali, ze CHT indukuje expresi markeri bunécného starnuti v lymfocytech
odpovidajici nartstu o cca 10 — 15 roki chronologického véku zdravych osob (Sanoff H. K. et
al., 2014). Je to dano toxicitou CHT, ktera poskozuje nejen nadorové bunky, ale i buiiky zdravé.

Organismus pak jako obrannou reakci u poskozenych bun€k navodi senescenci, kdy mnoZzstvi
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senescentnich bunék lze hodnotit pomoci exprese pl6. Rada studii prokazala, 7e néktera
onemocnéni se u prezivsich po predchozi onkologické 1€¢bé projevi v daleko mladsim véku nez
u bézné populace (Kononczuk K. et al., 2021; Wang S. et al., 2021). Naptiklad ve véku 20 let
méli piezivsi stejné riziko rozvoje chronickych onemocnéni jako jejich sourozenci ve véku 50 let
(Armenian S. H. et al., 2019). Riziko rozvoje chronickych onemocnéni vyskytujicich se zejména
ve stafi (napt. kardiovaskularniho onemocnéni nebo endokrinopatie) je u téchto osob trikrat vyssi
neZ u kontrolni skupiny tvofené jejich sourozenci (Armenian S. H. et al., 2019; Armstrong G. T.
et al., 2014). V nasi studii zabyvajici se vyskytem SAML jsme prokdzali vyskyt SAML u
ptezivsich po 1écbé nadorového onemocnéni v détstvi desetkrat vyssi nez v bézné populaci a
navic byly diagnostikovany u mladSich osob (median 27,9 let u prezivsich vs. 50 — 60 let v bézné
populaci) (Kruseova J. et al., 2021). Stelwagen et al. prokazali ,,akcelerované vaskularni starnuti*
(zvysenou tuhost cév, zvySeny cas ischemie a zotaveni v chladovém testu a albuminurii) u
dlouhodobé¢ vylécenych z germinalnich nadorii varlat (Stelwagen J. et al., 2020). Zhu et al. zase
zjistili Casty ¢asny vyskyt potizi spojenych se starnutim (neschopnost béznych dennich aktivit a
neschopnost vyjit schody) u vylé¢enych z karcinomu prsu (Zhu et al., 2020). Dalsim ptikladem
je studie dlouhodobé vylécenych po ALL, ktera ukdzala, ze pozdni mortalita byla tfikrat vetsi
nez u kontrolni skupiny (Dixon S. B. et al., 2020). V jiné studii, také u ptezivsich po lécb¢é ALL,
Marcoux et al. zkoumali miru senescence v koznich buinikach v zavislosti na ptedchozi 1é¢be
radioterapii (Marcoux S. et al., 2013). Exprese p16 v bunkéch z kozni biopsie z hlavy nékolik let
po kraniospinalnim ozéteni byla 5,8 krat vyssi neZ v biopsii z oblasti hyzdi. Ve své studii Behns
et al. zjistili, Ze jeden ze ¢ty dlouhodobé piezivsich po nddoru v obdobi adolescence nebo ¢asné
dospélosti trpi chronickou tnavou a v multicentrické studii z Velké Britanie Spathis et al. zjistili
chronickou tnavu dokonce u 85 % ptezivSich po malignim nadoru v adolescenci nebo ¢asné

dospélosti (Bohns S. K. H. et al., 2019; Spathis A. et al., 2017).

Vyse uvedené poznatky z literatury jasné ukazuji vztah mezi pfedchozi onkologickou
1é¢bou a ndstupem predcasného biologického starnuti a s nim spojenych zdravotnich komplikaci.
U kazdé osoby dochazi v pribéhu zivota k poskozeni bunék, at’ uz vlivem vnéjsich ¢i vnitinich
podminek, s ¢imz se organismus vyrovndva mimo jiné pomoci bunécné senescence. Nedochazi
tak k dal$imu dé¢leni poskozenych bun¢k a jejich malignimu zvratu. BohuZel ma ale tento velmi
prospé$ny mechanismus i svou stinnou strdnku. S piibyvajicim v€kem pfevazuje vznik
senescentnich bun€k nad jejich clearance (eliminaci) a dochézi tedy k jejich kumulaci. Kromé
toho byvaji ve vysSim véku omezené nebo zcela vyCerpané regeneracni schopnosti tkané a

senescentni builky nemohou byt nahrazeny plnohodnotnymi bunikami zaji$t'ujicimi spravnou
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funkci dané tkan€. Tim dochdzi k poruse funkci tkani a organti a k rozvoji onemocnéni
spojenych se starnutim. Ve svém dusledku to vede k poruseni funkce celého organismu tj. ke
starnuti, proto je bunécna senescence chapana jako pro-aging proces (Lopez-Otin C. et al., 2013;
Baker D. J. et al., 2016; Tuttle C. S. L. et al., 2019). U pfezivSich po piedchozi terapii
nadorového onemocnéni je tento proces v diisledku agresivni onkologické 1é¢by s vyuzitim CHT
a RT urychlen (vétsi poskozeni vede ke vzniku vétSiho mnozstvi senescentnich bunck coz
zpusobuje rychlejsi ztratu funkci jednotlivych tkani a organi tj. starnuti) (Wood W. A. et al.,
2016).

Kromé CDKN2A genu a jeho produkti ovlivituje CHT senescenci i prostiednictvim
telomer. In vitro 1 in vivo zkracuje délku telomer, in vitro snizuje telomeradzovou aktivitu, snizuje
expresi telomerazové reverzni transkriptazy a na telomery se vazicich proteinit TPP1 a POT1 (Li
P.etal,2012; Lu Y. et al., 2013). Zkracené a nefunk¢ni telomery vedou ke genomové nestabilité
a tim ke zvySenému riziku vzniku nddord. Ovlivnéni telomerdzové reverzni transkriptazy a délky
telomer by mohlo byt jednim z mechanismi zvySeného rizika vzniku SN, brali bychom tedy
vznik SN jako nasledek piedchozi onkologické terapie. Na druhou stranu musime zvazit
moznost, ze dany pacient ma zvySenou nachylnost ke vzniku nédorti nebo zvysenou instabilitu
genomu, a proto u né&j vznikl primarni nador a posléze i sekundarni (jak je to bezpochyby u
pacientl s prokdzanym genetickym syndromem, ale mohlo by byt i u dalSich, dosud neznamych
mutaci). Vztah mezi zkracenim délky telomer a vznikem SN byl prokdzan u karcinomu §titné
zlazy. U karcinomu prsu a sarkomu nebyl vztah, nejspiSe z divodu malého poctu osob
zatazenych do studie, statisticky vyznamny (Gramatges M. M. et al., 2014). Déle byl prokézan
vztah mezi zvySenou mortalitou a zkracenim telomer u vylécenych z karcinomu prsu (Duggan C.

etal., 2014).
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1.3.2 Biologicky vék a jeho méreni

Spolecnym mechanismem rozvoje pozdnich nésledki u vyléfenych z nadorového
onemocnéni v détstvi je urychlené starnuti a s nim spojeny pied€asny ndstup patologii spojenych
se starnutim. U téchto osob tedy pozorujeme vyssi biologicky vek, ktery se vyrazné 1isi od véku
chronologického (Wang S. et al., 2021). Abychom Iépe porozuméli mechanismu, jakym je
biologicky vék ovlivnén, mohli pfedvidat rizikové faktory ptredCasného starnuti a v budoucnu
snad mohli 1 terapeuticky zasahnout, je nutné biologicky vék zméfit. Bohuzel vSak dosud neni
znam jediny zcela spolehlivy marker, ktery by plné odpovidal biologickému v&ku a je proto

nutné k jeho méfeni pfistupovat komplexné€ a zhodnotit vice riznych markerti najednou.

Jednou z moznosti je stanoveni biologického veéku na zaklad¢ tzv. aging clocks (hodiny
ukazujici starnuti). Jednd se o soubor znaki, které mohou piedpovédét biologicky vék. V
soucasné dobé¢ existuji dva typy téchto hodin — epigenetické a proteomické. Epigenetické hodiny
jsou zaloZeny na uUrovni metylace tzv. CpG ostrivkit DNA a patii k nim Horvath’s clock,
Hannum's clock, Levine's clock a dal$i (Hannum G. et al., 2013; Horvath S. C. 2013; Levine M.
E. et al., 2015). Johnson et al. a Tanaka et al. zase definovali hodiny zaloZené na biomarkerech
souvisejicich se starnutim, které cirkuluji v krvi a jsou méfené pomoci proteomickych metod

(Johnson A. A. et al., 2020; Tanaka T. et al., 2018).

Dalsi moznosti je zhodnoceni miry bunééné senescence. K tomu mizeme vyuzit
stanoveni aktivity [-galactosidazy (senescence assosiated P-galactosidase), prikaz zvySené
exprese plo6, p53 a p21, prikaz vzniku tzv. senescence — associated heterochromatin foci nebo
tteba zjisténi zvySenych hladin ne€kterych cytokint jako je interleukin 6 a interleukin 8, které jsou
produkovany senescentnimi buitkami v rdmci tzv. senescence — associated secretory phenotype
(se senescenci asociovany sekre¢ni fenotyp) (Hooten N. N. et Evans M. K., 2018). Protein p16 je
povazovan za uziteCny biomarker starnuti, je zvySené exprimovan ve vSech senescentnich
bunikach a jeho vzestup dobie koreluje s chronologickym vékem (Krishnamurthy J. et al., 2004;
Tuttle C. S. L. et al., 2019). Nejjednodussi se zda stanoveni miry jeho exprese z krve, konkrétné
z T lymfocyti, kde je jeho exprese nejvyssi (Liu Y. et al., 2009).
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1.4 Sekundarni nadory

Relativné Castym a velmi zdvaznym pozdnim nasledkem, ktery v mnoha ptipadech vede
ke smrti pacienta, jsou sekundarni nadory (subsequent neoplasm nebo secondary neoplasm, SN).
SN je definovan jako histologicky odlisny nador, ktery se objevil minimalné¢ dva mésice od
ukonceni 1écby pro primarni nador. Miize byt maligni (subsequent malignant neoplasm, SMN)
nebo benigni (subsequent benign neoplasm, SBN). V nékterych studiich jesté rozliSuji treti
skupinu — kozni nemelanomové zhoubné nadory (nonmelanoma skin cancer, NMSC). Do této
skupiny jsou fazeny basocelularni (BCC) a spinocelularni karcinomy ktze, tedy karcinomy, které
metastazuji pouze ziidka a maji velmi dobrou prognézu (Meadows A. T. et al., 1985; Meadows

A.T., 2009; Neglia J. P. et al., 2001).

Velkym problémem u pacienti se SMN jsou omezené 1é€ebné moznosti v disledku
dosazeni kumulativnich davek nékterych cytostatik pii 1é€bé prvniho nadoru, nemoznosti
ozafovat jiZ ozafované oblasti a také poSkozeni organt a tkani pfedchozi 1écbou. SMN jsou
relativné Casté, incidence u prezivsich po détském nadoru se pohybuje mezi 3 — 10 % (Turcotte
L. M. et al,, 2017; Friedman D. L. et al., 2010; Teepen J. C. et al. 2017). Z téchto divodi jsou
SMN druhou hlavni pfi¢inou umrti v této skupiné (prvni je relaps primarniho onemocnéni)

(Armstrong G. T. et al. 2009; Garwicz S. et al., 2011; Fidler M. M. et al., 2016).

I incidenci SBN predpokladame relativné Castou, ale jelikoz v naprosté vétSing piipada
neohrozuji zivot pacienta, nebyva jim v radmci studii zabyvajicich se SN vénovana vétsi
pozornost. Pokud je nam znamo, tak jediné dva dosud publikované ¢lanky zahrnujici také rtizné
benigni SN (nejen meningeomy — ty jakoZzto jediny SBN byvaji zmiflovany v fadé ¢lanki) jsou
jeden vychézejici z americké CCSS a druhy néds (Turcotte M. L. et al., 2015; Zichova et al.,
2020). Na SBN jsme se zaméfili ze dvou zdsadnich divodi. Zaprvé vyskyt SBN mize byt
provazen riznymi komplikacemi, vyzaduje opakované 1¢kaiské prohlidky a nesmime opomenout
jeho znacné negativni psychologicky dopad na osobu, ktera se predtim potykala s malignim
onemocnénim. Zadruhé ndm SBN mohou poslouzit jako markery rizika vzniku SMN, jelikoz v
fad¢ ptipadd predchazi SBN praveé vyskytu SMN. Otazkou zlstava, do jaké miry je to dano
predchozim poskozenim tkéni pii agresivni onkologické terapii a do jaké miry genetickou
predispozici pacienta k rozvoji nadort. Urcity vliv samoziejmé ma i vétsi zachyt benignich

nadort pfi CastéjSich prohlidkach v ramci pravidelného sledovani prezivsich.
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Studie zabyvajici se problematikou vicecetnych SN prokézala vyskyt pouze jednoho SN u
6,94 % vSech piezivsich a dvou a vice SN u 2,69 % vSech ptezivsich, jednalo se tedy ptiblizné o
ttetinu pacientd s alespon jednim prokazanym SN (Armstrong G. T. et al. 2011). Kumulativni
incidence druhého SN byla 46,9 % 20 let po diagnéze prvniho SN. Vyskyt dalSiho maligniho
SN byl dokonce vyssi u ptezivsich, ktefi méli NMSC jako prvni SN neZ u ptezivSich s prvnim
malignim SN (druhy SMN se pozd¢ji vyvinul u 20,3 % ptezivsich po NMSC a pouze u 10,7 %
prezivsich po SMN), nicméné musime vzit v ivahu vyrazné vyssi mortalitu pfi malignim SN nez
u NMSC, u nichz je mortalita prakticky nulova (zjednoduSen¢ feceno je mozné, ze se nékteii
pacienti s prvnim malignim SN ,,nedozili* svého druhého maligniho SN). Obdobné vysledky
ukazuje i jina studie zaméiend na pacienty s ¢astym vyskytem BCC (Cho H. G. et al., 2018). U
pieZivSich po vice nez Sesti BCC prokazali 3,2 — 3,5krat vyssi riziko dal§iho maligniho nadoru
nez u zdravé populace. U 20 % z nich prokazali patogenni zmény genil zajiStujicich opravu
DNA, cozZ naznacuje, Ze by mohl vyssi vyskyt BCC slouzit jako marker genetické predispozice k
malignim nadorim (tj. 1 jako marker vzniku SMN). Souvislost NMSC a rozvoje maligniho

nadoru popisuji 1 dalsi studie (Friedman G. D., Tekawa 1. S., 2000; Chen J. et al. 2008).

Nejcastéjsimi SMN jsou karcinomy S§titné zlazy, nadory CNS, STS, karcinomy prsu a
leukémie, ale jako SMN byly popséany prakticky vSechny maligni nddory (Meadows A. T. et al.,
2009; Friedman D. L. et al., 2010; Teepen C. S. et al., 2017). Objevuji se i po vice nez deseti
letech od ukonceni primarni terapie a s délkou sledovani jich stile piibyva. Z SBN jsou
nejcastéjSi  angiomyolipomy  ledvin,  meningeomy, adenomy  S§titné  Zlazy a
adenomy/fibroadenomy prsu (Zichové A. et al., 2020; Morgenstern P. F. et al., 2016; Kutsenko
A.etal., 2014).
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1.4.1 Rizikové faktory sekundarnich nadoru

Hlavni rizikovy faktor vétSiny SN je RT (Kamran S. C. et al., 2016; Oeffinger K. C. et
al., 2013; Inskip P. D. et al., 2016). Zasadni roli hraje RT pfi rozvoji karcinomu §titné zlazy a
karcinomu prsu, tyto SN nésleduji nej€astéji po piedchozi 1é€bé Hodgkinova lymfomu (HL) jejiz
soucasti je Casto ozafovani krku a mediastina (Bhatia S. et al., 2003; Dores G. M. et al., 2010;
Moskowitz Ch. S. et al., 2015; Kenney L. B. et al., 2004; Bhatti P. et al., 2010; O'Brien M. M. et
al., 2010). Proto uz v dnes$ni dob¢ u pacientii s HL, ktefi dobie odpovédéli na inicialni 1écbu,
ozatovani nepouzivame (protokol EuroNet-PHL-C2 = European Network of Peadiatric Hodgkin
Lymphoma Second International Inter-Group Study for Classical Hodgkin Lymphoma in
Children and Adolescents). Krom¢& RT pro HL zvySuje riziko karcinomu prsu a karcinomu §titné
zlazy také ozateni kraniospinalni osy pro nador centralni nervové soustavy a celotélové ozateni v
ramci pripravného rezimu pted transplantaci hematopoetickych buné€k, u téchto pacientli se vSak
s ohledem na progndézu nadorii radioterapii vyhnout nelze. U karcinomu S§titné zlazy nesmime
opomenout ani staging a 1é¢bu neuroblastomu a neuroendokrinnich nadorti pomoci “'I-MIBG
(metajodobenzylguanidinu s radioaktivné znacenym jodem). U karcinomu prsu zase pozorujeme
zvySené riziko po RT plic pro metastazy nefroblastomu a dalSich nadorti, kterd je vSak
indikované pouze v ojedinélych ptipadech (Armstrong G. T. et al., 2009; Stokkevédg C. H. et al.,
2014; Baker K. S. et al., 2019; van Santen H. M. et al., 2012; Clement S. C. et al., 2013; Zichova
et al., 2020).

Dalsi velmi ¢astou skupinou SN, u které je RT povazovéna za hlavni rizikovy faktor, jsou
nadory CNS (Bowers D. C. et al., 2013; Taylor A. J. et al., 2010; Little M. P. et al., 1998; Neglia
J. P. et al,, 2006; Saha A. et al., 2014). Ty vznikaji ve velké vétSin€ pripada praveé po predchozi
RT nadort CNS, ktera se u téchto naddorti ¢asto pouziva (tj. jak primarni, tak SN je nddor CNS,
avSak histologicky odlisny). Kromé malignich nadord CNS vede ptedchozi ozafovani krania
(zejména pii pouziti vysSich davek zareni) ke vzniku meningeomli (Bowers D. C. et al., 2017;
Morgenstern P. F. et al., 2016; Kutsenko A. et al., 2014; Meignin V. et al., 1998). Meningeomy
jsou vétSinou benigni, maligni, tzv. anaplastické meningeomy, tvoii pouze asi 2 % ze vSech
diagnostikovanych meningeomt (Maggio I. et al., 2021). Piesto ale mohou, s ohledem na svou
lokalizaci a mnohdy zna¢né rozméry, vést k vaznym zdravotnim komplikacim a n¢kdy az ke

smrti (Bowers D. C. et al., 2017).
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U pacientli 1é¢enych v dobach, kdy byly pti RT pouzivany vyssi davky zafeni, je popsano
vy$si riziko vzniku SN nez u pacienti 1é€enych novéjsimi, 1épe cilenymi metodami s pouzitim
niz$ich dévek zareni podle modernich protokolii (Turcotte L. M. et al., 2017). Nicméné 1 v
dnesni dob¢ zlstava u prezivSich vyrazné vyssi riziko rozvoje nddoru nez u bézné populace,
proto je stale namisté zlepSovat lécebné metody s cilem uzdravit pacienta s co mozna nejmenSimi

pozdnimi nasledky.

Druhym vyznamnym rizikovym faktorem podporujicim vznik SN je CHT (Turcotte L.
M. et al., 2019). Danskd DCOG LATER Study (The Dutch Childhood Cancer Oncology Group
Long-Term Effects After Childhood Cancer) popisuje zvysSené riziko vzniku vSech SN po
ptedchozi 1écbé doxorubicinem (Teepen J. C. et al., 2017). Toto riziko je zavislé na pouzité
davce doxorubicinu a zvySené je zejména riziko vzniku nasledného karcinomu prsu. U piezivSich
po CHT (bez ptedchozi RT hrudniku) bylo popséano ctytikrat vyssi riziko vzniku karcinomu prsu
nez u osob bez CHT, hlavni roli zde hraly alkyla¢ni latky a antracykliny pouzité pii 1écbé
primarniho nadoru (Henderson T. O. et al., 2016; Ehrhardt M. J. et al., 2019). Dalsi ¢asté SN, u
kterych je rizikovym faktorem CHT, jsou sarkomy, riziko piedstavuje expozice alkyla¢nim
latkam a antracyklinim a roste se zvySujici se davkou cytostatik (Teepen J. C. et al., 2017,
Henderson T. O. et al., 2012; Bright C. J. et al., 2018; Fidler M. M. et al. 2018). Konkrétnim
ptikladem muze byt vznik sarkomu mocového méchyie (sarkom mekké tkané, soft tissue
sarcoma, STS) po ptedchozi terapii cyklofosfamidem. VéEtSinou byva jesté zaroven ptitomen
geneticky syndrom (nejcastéji patogenni zména v Rb1 genu, piipadné Li Fraumeni syndrom), ale
byly popsany i piipady bez prokdzané¢ho genetického syndromu (Tanguay C. et al., 2003).
Henderson et al. popsali zvySené riziko STS nebo sarkomtl kosti v souvislosti s RT, primarni
diagnozou sarkomu, viceCetnymi SN a lé€bou vysokymi davkami antracyklini a alkylacnich
cytostatik (Henderson T. O. et al., 2012). ZvysSené riziko vzniku STS nebo nadort kosti maji
zejména piezivsi po predchozi 1écbé familidrniho retinoblastomu v dasledku zmény Rbl genu
(vice nez 50 % prezivsich se STS jakozto SN ma prokazany geneticky syndrom), déle také po
pfedchozim STS, Ewingové sarkomu a osteosarkomu (Wong J. R. et al., 2014; MacCarthy A. et
al., 2013).

Mnoho studii zaméfenych na prezivsi po 1écbé€ détského nadoru potvrdilo vyssi incidenci
SN u zen nez u muzt (Armstrong G. T. et al., 2009; Perkins S. M. et al., 2013; Meadows A. T. et
al., 2009; Neglia J. P. et al., 2001; Turcotte L. M. et al., 2017). Jednim z vysvétleni mize byt

relativné vysoka incidence karcinomu prsu jakozto jednoho z nejcastéjSich SN u zen, nikoliv
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vSak u muzl (Kenney L. B. et al., 2004). Druhym muze byt vyssi citlivost na CHT u Zen nezZ u
muzi a s tim spojend vyssi toxicita vedouci ve svém dusledku i k vyrazngjsimu vyjadieni
pozdnich nasledk (Huang R. S. et al., 2007; Van Den Berg H. et al., 2015; Chemaitilly W.,
Sklar C. A., 2019).

Samostatnou, ponékud odliSnou skupinu SMN, tvofi sekundarni myelodysplasticky
syndrom a sekundarni leukémie, zejména akutni myeloblasticka leukémie. Sekundarni leukémie
byly popsany po pifedchozi 1é€bé HL, leukémie, STS, tumord CNS, non-Hodgkinského
lymfomu, neuroblastomu a nefroblastomu. V kohort¢ téméi 70000 piezivSich minimalné pét let
po 1é¢bé bylo popsano ctytikrat vyssi riziko rozvoje leukémie neZ v bézné populaci (Allodji R. S.
et al., 2019). K jejich vzniku dochazi vétSinou méné nez 10 let po 1€¢bé primarniho nadoru a
vysSi riziko je spojeno s pfedchozi 1écbou alkylaénimi Cinidly a inhibitory topoizomerazy II
(Nottage K. et al., 2011). Pacienti s ALL 1éceni vys$imi davkami etoposidu (kumulativni davka 4
— 5g/m*) méli zvysené riziko rozvoje sekundarni akutni myeloidni leukémie. Naopak pacienti s
germinalnim nadorem 1é¢eni niz§imi davkami etoposidu (kumulativni davka 1,5 — 2g/m?) méli
toto riziko zvySené méné (Smith M. A. et al., 1994). Sekundarni leukémie po ptedchozi 1écbé
inhibitory topoizomerazy II vznikd nejcastéji s odstupem 1 — 3 let od primarniho nédoru bez
pfedchoziho rozvoje myelodysplastického syndromu, dle FAB klasifikace (French American
British classification) se vétSinou jednd o M4 nebo M5 a jeji progndza byva mimoradné Spatna.
Naopak sekundarni leukémie po ptedchozi 1€€b¢ alkyla¢nimi €inidly se rozviji vétSinou po 5 — 7
letech, predchézi ji myelodysplasticky syndrom, podle FAB klasifikace jde nejcastéji o typ M1
nebo M2 a jeji prognoéza je pon€kud lepSi nez u sekundarni leukémie po inhibitorech
topoizomerazy II, pfesto vSak hor$i nez u de novo vzniklych leukémii (Ezoe S., 2012; Heuser M,

2016).

V soucasnosti je znamo kolem 300 genetickych syndromi, které jsou zpusobeny
zménami urCitého genu (zejména tumor supresorovych genil) a vedou k vétsi nachylnosti ke
vzniku nadorti u daného jedince (Van Cott Ch., 2020). Ptiblizné 40 z nich hraje roli pfi vzniku
nadoru v détstvi (Ngeow J. et Eng Ch., 2016; Brodeur G. M. et al., 2017; Perrino M. et al.,
2019). Pokud je u piezivsiho prokazan geneticky syndrom, je nutné jeho peclivé, pravidelné a
dlouhodobé sledovani s Cast€jSimi kontrolami neZ u ostatnich piezivsich, nebot’ je u n¢j vyrazné
vyssi riziko vzniku SN. Mezi nejCastéjsi genetické syndromy v détské onkologii patii NF1
vedouci ke vzniku velkého mnoZzstvi neurofibromt a také gliomu optického nervu, poptipadé

schwannomu vestibularniho nervu, Li Fraumeni syndrom vedouci k rozvoji raznych néadort
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(STS, osteosarkomu, nadort CNS, karcinomu prsu, leukémii), patogenni zména Rbl genu
vedouci kromé retinoblastomu ke vzniku osteosarkomu a STS, TSC vedouci k ¢astému vzniku
angiomyolipomt ledvin a jater, benignich nador srdce, malignich nadort varlat nebo jater,
sarkomt, karcinomu prsu a maligniho melanomu, Beckwith-Wiedemanntiv syndrom vedouci k
rozvoji nefroblastomu, hepatoblastomu, karcinomu nadledvin a rhabdomyosarkomu, syndromy
vedouci k castému vzniku endokrinnich nadort (multiple endocrine neoplasia), familiarni
adenomatozni polypdéza v détském v€ku provazena v détstvi zvySenym  vyskytem
hepatoblastomu a meduloblastomu a dal$i (Strahm B., Malkin D., 2006; Hisada M. et al., 1998;
Krutilkova V., Eckschlager T., 2009). Kromé téchto syndromt s jasné popsanymi zménami v
jednom genu, které se dédi autosomalné recesivné, autosomalné¢ dominantné nebo X-vdzané
(vyskyt v ramci rodiny, tzv. familidrni) a daji se relativné snadno vysSetfit, existuje jesté cela fada
genil €1 zmén, které piimo ,,nezpusobuji* nadorové onemocnéni, ale maji vliv na riziko vzniku
nadoru. Jednd se o riizné zmény v genech zajistujici opravu DNA a jejich existenci naznacuje
zejména fakt, Ze 1 u sporadickych nadort (tj. nepodminénych v ramci genetického syndromu) je
riziko pro ptibuzné pacienta s nddorovym onemocnénim zvysené, i1 kdyZ ne tak vyraznég, jako v
rodindch s prokazanym genetickym syndromem (Vodicka P. et al., 2004; Fijneman R. J. A.,
2005; Wu P. E., Shen Ch. Y., 2011). Ackoliv je vliv riznych genetickych zmén (polymorfizm,
mutaci nebo chromozomadlnich aberaci) na vznik SN jednoznaéné prokdzany a rozhodné
nezanedbatelny, otdzkou stale zlstava, u kterych ptezivSich a v jakém rozsahu provadét
genetickd vySetfeni. Limitujicimi faktory jsou v tomto piipadé zejména omezené kapacity
zdravotniho systému a ekonomicka zatéz (Wang Z. et al., 2018; Turnbull C. et al., 2018; Kuhlen
M. et al., 2019).
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1.4.2 Angiomyolipomy ledvin

Jednim z nejéastéjSich SBN jsou angiomyolipomy ledvin. Angiomyolipomy ledvin jsou
benigni nadory ledvin, postihuji jednu nebo ob¢ ledviny a v nékterych ptipadech mohou byt i v
ramci jedné ledviny mnohocetné 1éze. Histologicky jsou slozeny z hladké svaloviny, tukové
tkan¢ a cév, zastoupeni jednotlivych slozek mtze byt rizné (Lee K. H. et al., 2019; Hussain T. et
al., 2020; Swird J. et al, 2020). Z klinického hlediska rozliSujeme dva zékladni typy

angiomyolipomi ledvin — SAML a angiomyolipomy v ramci TSC.

Incidence SAML v bézné populaci se odhaduje na 0,1 — 0,44 % (Flum A. S. et al., 2016;
Fittschen A. et al., 2014). Jedna se tedy o vzacné nadory, které byvaji vétSinou diagnostikovany
jako néhodny nalez u starSich osob (zpravidla mezi 50 — 60 rokem vé&ku) pti ultrazvuku (UZ) ¢i
CT bficha z jiné indikace. Jen relativné vzacné zpisobuji klinické obtize jako jsou bolesti,
nevolnost, hypotenze nebo hypertenze, horecka a anémie. Nicméné v piripad¢ velkych SAML

muze dochéazet ke krvéaceni projevujicimu se hematurii a vzacné az k selhdni ledvin.

Pro SAML je typicka jedna unilateralni 1éze a Castéjsi vyskyt u Zen nez u muzi (Lee K.
H. et al., 2019; Hussain T. et al., 2020; Swird J. et al., 2020). Vyssi incidence SAML u zen
naznacuje, Ze by v patogenezi tohoto onemocnéni mohly hrét roli pohlavni hormony. Boorjian et
al. zkoumali expresi hormonalnich receptori u 110 pacientli, ktefi podstoupili resekci pro
angiomyolipom ledviny — exprese estrogenovych receptori B byla zjisténa ve vSech
vySetfovanych vzorcich, ve vétSiné vzorka byla dale zjiSténa exprese androgennich receptor
(cca 80 %), estrogenové receptory a a progesteronové receptory byly exprimovany piiblizné u

jedné tetiny vysetfovanych SAML (Boorjian S. A. et al., 2008).

Naproti tomu angiomyolipomy asociované¢ s TSC byvaji mnohocetné a Casto postihuji
obé ledviny (Fernandez-Pello S., 2020; Hussain T. et al., 2020; Swird J. et al., 2020). Castg&ji se

objevi u mladsich osob a neni zde patrnd ani zensk4 ani muzsk4 predominance.

TSC je geneticky syndrom zpiisobeny zménou tumor supresorového genu TSC1 (cca 1/5
ptipadi) nebo TSC2 (cca 4/5 ptipadl) (Sadowski K. et al., 2016; Jacks S. K. et Witman P. M,
2015). Delece, ptfestavba ¢i inaktivace v jednom z téchto genli vede k tvorbé abnormalniho
proteinu hamartinu a/nebo tuberinu, coz znemoziuje jejich funkci inhibitoru mTOR signalni
drédhy (mechanistic target of rapamycin, diive mammalian target of rapamycin) a mé za nasledek

poruchu regulace bunééného ristu a inhibici apoptozy (MacKeigan J. P. et Krueger D. A., 2015).
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V dusledku toho dochazi k nadmérné bunécné proliferaci a k tvrobé cetnych hamartoml v
ruznych lokalizacich jako je ktize, CNS, srdce, plice nebo ledviny (Randle S. C., 2017,
Portocarrero L. K. L. at al., 2018). Klinicky obraz je proto zna¢né¢ variabilni a odviji se od
lokalizace a rozsahu postizeni. Postizeni ledvin se manifestuje vznikem mnohocetnych
angiomyolipomt, Casto bilateralné¢ a jeho zdvaznou komplikaci je krvaceni a selhani ledvin
(Bhatt J. R. et al, 2016). Ackoliv byvaji vétSinou asymptomatické, jsou, spolu s CNS
postizenim, diky své Cetnosti a pfipadné zavaznosti poskozeni, zodpovédné za morbiditu a
mortalitu pacientll s TSC. Angiomyolipomy byvaji ptitomny u 55 — 90 % pacienti s TSC (Swérd
J. et al., 2020; Flum A. S. et al., 2016). Nachazi se u nich bialelicka inaktivace v TSCI1 nebo
TSC2 genu, pricemz stejnd bialelicka inaktivace TSC1 nebo TSC2 byla prokazana i u
sporadickych angiomyolipomt, coz naznacuje moznou patogenezi téchto nadort (Calio A. et al.,

2021; Giannikou K. et al., 2016; Henske E. P. et al., 1995).

Kromé ojedinélych kazuistik neexistuji data o incidenci angiomyolipomt u pfezivsich po
pfedchozi onkologické 1écbé (Neofytou K. et al., 2015; Stone N. N. et al.,, 1993). Béhem
dlouhodobého sledovani ptezivSich po détském nadoru na Klinice détské hematologie a
onkologie 2.LF UK a FN Motol (KDHO) jsme v ramci pravidelnych UZ kontrol diagnostikovali
relativné velké mnozstvi SAML, tj. angiomyolipomt bez pfitomnosti TSC (Zichova A. et al.,
2020). Vzhledem k tomu, ze k potvrzeni této diagndzy i dalSimu sledovani jsou nutna opakovana
vySetieni, kterd zatézuji pacienta, jeho rodinu i1 cely zdravotni systém, rozhodli jsme se pro
detailn¢jsi studium vyskytu SAML u pfezivSich a o jejich korelaci s pfedchozi onkologickou

1écbou a s vyskytem dalSich SN (Kruseova J. et al., 2021).
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2. Hypotézy a cile prace

Hlavnim cilem préce je zmapovat vyskyt SN u prezivsich, kteti byli v détstvi lé¢eni na
Klinice détské hematologie a onkologie 2. 1ékatské fakulty a Fakultni nemocnice Motol (KDHO)
a zhodnotit jejich rizikové faktory. Z dosavadnich poznatkl z literatury ptredpokladame jako
rizikové faktory napiiklad RT, néktera cytostatika, pohlavi, genetické faktory, nezdravy zivotni
styl (kouteni, alkohol, drogy, nedostatek pohybu) a dalsi (Kruseova J. et al., 2023; Dixon S. B. et
al., 2018).

Druhym cilem je zaméfit se na vyskyt SBN, které na rozdil od SMN jsou studovany
minimaln¢. NaSe dosavadni pozorovani ukazuji relativné Casty vyskyt SAML mezi pieziv§imi.
Vyskyt a rizikové faktory SAML (tj. angiomyolipomil ledvin bez ptitomnosti TSC) nebyl dosud
v literatufe publikovan (az na ojedinélé kazuistiky) a neni jasnd jejich souvislost s pfedchozi
onkologickou terapii. Vyznam SBN je za prvé ve snizeni kvality zivota ptezivsich, za druhé
nekteré literarni udaje 1 naSe dosavadni pozorovani naznacuji, Ze by mohly byt faktorem

signalizujicim vyssi riziko vzniku SMN (Cho H. G. et al., 2018; Turcotte M. L. et al., 2015).

Ttetim cilem je zhodnotit vliv cytostatik na bunécnou senescenci in vitro prostiednictvim
stanoveni exprese genu CDKN2A. Na zaklad¢ poznatkil z literatury predpokladdme, ze vyssi
davky doxorubicinu povedou k Casn€jSimu navozeni senescence a tim ke zvySené expresi genu

CDKN2A (Sanoff H. K. et al., 2014; Krishnamurthy J. et al., 2004; Tuttle C. S. L. et al., 2019).
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3. Pacienti a metody

3.1 Vyskyt sekundarnich nadori u pacienti l1é¢enych v détstvi na KDHO

3.1.1 Pacienti

Do studie jsme zahrnuli vSechny pacienty lé¢ené pro histologicky potvrzeny solidni
maligni nador (tj. maligni naddor v¢etné lymfomi, mimo leukémie) na KDHO mezi lety 1975 az
2018. Zdrojem dat pro nas byla databaze kliniky, pfipadné nemocni¢ni informacni systém, ze
kterého jsme chybéjici data do databaze doplnili. Celkem se jednalo o 4059 ptezivsich (Obrazek
2. Charakteristika studované kohorty).




SN je definovan jako jakykoliv histologicky odliSny nador vznikly miniméalné dva mésice
od konce 1é€by pro primarni nador, bez ohledu na jeho lokalizaci. VSechny SN byly histologicky
potvrzené nadory (v pfipad¢ sekundarni leukémie byla diagndéza potvrzena pomoci cytologie,
pratokové cytometrie a molekularné genetickych metod). Jedinou vyjimku tvotily v nékterych
pfipadech meningeomy (diagn6za na zdklad¢ vySetfeni magnetickou rezonanci) a
angiomyolipomy ledvin. Diagnéza angiomyolipomu ledvin byla stanovena na zakladé¢ UZ
vySetieni, v pfipadé nejasnosti bylo indikovano CT vySetieni anebo vySetieni pomoci
magnetické rezonance. Mezi NMSC jsme zatadili spinocelularni a basocelularni karcinom.

Meningeomy jsme v ramci nasi studie pocitali mezi SBN.

SN byly diagnostikany u pacienti v priibéhu pravidelného dlouhodobého sledovani po
ukoncené onkologické 1€cbe, v ptipadé pacientl ztracenych z dlouhodobého sledovéni jsme se
aktivné snazili kontaktovat je nebo jejich rodice, ptipadné jejich praktického Iékare. Posledni SN
v nasi studii byl diagnostikovan na konci roku 2019. Pravidelné sledovani probiha na nasi klinice
dle doporuceni pro konkrétni typ diagnozy a dle asového odstupu od 1é€by pro primarni nador.
Pro vétSinu diagnoz je Cetnost prohlidek v pribéhu prvniho roku po 1é€bé kazdé dva mésice, v
druhém roce kazdé tfi mésice a v tfetim roce kazdé Ctyii mésice. V prabehu Ctvrtého a patého
roku jsou pfezivsi zvani na kontrolu vzdy po ptl roce, do 10 let od 1é€by jednou ro¢né a déle pak
kazdé 2 — 3 roky. Prezivsi po transplantaci krvetvornych bunék, s potvrzenym genetickym
syndromem a néktefi pacienti s pozitivni onkologickou rodinnou anamnézou jsou zvéani na

kontroly ¢astéji.

KDHO byla az do roku 1998 jedinym centrem pro 1é¢bu détskych pacientl se solidnim
malignim nadorem v celé Ceské republice a i nyni zajist'uje 16¢bu pro 2/3 &eské populace, proto

1ze vysledky naseho vyzkumu do jisté miry vztahnout na celou ¢eskou populaci.

3.1.2 Statistické metody

Pro porovnani kvalitativnich charakteristik jsme pouzili chi® test pro 2 x 2 kontingen¢&ni
tabulky, P hodnota niz$i nez 0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou. Analyzy byly

provedeny pomoci statistického programu SPSS (SPSS, Chicago, Illinois, USA).
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3.2 Angiomyolipomy ledvin

3.2.1 Pacienti

Zhodnotili jsme kohortu 1098 ptezivsich, ktefi podstoupili v letech 2014 az 2019 UZ
vySetfeni bficha v ramci dlouhodobého sledovani po pfedchozi onkologické terapii. VSichni
prezivsi byli v détstvi (vék <19 let) 1éCeni pro solidni nddor na KDHO a zadny z nich nemél v
dob¢ primarni diagnézy pritomny angiomyolipom ledviny. Charakteristiku studované kohorty

shrnuje Tabulka 3.

110 ptezivsich (cca 10 %) mélo prokazany genticky syndrom, konkrétné 28 z nich deleci
Rb1 genu, 18 NF1, 7 familiarni adenomat6zni polypdzu, 6 Li Fraumeniho syndrom, 5 Beckwith-
Wiedemanntiv syndrom, 5 mnohocetnou endokrinni neoplazii typu 1 a dalsi. U zadného z
pacientll nebyla potvrzena TSC (pro TSC jsou angiomyolipomy typické a maji odlisné chovani
nez SAML). U 132 piezivSich (12 %) byl kromé SAML diagnostikovén i jiny sekundarni nador,
70 z nich mélo alespont jednem SMN, zbylych 62 mé¢lo kromé SAML jest¢ dalsi SBN (avSak
zadny SMN).

UZ wvysSetfeni bylo soucasti pravidelného dlouhodobého sledovani ptezivSich po
onkologické terapii. Prvnich pét let po 1écbé byvaji piezivsi sledovani predevsim s cilem odhalit
pfipadny relaps nadoru (sledovani dle pfislusného protokolu podle priméarni diagnézy a
ptipadnych rizikovych faktort). Nasledné dlouhodobéjsi sledovani v dobé, kdy je riziko relapsu
malé, je zaméfené pievazné na v€asnou diagnostiku SN a jinych pozdnich nasledkt (sledovani
na KDHO je soucasti Motol Late Effect Studies). Vzhled SAML na UZ je jasn€ definovany,
proto neni v naprosté vét§in¢ ptipadli k potvrzeni diagndzy nutna biopsie. Jednd se o vyrazné
hyperechogenni masu vzhledem k normalnimu rendlnimu parenchymu s akustickym stinem, bez
kalcifikaci (Lee K. H. et al., 2019; Hussain T. et al., 2020; Swird J. et al., 2020). UZ nélezy byly
potvrzeny dvémi zkuSenymi radiology a byl zhodnocen jejich pocet, velikost a piipadna progrese
o vice nez 3 mm v nejdel$im rozméru. Retrospektivné jsme zhodnotili opakovana UZ vySetfeni a

podle nich ur¢ili, kdy se u daného pacienta SAML objevil poprvé.
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Tabulka 3. Charakteristika studované kohorty

primarni diagnéza | N vék dg primarniho | ¢as sledovani Z/M GS*® SMN" | SBN¢
nadoru (median (median roky, % (%) (%)
roky, IQR) IQR) (o)
celkem 1098 | 43 (1,4-11,4) | 8,5 (5,1-14,2) | 525/573 | 110 (10) | 70 (6,4) 62 (5,6)
nadory kosti 73| 10,9 (7,1-13,5) | 6,4 (11,04,4) 32/41 34,) | 22,7 7 (10)
CNS nadory 61| 5,2 (2,9-9,2) | 12,7 (8,9-17,1) 31/30 | 22 (36) 6 (10) 3(4,9)
Germinalni nadory 63| 8,5 (1,1-15,3) | 16,1 (9,4-23,6) 30/33 4064 23,2 2(3,2)
Hodgkindv lymfom 153 | 144 | (10,1-16,5) | 8,3 (5,4-18,6) 74/79 7(4,6) | 25(16) 17 (11)
nefroblastom 144 | 3,1 1,544 | 123 | (7,2-16,4) 85/59 | 12(8,3) | 5(3,4) 7 (4,9)
neuroblastom 172 | 1,2 (0,3-2,6) | 10,6 | (7,1-14,9) 87/85 8(4,6)| 9(52) 6 (3,5)
non-Hodgkintv 116 | 83 (5,0-12,8) | 8,2 (5,4-12,8) 37/79 0] 9(7.,8 9(7,8)
lymfom
retinoblastom 64| 0,9 0,6-2,0) | 9,3 (5,2-14,4) 31/33 | 28 (44) 1(1,6) 0
sarkomy mékkych 119 | 58 (2,0-1,9) 78 | (4,5-12,6) 59/60 | 11(9,3) | 7(5,9) 8(6,7)
tkani
ostatni maligni 133 | 2,0 (0,9-8,8) 74 | (3,7-13,2) 59/74 15| 4(3,0) 3(2,3)
nadory* (11,4)

N = pocet preziviich, IQR = mezikvartilové rozpéti, Z = Zzeny, M = muzi, GS = geneticky syndrom, SMN =
sekundarni maligni nador, SBN = sekundarni benigni nador

* Procento prezivsich s genetickym syndromem (GS)

® Procento preziviich s malignim sekundarnim nddorem (SMN)

¢ Procento ptezivsich s benignim sekundarnim nadorem (SBN)

4 Diagnozy: 55 histiocytdza, 32 hepatoblastom, 25 rtizné karcinomy, 9 melanom, 12 ostatni solidni nadory < 3 od

kazdého typu

37




3.2.2 Statistické metody

Vyskyt SAML (jednoducha prevalence s ohledem na jednotlivé rizikové faktory) byl
vyhodnocen pomoci analyzy preziti, tj. Kaplan — Meierova odhadu podilu pacientli bez SAML a
Cox proporciondlniho modelu rizik pro odhad pomért rizik. Uvedeny jsou také frekvence
vyskytu SAML v naSem souboru. K hodnoceni sttedniho ¢asu vyvoje SAML, byly pouZzity dvé
metody. Zaprvé analyza pieziti zaloZzend na linearni interpolaci Kaplan — Meierovy kiivky
uvadéjici odhadovanou dobu, kdy se u poloviny z celkové populace vyvine SAML a zadruhé
jednoduchy median pozorovanych dob, ktery uvadi stiedni ¢asovy interval téch, u kterych se
skute€né vyvinul SAML. Statistické hodnoceni provedl Ing. Petr HoSek Ph.D. =z
Biomedicinského centra, Lékatské fakulty v Plzni. Vypocty byly provedeny pomoci softwaru

STATISTICA (StatSoft, Inc.2013, Version 12, www.statsoft.com). Kaplan — Meierovy kiivky

byly pouzity k vylouc€eni bias podminéného délkou sledovani, jelikoz pacienti se SAML byli UZ

sledovani déle a Castéji nez vétSina pacientil s normalnim nalezem na ledvinach.
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3.3 Vliv cytostatik na bunéénou senescenci in vitro
3.3.1 Metody

Jako bunéény model jsme zvolili lidské kozni fibroblasty (HDF). Fibroblasty in vitro
pouzil ve svém vyzkumu v Sedesatych letech 20. stoleti L. Hayflick a popsal na nich omezenou
schopnost bun¢k délit se, tj. bunécnou senescenci (Hayflick L., Moorhead P. S., 1961; Hayflick
L., 1965). Jsou pouzivané v tad€ studii a predstavuji idedlni model pro studium buné&tné
senescence nenadorovych bunck a jejiho ovlivnéni cytostatiky (Jones G. E., Wise C. J., 1997;

Kisiel M. A, Klar A. S., 2019).

Buriky byly nasazené v po¢tu 4 x 10° na misku o velikosti 22,1 cm? a po 24 h byl pfidan
doxorubicin o konecnych koncetracich 0,04puM; 0,1uM; 0,2uM a 0,5uM. Po 24 hodinach byly
buiiky sklizené a zamrazené pii teplote¢ — 196 °C. Pro koncentraci doxorubicinu 0,1uM byl
proveden jesté jeden experiment, kde byly bunky 1é¢ené doxorubicinem 24 hodin stejné jako v

predchozim ptipad¢, nasledné vSak byly promyté a jesté 72 hodin kultivované bez doxorubicinu.

K izolaci RNA byl pouzit PureLink RNA Mini Kit od firmy Thermo Fisher Scientific
podle protokolu od vyrobce. Kvantita a kvalita izolované RNA byla ovétena na spektorfotometru

NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific).

Nasledn¢ byla provedena reverzni transkripce pomoci gb Revers Trancription Kit od
firmy Generi Biotech a jako templat pro syntézu komplementarni DNA bylo pouZito 500 ng
RNA. Reverzni transkripce probihala v thermocycleru (Thermo Fisher Scientific) po dobu 60
minut pfi teploté 42 °C.

Dalsim krokem byla amplifikace zvoleného tiseku DNA metodou kvantitativni PCR
(jinak také PCR v redlném case neboli real-time PCR). V nasem piipad¢ se jednalo o amplifikaci
genu CDKN2A, ktery je lokalizovan na chromozomu 9 (p21.3) a jeho produkt p16 je klicovy pro
bunéénou senescenci a mira jeho exprese dobfe koleruje s chronologickym vékem
(Krishnamurthy J. et al., 2004; Tuttle C. S. L. et al., 2019; Liu Y. et al., 2009). K provedeni
real-time PCR jsme pouzili gb Easy PCR Master Mix a primery a proby genu hCDKN2A QI a
kontrolniho genu POLR2A, vSe od firmy Generi Biotech. Kontrolni gen POLR2A jsme zvolili
jako interni standard, jelikoz je jeho exprese v lidskych koznich fibroblastech konstantni a neni
zavisla na véku a pouzité chemoterapii (Diaz-Pina G. et al., 2015). Kvantifikace genové exprese

byla provedena v triplikatech na pfistroji QuantStudio 3 Real-Time PCR System od firmy
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Thermo Fisher Scientific. Teplotni profil byl 95 °C 3 minuty, nésledné 50 cykla 95 °C na 10

vtefin a 60 °C na 20 vtefin.

3.3.2 Statistické metody

Relativni rozdily v genové expresi byly vyjadieny jako nasobek zmény a byly ziskany metodou
244 Vyznamnost rozdilli genové exprese byla zhodnocena prostiednictvim programu REST

verze 384 www.rest.gene-quantification.info (Pffafl M. W. et al., 2002).
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4. Vysledky
4.1 Vyskyt sekundarnich nadori u pacientii 1é¢enych v détstvi na KDHO

Z celkového poctu 4059 prezivsich 1é¢enych mezi lety 1975 az 2018 pro solidni nador na
KDHO byl u 170 (4,2 %) diagnostikovan alespon jeden SMN, 21 (0,5 % ze vSech piezivSich) z
nich mélo nadorovou multiplicitu (dva a vice SMN) a u 34 (0,8 % ze vSech ptezivsich) z nich se
objevil SMN a jeden nebo vice SBN. Celkem bylo tedy diagnostikovano 193 SMN a 47 SBN.
Mortalita mezi pteziv§imi se SMN C¢inila 38,2 % (65 pacientl), jednalo se tak o 1,6 % ze vSech
ptezivSich. Nejcastéjsimi primarnimi diagnézami byly HL (50 pacientd; 29,4 % z pacientl se
SMN), naddory CNS (28; 16,5 %) a non-Hodgkiniv lymfom (17; 10 %) (Tabulka 4. Primérni
diagndzy). Nejcastéjsi SMN byly karcinomy §titné zlazy (37; 19,2 %), nadory CNS (25; 13 %) a
STS (23; 11,9 %) (Graf 1. Sekundarni maligni nadory).

U 119 ptezivsich (2,9 %) byl diagnostikovan jeden ¢i vice SBN (a zaroven Zadny SMN),
celkem 146 SBN. NejcastéjSimi primarnimi diagnézami byly nadory CNS (25; 21 % z pacientl
se SBN), HL (23; 19,3 %), neuroblastom (14; 11,8 %) a nefroblastom (12; 10,1 %) (Tabulka 4.
Primarni diagnozy). NejcastéjSimi SBN byly angiomyolipomy ledvin (41; 28,1 % coz ¢ini 1 %
ze vSech piezivSich), meningeomy (19; 13 %) a adenomy Stitné Zlazy (15; 10,3 %) (Graf 2.
Sekundarni benigni nadory). Zachyt SAML byl ovlivnén €etnosti provedenych UZ kontrol, mezi
preziv§simi s UZ bficha (tj. u téch, kde skutecné mohl byt zachycen asymptomaticky
angiomyolipom ledviny) byl SAML diagnostikovan u 4,4 % piezivsich. Obdobné¢ byla ovlivnén 1
pocet diagnostikovanych meningeomi, jelikoz ne kazdy pacient podstoupil CT nebo

magnetickou rezonanci mozku.

Geneticky syndrom byl prokézan u 25 pacientd se SMN (14,7 % pacientii se SMN) au 16
pacientti pouze s SBN (13,4 % pacientli se SBN). Nejcastéjsimi genetickymi syndromy byla NF1
(8 pacientli s SMN a 4 se SBN), Li Fraumeniho syndrom (8 a 2) a patogenni zména Rb1 genu (3
a 2). Dale se vyskytly syndrom mnohocetné endokrinni neoplézie typu 2b, familidlni
adenomat6zni polypoza, Gorlintiv syndrom, Peutz-Jaghersiiv syndrom, syndrom Rubinstein-
Taybi, zména NSB1 genu a Beckwith-Wiedmanniv syndrom. Skutecné prevalence genetickych
syndromil u onkologickych pacientli vSak miize byt odlisna, nebot’ zdaleka ne vSichni pacienti
jsou indikovani ke genetickému vySetfeni a v fad¢ ptipadil pacienti nebo jejich zdkonni zastupci

genetické vySetfeni odmitnou. V soucasnosti je na KDHO zahdjen program vySetfeni
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celoexomové sekvenace u vSech pacientl s malignim nadorem s cilem odhalit zarodecné

genetické patogenni varianty.

Tabulka 4. Primarni diagnézy WSech pir‘ezivsich a piezivsich se SN + zakladni charkteristiky

prezivsi s malignim

preZivi pouze s

prreZiwi pouze s

Wichni prezivwi SN benignim SN NMSC
diagnéza N % N % |N % N %
CELKEM 4059 100 170 4,2 119 2,9 7 0,2
Hodgkiniv lymfom 534 13,2 50 94 23 43 3 0,6
nador CNS 847 20,9 28 33 25 3,0 2 0,2
NHL 382 9,4 17 45 9 24 0 0
sarkom mékkych tkani 332 8,2 15 45 6 1,8 0 0
neuroblastom 345 8,5 11 32 14 4,1 0 0
retinoblastom 167 4,1 11 6,6 5 3,0 0 0
Ewingtiv sarkom 162 4,0 9 5,6 5 31 0 0
nefroblastom 378 9,3 8 2,1 12 32 2 0,5
osteosarkom 110 2,7 7 6,4 5 4,5 0 0
germinalni nador 351 8,6 5 14 4 1,1 0 0
ostatni 451 11,1 9 2,0 11 24 0 0
¢as od konce terapie pro
primaninador do dg SN / / 12r6m+-9r1lm 14r11m+-9r4m 25r3m+-3rllm
zeny 2040 50,3 89 52,3 73 61,3 5 71,4
muz 2019 49,7 81 47,7 46 38,7 2 28,6
1975-1985 315 7,7 3 / / 0 /
1986-1995 868 21,4 19 / 2 / 0 /
1996-2005 1196 29,5 41 / 17 / 0 /
2006-2018 1680 41,4 107 / 100 / 7 /

procenta u piezivsich se SN jsou pocitany ze vSech ptezivsich dané dg (napf. 50 piezivsich se SMN po HL ze 534 vsech piezivsich po HL =9,4%)
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Graf 1. Sekundarni maligni nadory
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Graf 2: Sekundarni benigni nadory
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NejcastejSim SMN byl karcinom §titné Zlazy, v poctu 37 piipadil tvofil témét 1/5 vSech
SMN. Z histologického hlediska bylo 29 (78,4 %) ptipadi papilarni karcinom, 7 (18,9 %)
folikularni karcinom a jeden pfipad (2,7 %) anaplasticky karcinom. Nase vysledky potvrzuji
dobie znamy vztah mezi RT a naslednym poskozenim stitné zlazy se vznikem adenomu i
adenokarcinomtl, 32 (86,5 %) karcinomu vzniklo po ptfedchozi RT v oblasti §titné zldzy. Dvacet
pét ptipadi bylo diagnostikovano po ptedchozi RT horniho lymfatického systému pro lymfom
(20 HL a 5 non-Hodgkiniv lymfom), 2 ptipady po RT hrudniku pro Ewingtiv sarkom, 2 ptipady
po celotélovém ozareni pii piipravném rezimu pro transplantaci krvetvornych bunék a jeden po
RT krénich lymfatickych uzlin pro metastazy neuroblastomu. Jeden piipad mohl mit jako
rizikovy faktor ozafovani kraniospindlni osy pro nddor CNS, jelikoz i v téchto pfipadech je Stitna
zldza zasazena urCitou davkou zateni, 1 kdyZ mensi nez samotnd micha. V jednom ptipadé
piipisujeme vinu za vznik karcinomu §titné zlazy systémové RT s pouzitim "'I-MIBG. V 5
ptipadech (13,5 %) jsme neidentifikovali Zadny zjevny rizikovy faktor (nebyla pouzita RT nebo
byla ozafovdna lokalita zcela bez moznosti zasazeni §titné zlazy RT ani nebyl pfitomen

geneticky syndrom).

Druhym nejcastéjsim SMN byly nadory CNS (25; 14,8 %) (krom¢ meningeomd).
Naprosta vétSina z nich (22; 88 %) byla diagnostikovana po ptedchozi RT, v 64 % (16 ptipadi)
po RT pro primarni nddor CNS. U dvou ptipadli byl prokazan geneticky syndrom (NFI a Li
Fraumeni syndrom). U jednoho pfipadu neni jasné patrny rizikovy faktor, jelikoZ primarnim
nadorem byl neuroblastom retroperitonea 1é¢eny operaci, CHT a RT pouze na oblast rezidua

nadoru.

Tretim nejcastejSim SMN byly v nasi studii STS. Celkem jsme diagnostikovali 23 STS u
20 pacientt (11,7 %). U 8 pacientl (tj. u 40 %) predpokladame za hlavni rizikovy faktor
prokazany geneticky syndrom (3 Li Fraumeni syndrom, 3 NF1 a 2 zmény Rb1 genu) a v dalSich
dvou piipadech ho pokladame za vysoce pravdépodobny. BohuZzel jeden z nich zemfel diive nez
bylo mozné provést genetické vysetieni a druhy byl déle sledovan a 1é¢en na dospé€lé onkologii v
misté bydlist€ a nepodatilo se nam ho dale zkontaktovat. V prvnim piipadé se jednalo o pacienta
s primarnim nediferencovanym vietenobunéénym sarkomem stehna a se SN synovialnim
metastatickym sarkomem plic a pleury, zde pfedpokladame moZnou genetickou predispozici ke
vzniku sarkomi. V druhém ptipadé se jednalo o pacientku s retinoblastomem a naslednym
rozvojem mnoha riznych SN — maligniho melanomu, leiomyosarkomu Zaludku, myomi uteru,

SAML a mnohocetnych neurinomt. Nejcastéjsi lokalizaci STS byl mocovy méchyt (7; 30,4 %
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vSech sekundarnich STS), kde byla kromé genetického syndromu a RT, dalezitym rizikovym
faktorem pifedchozi 1écba alkylaénimi ¢inidly (konkrétné cyklofosfamidem). Detailni popis
sarkomi moc¢oveého méchyte uvadi Tabulka 5. U STS v jinych lokalizacich pfedpokladame jako

hlavni rizikovy faktor RT (napt. SN sarkom orbity po RT pro retinoblastom).

Tabulka 5. Sarkomy mo¢ového méchyie ‘

potvrzeny
geneticky vék v dobé |Casovy odstup od
SN primarni dg dalsi SN smrt |CYC |RT |syndrom dg SN primarni 1é by
fibrosarkom HL - ano  |ano ano |- 31,8 21,4
rhabdomyosarkom HL menigeom - ano - - 18,3 14,2
leiomyosarkom neuroblastom |- - ano - - 28,1 25,2
leiomyosarkom Rb - - ano - - 25,8 24,4
nediferencovany
sarkom
rhabdomyosarkom Ewingliv sarkom | mediastina ano  |ano ano  |LiFraumeni sy 16,4 5,0
renalni
neznama histologie Rb angiomyolipom |- ano - Rb mutace 16,0 15,2
testikularni
fibrosarkom Rb nonseminom ano |ano - - 38,5 38,0

CYC = cyklofosfamid, RT s radiacnim polem zahrujicim mocovy méchyt nebo v jeho blizkosti ‘

Kvili komplikacim, které zhorSuji kvalitu Zivota ptezivSich, jsme se dale v nasi studii
zam¢tili na meningeomy a NMSC jakozto na casté ,,nemaligni“ SN. Celkem jsme
diagnostikovali 25 meningeomt, 6 u piezivSich pifed nebo po diagnéze SMN a 19 ve skupiné
ptezivsich jen s benignim SN (coz tvoii 13 % vSech piezivsich se SBN). 19 (76 %) meningeomt
nasledovalo po RT pro ptfedchozi nddor mozku a u vétSiny ostatnich také predpokladame zasadni
roli RT jako rizikového faktoru. Jednalo se o pacienty po pfedchozim celotélovém ozafeni (2),
profylaktickém ozafeni mening pii non-Hodgkinovu lymfomu, po RT pro sarkom orbity a
frontalni kosti, po RT krénich lymfatickych uzlin pro HL (SN meningeom ve fossa posterior) a

RT krénich lymfatickych uzlin pro HL a naslednou systémovou RT pro karcinom §titné zlazy.

Z NMSC jsme diagnostikovali 1 spinocelularni karcinom a 17 BCC. Ctrnact BCC
(82,4 %) bylo v ozafované oblasti pro primarni nédor, 2 pacienti méli prokazany Gorliniv
syndrom a u 1 pacienta jsme neodhalili Zddny potencialni rizikovy faktor (BCC na kiZzi hlavy po
predchozi 1€¢bé nefroblastomu s nefrektomii, CHT a RT bticha). Spinocelularni karcinom kotene

jazyka se vyskytl po pfedchozi 1¢¢b¢ nasofaryngealniho karcinomu zahrnujici RT.
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Tabulka 6 zobrazuje vyskyt nejcastéjSich SN z hlediska casového odstupu od 1écby.

Maximum vyskytu karcinomu §titné zlazy a BCC je v druhé dekadé po 1écbé. Nadory CNS

vykazuji stejnou incidenci v prvnich 20 letech po 1é€bé, pozdéji dochazi k mirnému poklesu.

STS 1 meningeomil s odstupem od 1€cby vyrazné ptibyva, maximum vykazuji 10 a vice let po

primarni 1écbé. V nasi studii jsme nediagnostikovali Zddny meningeom ani BCC mén¢ nez 5 let

po 1é

Tabulka 6. Vyskyt nejcastéjSich SN z hlediska ¢asového ods tupu od konce 1é¢by pro primarni tumor

karcinom §titné Zlazy nador CNS sarkom mékkych tkani meningeom basocelularni karcinom

N % ze 37 N %z25 |N % 223 N %z25 |N % ze 17
<5let 3 8 7 28 2 8 0 0 0 0
5az10let 7 19 7 28 5 22 3 12 2 12
10az20 let 19 51 7 28 8 35 11 44 9 53
>20 let 8 22 4 16 8 35 11 44 6 35
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4.2 Angiomyolipomy ledvin

Z 1098 prezivsich, ktefi podstoupili mezi lety 2014 — 2019 UZ vySetieni ledvin v ramci
dlouhodbého sledovani po pifedchozi onkologické terapii, byl u 48 (4,4 %) pfitomen
angiomyolipom ledviny (a jelikoZ Zadny z nich nemél prokédzanou TSC jednalo se ve vSech
ptipadech o SAML). U 32 z nich byla diagndza nové potvrzend, u 16 z nich se vyvinul SAML jiz
pfed rokem 2014, u nikoho vSak nebyl prokazan v dobé stanoveni diagndzy primarniho
maligniho nadoru. Vzhled SAML na UZ dokumentuji Obrazek 3 a Obrazek 4 (snimky poskytl
MUDr. M. Kynél, Ph.D. z Kliniky zobrazovacich metod 2.1¢katské fakulty a Fakultni nemocnice
Motol). Median ¢asu od diagnozy primarniho naddoru do diagnézy SAML byl u nasich pacientd
22,62 let (tzv. observed — median time). Kaplaniv — Meieriv odhad proporce pacienti se SAML
dosahl lehce pies 50% (Graf 3, ¢ast a). Odhad medianu ¢asu mezi primarni diagnézou a vznikem
SAML (tzv. survival — median time) byl 33,56 let s odhadovanou dvacetiletou prevalenci 7,84 %
(95 % konfidencni interval 3,92 — 11,75 %), strmé& stoupajici k 17,97 % (11,07 — 24,86 %) 25 let
od primarni diagndzy a 38,21 % (27,49 — 48,93 %) 30 let od primarni diagnoézy. Median ¢asu
sledovani prezivsich byl 8,52 let (Graf 3, ¢ast b), coz je vyrazné¢ méné nez median Casu mezi
primdrni diagnézou a vznikem SAML (8,52 vs. 22,62 let). Z tohoto divodu béhem naSeho
sledovani nestihl u n¢kterych pacientl SAML vzniknout, takZe ptedpokladame, Ze s del§i dobou
sledovani bychom diagnostikovali jest¢ vice SAML. Presto bylo vzhledem k relativné
rozséhlému vzorku ptezivSich 116 z nich (z 1098 tj. 10,6 %) sledovano déle nez 20 let po vzniku
primarniho nadoru. Medidn véku vzniku SAML u naSich pacientii byl 27,91 let, vztah véku k
diagnoze SAML ukazuje Graf 3, ¢ast c. V Grafu 3 ¢asti d vidime Kaplanovu — Meierovu kiivku

zobrazujici odhad incidence v zavislosti na véku.
Ctyficet piezivsich bylo béhem studované periody vysetfovano opakovang, u 14 (35 %) z
nich byla zaznamenana progrese ve velikosti a u 9 (23 %) progrese v poctu 1ézi. Primérna

progrese v nejdelsim rozméru byla 4 mm a Zadna z téchto 1ézi nevykazovala na naslednych UZ

vySetienich atypické znaky.
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Obrazek 4. Angiomyolipom ledviny na UZ (nés pacient)
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Graf 3. Vyskyt sporadickych angiomyolipomii ledvin (SAML)

(CCSs = childhood cancer survivors = prezivsi, dg = diagndza)

a) Kaplantv — Meiertiiv odhad proporce piezivsich bez SAML

b) Pocet ptezivsich bez SAML zistavajicich ve studii v ur€itém casu sledovani
¢) Histogram ukazujici distribuci vé€ku v dobé diagnézy SAML

d) Kaplanova — Meierova kiivka ukazujici incidenci SAML v zavislosti na véku
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Piezivsi se SAML méli jako primarni nador nasledujici diagnézy: HL (11), neuroblastom (9),
nefroblastom (6), retinoblastom (5), STS (5), non-Hodgkintiv lymfom (4), germinalni nador (3),
nador kosti (3) a dva jiné maligni naddory. Geneticky syndrom byl pfitomen u sedmi ptezivsich se
SAML (15 %), konkrétné se jednalo o Ctyfi prezivsi s deleci Rbl genu, jednoho s Li — Fraumeni
syndromem, jednoho s NF1 a jednoho s familidarni adenomatdzni polypdzou. Nezaznamenali
jsme vztah mezi gentickym syndromem a zvySenym rizikem vzniku SAML. Také jsme
neprokazali zadny vztah v€ku v dob¢ primarni diagndzy a rizika rozvoje SAML (Graf 4, ¢ast a).
Pozorovali jsme zvySeny vyskyt SAML u Zen, u piezivsich po predchozi RT retroperitonea a u
ptezivsich po pfedchozi CHT (Tabulka 7), nicméné jednoznacné zvysSené riziko vzniku SAML
jsme prokazali pouze po RT retroperitonea (1,6krat vyssi riziko, 95 % CI 0,84 — 3,03 viz Graf 4,
&ast b). Castéjsi vyskyt SAML u Zen a piezivsich po piedchozi CHT mohl byt v disledku delsiho

sledovani téchto piezivsich (1,33krat delsi u zen a 1,7krat delsi u pacientt po piedchozi CHT).
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(dg = diagnodza, SAMLs = sporadické angiomyolipomy ledvin, CI = konfiden¢ni interval)

a) Vztah véku v dobé primarni diagndzy a rizika vzniku SAML

b) Vztah radioterapie retroperitonea a rizika vzniku SAML

¢) Vztah pohlavi a rizika vzniku SAML
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Tabulka 7. Po¢et SAML s ohledem na pohlavi, CHT, RT retroperitonea, geneticky syndrom a pritomnost SN

bez vSechny | jedna unilateralni léze vice 1ézi, unilaterdalné | bilateralné
SAMLs* |[SAMLs" | SAMLs?; P/L* SAMLs" SAMLs"

vSichni prezivsi 1050 48 27 (56 %); 13/14 11 (23 %) 10 (21 %)
zeny 490 (47 %)|35 (73 %) - - -
ptezivsi po CHT 862 (82 %)|47 (98 %) - - -
prezivsi po RT 117 (11 %) 16(33 %) 10 (21 %) 4 (8 %)* 2 (4 %)
retroperitonea

prezivsi s 103 (10 %) 7(15 %) 2 (4 %) 2 (4 %) 3 (6 %)
prokazanym

genetickym

syndromem

prezivsi se SN 112 (11 %)|20 (42 %) 11 (23 %) 7 (15 %) 2 (4 %)

(SAML = sporadicky angiomyolipom ledviny, CHT = chemoterapie, RT = radioterapie, SN = sekundarni nador, P =

prava ledvina, L = leva ledvina)

a) procenta vypocitana z celkového poctu 1050 prezivsich bez SAML

b) procenta vypocitana z celkového poctu 48 prezivsich se SAML

¢) P/L = postiZeni pravé/levé ledviny

d) u tii ze ¢tyfech pacient po RT retroperitonea byl piitomen jesté dalsi SN
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Ze 48 ptezivsich se SAML byl u z nich 20 (42 %) diagnostikovan také jiny SN. Korelace mezi
zvySenym rizikem SAML a vznikem jiného SN byla v nasi studii prokdzana pouze pro ptezivsi s
dobou sledovani delsi nez 20 let (Graf 5, ¢ast a). Relativné vyssi vyskyt SAML u ptezivSich s
jinym SN mitize byt tedy disledkem delSiho sledovani téchto piezivsich (4,76krat vyssi, viz Graf
5, ¢ast b). Piehled ptezivsich se SAML a dal§im SN ukazuje Tabulka 8.
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Graf 5. Vztah vzniku sekundarniho nadoru a SAML

(SN = sekundarni nador, SAML = sporadicky angiomyolipom ledviny, CCSs = childhood cancer survivors =

piezivsi po predchozi onkologické 16¢bé v détstvi)
a) Vztah vzniku SN a SAML

b) Doba sledovani pacientti se SN vs. bez SN
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Tabulka 8. Piezivsi se SAML a dal§im SN

primarni diagnoza N | median véku v median ¢asu Z/M GS SMN* SBN®
dobé dg SAML sledovani do dg
(roky) SAML (roky)
celkem 20 34,6 (19,1 —47.5) 27,3 (6,6 —34,4) 15/5 2 10 17
germinalni nador 3 27,5 (22,9 -30,2) 26,4 (21,0 —30,0) 2/1 0 1 2
Hodgkintv lymfom 8 40,9 (21,5 -47.,5) 25,3 (6,6 —31,7) 71 FAP 2 7
neuroblastom 4 30,3 (19,1 —42,7) 28,5 (18,1 -32,9) 1/3 0 4 3
nefroblastom 1 27,6 27,5 1/0 0 0 1
non Hodgkintiv 3 38,6 (35,4 —43,7) 30,7 (20,1 —34.,4) 3/0 0 2 4
lymfom
retinoblastom 1 26,1 25,4 1/0 | Rbl del 1 0
(SAML = sporadicky angiomyolipom ledviny, SN = sekundarni nador, SMN = sekundéarni maligni nddor, SBN =

sekundéarni benigni nador, GS = geneticky syndrom, Z = Zeny, M = muzi, GS = geneticky syndrom, N = po&et

diagnoz, dg = diagndza, FAP = familiarni adenomato6zni polypéza, Rb1 del = delece Rb1 genu)

*karcinom (5), nador centralniho nervového systému (2), germinalni nador (1), neuroblastom (1), sarkom méekkych

tkani (1)

"fibroepitelialni nador (8), myom (4), nemelanomovy kozni nador (NMSC) (2), nador kosti nebo chrupavky (2),

nador pochvy periferniho nervu (1)
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4.3 Vliv cytostatik na bunécnou senescenci in vitro

K posouzeni vlivu CHT na bunécnou senescenci jsme provedli in vitro pokusy s HDF
inkubovanymi s doxorubicinem. Jako marker bunééné senescence jsme zvolili expresi genu
CDKN2A, jehoz exprese se prokazateln¢ zvySuje pii starnuti a byla popsana i u osob po
onkologické 1é€bé (Campisi J., 1997; Kuilman T. et al., 2010; Alcorta D. A. et al., 1996; Sanoff
H. K. et al., 2014). Kultivace probihala po dobu 24 hodin s riznymi koncentracemi doxorubicinu
i bez doxorubicinu, nasledné¢ byly buiky sklizené a zamrazené pii teplot¢ — 196°C. Po
rozmrazeni jsme izolovali jejich RNA, provedli reverzni transkripci a amplifikaci vzniklé
komplementarni DNA pomoci metody real-time PCR. Ziskané Ct hodnoty (tzv. treshold cycle)
jsme pomoci statistického softwaru Rest verze 384 zhodnotili a porovnali mezi sebou. Graf 6
zobrazuje hodnoty expression ratios pro jednotlivé pouzité koncentrace doxorubicinu, hodnoty
vy$$i nez jedna naznaCuji zvySenou expresi genu CDKN2A u bun¢k kultivovanych s
doxorubicinem oproti buiitkdm kultivovanym bez cytostatika, hodnoty niz$i nez jedna sniZzenou
expresi. Zadny z vysledkil nebyl statisticky vyznamny na hlading vyznamnosti 0,05 (1,134 s p-
hodnotou 0,649; 0,165 s p-hodnotou 0,06; 0,915 s p-hodnotou 0,414; 1,029 s p-hodnotou 0,547).

Graf 6. Pomér exprese CDKN2A genu u bunék 1é¢enych doxorubicinem vs. bunék bez 1écby
1,2
1
0,8
£
£ 06
Z 04
0,2
0 ]
0,04 uM 0,1 uM 0,2 uM 0,5 uM
Koncentrace doxorubicinu
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Statisticky vyznamny rozdil v expresi CDKN2A jsme zaznamenali pouze po kultivaci
HDF s doxorubicinem o koncentraci 0,1uM po dobu 24 hodin s naslednym promytim a dalsi
kultivaci po 72 hodin jiz bez doxorubicinu. Exprese byla snizena s primérnym expression ratio

0,382 ap=0,001.

56



5. Diskuse

Nase vysledky 1 vysledky dosud publikované v literatufe ukazuji, Ze incidence SMN je
relativné Castd. Vyvinou se u 3 — 10 % prezivsich po predchozi onkologické 1é¢bé v détstvi a
jsou spojeny s vysokou morbiditou a mortalitou (Friedman D. L. et al., 2010; Teepen J. C. et al.,
2017; Armstrong G. T. et al., 2009; Garwicz S. et al., 2011; Fidler M. M. et al., 2016). Pro
porovnani, v nasi studii byl diagnostikovan SN (SMN, SBN i NMSC) u 7,3 % pteZivsich a ve
velké americké studii CCSS u 9,8 % (Friedman D. L. et al., 2010). Nejvétsi rozdil mezi naSimi
studiemi byl v poctu prezivsich s NMSC jakozto se SN (6 % vs. 58,2 %). Tento rozdil mohl byt
zpusoben vyssi incidenci NMSC ve Spojenych statech americkych (USA). V USA je incidence
NMSC v populaci odhadovana na témét 400/100 000 obyvatel a rok, zatimco v Ceské republice
v roce 2018 byla incidence 268,4/100 000 obyvatel a rok (Mudigonda T. et al., 2010; Krej¢i D. et
al., 2021). Déle se miize uplatnit delsi doba sledovani pirezivsich v CCSS, rozdil v zastoupeni
primarnich diagn6z (napt. do CCSS byli narozdil od nasi studie zahrnuti i1 piezivsi po 1écbe
leukémie v détstvi) a/nebo rozdily v pouzité 1é€bé u primarniho onemocnéni (Watt T. C. et al.,,
2012). Krom& NMSC byl v CCSS vyssi podil prezivsich s karcinomem prsu jakozto SN, v nasi
studii tvoftili pfezivsi s karcinomem prsu 9,8 % (19 z 193 SMN) a v CCSS 31,4 % (252 z 802
SMN), coz mohlo byt v disledku vyssi incidence karcinomu prsu v USA a ¢astécné také v
disledku vétsiho mnoZstvi prezivSich po diagnéze HL v CCSS v porovnani s nasi studii (diive
byli vSichni pacienti s HL lé¢eni pomoci RT krku a mediastina coz vedlo k ¢astému vzniku
karcinomu prsu) (Travis L. B. et al., 2005; Dores G. M. et al., 2010). Dalsi velka studie zamétena
na piezivsi po nadorové 1€cbeé v détstvi, DCOG LATER Study, popsala vyskyt NMSC jen u 3,3
% ptezivsich, ale vyloucila BCC, které v nasi studii tvofily naprostou vétSinu NMSC (Teepen J.
C. et al., 2017). Ptezivsi s karcinomem prsu jako SN tvofili v DCOG LATER studii 17,3 %, coz
je hodnota mezi nasimi vysledky a vysledky americké CCSS. Vyskyt ostatnich SN byl obdobny.
Nezbytné je vSak zminit rozdil ve skladbé primarnich diagnéz v nasi, CCSS a DCOG LATER
studii, jelikoz jiné primarni diagnozy, stejné tak jako rtizné dlouhd doba sledovani, vedou ke
vzniku riznych SN. Zasadnim rozdilem byla absence ptezivsich po 1ébé leukémie v nasi studii,
naopak v CCSS nebyli zadni pteziv§i po 1écbé retinoblastomu nebo germindlniho nadoru.
Nejcastéjsi diagnoza byla v nasi studii 1 CCSS stejnd — HL, nicméné v americké CCSS byla
Cetnost této diagnozy signifikantné vysSi nez u nds, naopak v nasi studii jsme méli vice
prezivsich po naddorech CNS, ledvin a neuroblastomu. Zastoupeni ostatnich primarnich diagnéz

(napt. STS, non Hodgkinovych lymfomi, osteosarkomu nebo Ewingova sarkomu) bylo v obou
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studiich obdobné. V danské DCOG LATER studii méli statisticky vyznamné vice STS a méné

HL, ostatni primarni diagndzy (s vyjimkou leukémie) byly podobné jako v nasi studii.

Jedine¢nost nasi studie spociva ve faktu, ze jsme se zabyvali nejen SMN ale 1 SBN.
Jelikoz SBN vétsinou neohrozuji Zivot pacienta, nebyva jim v rdmci studii zabyvajicich se SN
vénovana vétsi pozornost. Pokud je mi znamo, tak jediné dva dosud publikované clanky
zahrnujici také riizné SBN (nejen meningeomy) jsou jedna studie vychdzejici z americké CCSS a
druha naSe publikace (Turcotte M. L. et al., 2015; Zichova et al., 2020). Ackoliv SBN zplsobuji
smrt pacienta zcela vyjimec¢né, byvaji provazeny fadou komplikaci, vyzaduji opakovana Iékaiska
vySetieni, maji negativni vliv na psychické zdravi a kvalitu zivota pacienta a v neposledni fadé¢
zatézuji zdravotnicky i ekonomicky systém. Navic nam SBN mohou slouzit jako rizikovy faktor
rozvoje SMN. Ze 170 pacientl se SMN v nasi studii, jich 34 mélo zaroven maligni i benigni SN
a z toho v 12 ptipadech SBN ptedchazel vzniku SMN. Problematika vicecetnych SN byla jiz
diive studovana a publikované vysledky ukazuji na vyrazné vyssi riziko rozvoje dalSiho SN tam,
kde jiz jeden SN vznikl (SMN, SBN i NMSC). U pacientli s NMSC jakozto prvnim SN bylo
popsano riziko vzniku SMN 20 %, coZ se zda vySsi neZ po prvnim malignim SN, nicmén¢ tento
rozdil mize byt disledkem vyssi mortality na SMN nez na NMSC (Armstrong G. T. et al., 2011;
Cho H. G. et al., 2018).

I kdyz neni HL nejcastéjSim détskym nadorem, u pacientli se SN byva tato primarni
diagnoza jedna z nejcastéjSich (Meadows A. T. et al., 2009; Teepen J. C. et al., 2017). Zaprvé je
to v disledku relativné dobré Sance na vyléceni pacientli s primarni diagnézou HL, coz vede k
vétSimu mnozstvi prezivsich po této diagndze. Zadruhé byvalo v minulosti Casto pti 1é€bé téchto
pacientli pouzito ozafovani krku, coz pti vysokeé citlivosti Stitné zldzy na radiaci, vede k ¢astému
vzniku karcinomu §titné zlazy (Bhatia S. et al., 2003; Bhatti P. et al., 2010; O’Brien M. M. et al.,
2010). Moderni Ié¢ebné protokoly HL z tohoto diivodu u pacientl s dobrou odpovédi na inicialni
lécbu RT krku a hrudniku jiz nepouzivaji (Ozuah N. W. et al., 2018; Burnelli R. et al., 2018).
Histologické typy karcinomu $§titné zlazy zpisobenych radiaci jsou, podle naSich vysledki i
vysledki ostatnich publikovanych studii, stejné jako v bézné populaci s vyjimkou medularniho
karcinomu, ktery se jako SN nevyskytuje (Oeffinger K. C., 2013). Dilezitost ¢asné detekce SN
demonstruje piipad divky s anaplastickym karcinomem S§titné Zlazy, ktera diky jeho Casné
detekci v ramci pravidelné UZ kontroly ptezila 20 let, zatimco b&znad doba pfeziti u
anaplastického karcinomu §titné Zlazy se pohybuje v fadech mésicti (Maniakas A. et al., 2020;

Smallridge R. C. et Copland J. A., 2010).
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RT je jasné prokazany karcinogen a rizikovy faktor nejen pro karcinom S§titné Zlazy, ale 1
pro karcinom prsu, BCC klize a meningeom (Bhatti P. et al, 2010; Watt T. C. et al., 2012; Dores
G. M. et al., 2010). V mnoha ptipadech se ani nemusi jednat o ptimé zasaZeni rizikového organu,
staci 1 jen mensi davka zafeni z okraje ozafovaného pole. Piikladem miize byt zasazeni §titné
zlazy po ozatfovani kraniospinalni osy, zadni jdmy lebni, Zeber, mediastina nebo systémové
podani radiojodu v ramci diagnostického ¢i terapeutického “'I-MIBG (van Santen H. M. et al.,
2012; Clement S. C. et al., 2013). Ve vSech téchto piipadech je tedy nutné myslet na riziko

sekundarniho karcinomu §titné zlazy a Stitnou zlazu pti pouziti t€chto metod dostatecné chranit.

Dale jsme na zdklad¢ naSich vysledk zavedli pravidelné dermatologické vySetfeni u
vSech preziv§ich po pfedchozi RT s cilem c¢asné detekce BCC, piipadné spinocelularniho
karcinomu kiize. U pacientii s diagnostikovanym SN NMSC jsme pak z divodu vyssiho rizika
vzniku dalstho SN zavedli Castéjsi kontroly (Cho H. G. et al., 2018). Naopak, ackoliv jsou
meningeomy castym SN po pfedchozi RT mozku a kraniospinalni osy, ani literatura ani naSe
vysledky neukazuji na vyrazngji zvysSené riziko vzniku dalstho SN po SN meningeomu

(Bronmiscer A. et al., 2004; Armstrong G. T. et al., 2009).

Prezivsi po 1é¢bé détského nadoru jsou dale ve zvySeném riziku vzniku STS, v nasi studii
se jednalo o tfeti nejcastéjSi SN. Vyznamnou roli pii rozvoji téchto SN hraje geneticka
predispozice. Mezi naSimi pieziv§imi méla potvrzeny nebo vysoce pravdépodobny genticky
syndrom polovina ze vSech pacientli se sekundarnim STS, pficemZ vétSinou byla pfitomna
hereditarni patogenni zména v Rbl genu (MacCarthy A. et al., 2013; Wong J. R. et al., 2014;
Bright C. J. et al., 2018). Nejcastéjsi lokalizaci STS byl u naSich pacienti mocovy méchyft.
Jednalo se o tfetinu pfezivsich se SN STS a u vSech byl v rdmci 1é¢by prvniho nadoru pouzit
cyklofosfamid. V literatufe lze najit n€kolik kazuistik zmifujicich souvislost leiomyosarkomu
mocového meéchyie a piedchozi terapie cyklofosfamidem (Tanguay C. et al., 2003). Krom¢
genetického syndromu a predchozi 1é€by alkylacnimi €inidly (zejména cyklofosfamidem) je zde
dilezitym rizikovym faktorem také RT. Jednotlivé rizikové faktory mohou piisobit samostatné

nebo se jejich ucinky potencuji.

V nasi kohorté jsme prokdzali geneticky syndrom u 25 ptezivSich se SMN (14,7 %
ptrezivsich se SMN) a 16 piezivSich pouze se SBN (13,4 % piezivsich se SBN), coz je relativné
malo. Vzhledem k diive publikovanym vysledklim i patogenezi nadorovych onemocnéni jsme
pfedpokladali vyssi vliv genetické predispozice mezi naSimi preziv§imi (Wang Z. et al., 2018).

Niz8i podil prokazanych genetickych syndromt je zaprvé z divodu odmitnuti genetického
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vySetfeni zdkonnym zastupcem pacienta a zadruhé z divodu, Ze ne u vSech pacientl je toto
vySetfeni indikovano. Kromé toho mohou byt v fad¢ ptipada za zvysené riziko SMN zodpovédné
zmény v tzv. genech nizkého ucinku (low effect genes), které v souCasnosti nebyvaji soucasti

béznych genetickych vysetieni (Wu P. E. et Shen Ch. Y., 2011; Kuhlen M. et al., 2019).

Dale jsme u 41 ptezivSich (1 % ze vSech piezivSich) diagnostikovali SAML, coz, pokud
je nam znamo, nebylo dosud publikovano v literatufe. Prevalence tohoto benigniho nadoru v
bézné populaci byva udavana v rozmezi 0,1 — 0,6 % (Vos N. et Oyen R., 2018; Flum A. S. et al.,
2016; Fittschen A. et al., 2014; Chan K. E. et al., 2018). Z téchto diivodu jsme se rozhodli pro
bliz§i popsani vyskytu SAML a jejich rizikovych faktorti u naSich ptezivSich. Riziko vzniku
SAML je v prvni fad¢ odvislé od délky sledovani — ¢im déle jsou piezivsi sledovani, tim vyssi je
riziko vzniku SAML. Redln¢ jsme diagnostikovali SAML u 4,4 % ptezivSich s dostupnym UZ
biicha (48 z 1098), ale dle Kaplan — Meierova odhadu by pfi delsim odstupu od 1é¢by piivodniho
nadoru vzikl SAML u vét§iho poctu ptezivsich (predikce ukazuje vyskyt u 40 % 30 let od 1écby
prvniho nadoru). Tento odhad miize byt nadhodnoceny, nicméné vzhledem k tomu, ze vétSina
prezivsich s UZ bticha nebyla sledovdna dostatecné dlouho na to, aby se u ni vyvinul SAML, lze
predpokladat, Ze tento odhad odpovida skuteCnoti vice, nez naSe aktudln¢ dostupné vysledky.
Fittschen et al. ve své studii s 61 389 osobami bez piedchozi onkologické 1écby zjistili prevalenci
SAML 0,44 %, coz je desetkrat mén¢ nez u nasich prezivsich po onkologické terapii v détstvi s
provedenym UZ bficha. Nasi ptezivsi byli navic podstatné mladsi neZ osoby zahrnuté v ostatnich
studiich (median véku, prezivsi vs. bézna populace, 27,9 let vs. 50 — 60 let) (Lee K. H. et al.,
2019; Swird J. et al., 2020; Fittschen A. et al., 2014; Fernandez-Pelo S. et al., 2020), coZ nas
opét vede k ptedpokladu, ze pii srovnatelném véku bude prevalence SAML u piezivSich
mnohem vyS$$i neZ u osob bez predchozi onkologické 1éCby. Naopak velikost 1éze a stejna
pravdépodobnost postizeni obou ledvin byla v ramci nasi studie v souladu s dfive publikovanymi
vysledky u osob z bézné populace (Hussain T. et al., 2020; Lee K. H. et al., 2019; Swérd J. et al.,
2020). Median velikosti nasich SAML byl 8 mm, podobné¢ jako vysledky, které publikoval Chan
et al. (median velikosti SAML u 217 pacientii byl 9 mm) (Chan et al., 2018). Na rozdil od bézné
populace vSak byly u 23 % ptezivsich prokdzany vicecetné 1éze a u 21 % bilaterdlni. Hussain et
al. ve své kohort¢ 1493 osob bez piedchozi protinddorové 1écby prokazal pouze 11 %
mnohocetnych 1ézi a 6 % bilaterdlnich (Hussain T. et al., 2020). Pfedpokladali jsme v tomto
pfipad€ roli RT jako rizikového faktoru, nicméné tento predpoklad se nepotvrdil (jen 8 %

ptezivSich s viceCetnymi lézemi a 2 % s bilaterdlnim 1ézemi mélo pfedchozi RT postihujici

4
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»heonkologické* populace byla rychlost progrese. Vzhledem k limitujicim moZnostem UZ pfi
meétfeni rozmérd SAML jsme progresi definovali jako narlst o vice nez 3 mm v nejdelSim
rozméru. Zaznamenali jsme progresi u 14 prezivSich se SAML (29 %) béhem 44 mésicii, coz byl
rozdil oproti bézné populaci, kde je vétSina SAML stacionarni (Hussain T. et al., 2020;
Fernandez-Pelo S. et al., 2020; Chan K. E. et al., 2018). Lze tedy uzavfit, ze u pirezivsich je
castejSi vyskyt SAML, které se navic od SAML v ,neonkologické® populaci 1isi ¢asnéjSim
veékem vzniku, Cast&j$i progresi a viceCetnym nebo bilaterdlnim vyskytem. Ackoliv zadny z
nasich pacienti se SAML nem¢l prokdzanou TSC, tyto charakteristiky vice odpovidaji praveé
angiomyolipomiim vyskytujicim se pifi TSC nez sporadickym angiomyolipomim. Tato
podobnost naznacuje moznou spole¢nou patogenezi téchto onemocnéni, ale tuto hypotézu je
tteba ovéfit dalSim vyzkumem. Obdobné byla popsdna korelace mezi vznikem SAML a
pritomnosti dalSich genetickych syndromi jako jsou NFI1, Li Fraumeni syndrom a syndrom
mnohocetné endokrinni neopldzie typu 1, nicméné s daleko niZ§im procentem vyskytu nez u
TSC, kde je angiomyolipom pfitomen u 55 — 90 % pacient (Swird J. et al., 2020; Flum A. S. et
al., 2016; Neofytou K. et al., 2015; Stone N. N. et al., 1993; Dong Q. et al., 1997). V nasi studii
byl navic prokdzan zvyseny vyskyt SAML u pacientil s dal§$im SN a ve 30 % diagné6za SAML
pfedchéazela vzniku SN. Z tohoto divodu bychom mohli SAML pouzit jako marker zvyseného
rizika rozvoje dal§itho SN, zejména SMN. U piezivsich se SAML je z téchto diivodli indikovano
pravidelné, peclivé a dlouhodobé sledovéani, nicméné plny vyznam SAML u piezivSich neni

dosud objasnén a vyzaduje dalsi studium.

Za spole¢ny mechanismus vzniku pozdnich nésledkti je povazovéano urychlené bunécné
starnuti neboli senescence. Tento fakt podporuji zaprvé podobnost pozdnich nasledkti a patologii
u starSich osob v bézné populaci a zadruhé zvySena exprese markerti bunééné senescence u 0sob
po piedchozi onkologické 1écbé (Sanoff H. K. et al.,, 2014; Armenian S. H. et al., 2019;
Marcoux S. et al., 2013). Nasim cilem bylo prokazat zvysenou expresi pl6 (produktu genu
CDKN2A) in vitro po vystaveni bun¢k plisobeni cytostatika, v naSem piipadé doxorubicinu. Pti
pouzitych koncentracich doxorubicinu 0,04pM; 0,1pM; 0,2uM a 0,5uM jsme vSak
nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil. Jednalo se o koncentrace, které nezpiisobily
bunécnou smrt pifi jednodenni inkubaci. Je mozné, ze vyssi koncentrace doxorubicinu skute¢né
povedou ke zvysSeni exprese pl6, nicméné zaroven predstavuji zvySené riziko smrti bunck. Je
proto predmétem dalSiho vyzkumu objasnit jaké koncentrace doxorubicinu jesté nezvysuji
expresi markert bunécné senescence a jaké jiz ano a také zda diive dojde ke zvySeni exprese pl6

¢i ke smrti bun¢k. Navic exprese pl6 nemusela byt zvySena in vitro a mize byt zvySovana in
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vivo z ditvodu uplatnéni komplexnéjSich mechanismd, které se in vitro neprojevi, napft. z diivodu

pusobeni volnych kyslikovych radikala.
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6. Zavér

V disertacni praci jsme se zaméfili na pozdni nasledky po onkologické 1€cbé v détstvi,
zejména pak na SN a jejich rizikové faktory. Zavérem bychom radi zdaraznili nékolik souvislosti
mezi primarni 1é¢bou a vznikem SN. Pro vznik sekunddrniho karcinomu §titné zlazy nebo nadoru
CNS je zdsadnim rizikovym faktorem RT, pfi¢emz RT se uplatni 1 na okraji ozafovaciho pole
(napf. vznik karcinomu §titné zlazy po iradiaci kraniospindlni osy, po ozafeni zadni jamy lebni
nebo RT hrudniku). Ve dvou piipadech jsme pozorovali vznik karcinomu thyroidey po aplikaci
radiojodu ('I-MIBG) pfi diagnostice nebo 1é¢b& neuroblastomu, u téchto pacientli je tedy nutna
adekvatni blokada stitné zlazy pied aplikaci radiojodu a vSichni pfezivsi zasluhuji stejnou
intenzitu dlouhodobého sledovani jako ptezivsi po pfedchozi RT krku. Nejcastéj$i primdrni
diagnozou byl u naSich pacient HL, tito pfezivsi jsou ve zvySeném riziku vzniku karcinomu
Stitné zlazy a karcinomu prsu, je proto nutné dikladné dlouhodobé sledovani vcetné
pravidelnych UZ kontrol. Vzhledem k riziku pozdniho vzniku sekundarniho nddoru CNS nebo
menigeomu je u pacientli po pfedchozi RT zahrnujici neurokranium nutnid magneticka rezonance
v ramci pravidelnych kontrol pfi dlouhodobém sledovani. S ohledem na casty vyskyt BCC
doporucujeme pravidelné dermatologické vySetfeni u vSech pacienti po piedchozi RT. U
pacientl, u kterych vznikne sekundarni NMSC je nutné zvysené sledovani vzhledem k vysSimu
riziku rozvoje SMN. Vznik SN STS ovliviiuje nejen RT, ale i CHT a pfitomny geneticky
syndrom (zejména zmény Rb1 genu). Cyklofosfamid je vyznamnym rizikovym faktorem rozvoje
sarkomu mocového méchyie a spolu s predchozi diagnézou retinoblastomu jsou indikaci k

pravidelnym UZ kontrolam bficha a malé panve.

NejcastéjSim SBN byl mezi nasimi pacienty SAML a pokud je ndm znamo, tak dosud v
litaratute nebyl popsan vyskyt téchto nadorti u ptezivsich po onkologické 1€cbé. V podrobnéjsi
studii zaméfené na SAML byla jejich incidence 4,4 % coz je cca 10 krat vice nez v bézné
populaci. Navic byl u naSich ptezivSich typicky ¢asnéjsi vék vzniku, Castéjsi progrese a Castéjsi
viceCetny ¢i bilateralni vyskyt. Ackoliv Zadny z naSich pacientli se SAML nemél prokazanou
TSC, tyto charakteristiky vice odpovidaji pravé angiomyolipomim vyskytujicim se pii TSC nez
sporadickym angiomyolipomim. Tato podobnost naznacuje moznou spole¢nou patogenezi

téchto onemocnéni, ale hypotézu je tteba overit dalSim vyzkumem.

V treti Casti prace jsme se pokusili prokazat vliv doxorubicinu na bunécnou senescenci in

vitro a nastinit tak nové moznosti a smér vyzkumu vzniku pozdnich nasledkii na bunééné trovni.
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Vliv doxorubicinu na expresi markeri bunééné senescence nebyl pii zvolenych koncentracich
statisticky vyznamny, nicméné dalsi podrobnéjsi vyzkum s pouzitim vice rtiznych cytostatik by

mohl tento vztah Iépe objasnit.
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7.1 Souhrn

Nasim cilem bylo zmapovat aktudlni poznatky tykajici se pozdnich nésledkd po
onkologické 1écbé v détstvi se zamétenim na sekundarni nadory (SN) a jejich rizikové faktory a
zhodnotit jejich vyskyt na Klinice détské hematologie a onkologie 2.LF UK a FN Motol
(KDHO). Druhym cilem bylo popsat vyskyt a rizikové faktory sporadickych angiomyolipomu
ledvin (SAML) jakoZto nejcastéjSich benignich SN v nasi studované kohort&. Ttetim cilem bylo
shrnout poznatky o bunééné senescenci u onkologickych pacienti (bunécna senescence je
spole¢nym biologickym mechanismem rozvoje vétSiny pozdnich nasledkill) a prokazat vliv CHT

na bunéénou senescenci in vitro.

Z celkového poctu 4059 prezivsich 1é€enych mezi lety 1975 az 2018 pro solidni nador na
KDHO byl u 170 (4,2 %) diagnostikovan alespoil jeden SMN a u 119 piezivsich (2,9 %) byl
diagnostikovan jeden ¢i vice SBN (a zaroven zddny SMN). Nejcastéjsi SMN byly karcinomy
stitné zlazy (37; 19,2 %), nadory CNS (25; 13 %) a STS (23; 11,9 %). Nejcastéjsimi SBN byly
angiomyolipomy ledvin (41; 28,1 % coZ ¢ini 1 % ze vSech preziv§ich), meningeomy (19; 13 %)
a adenomy S§titné zlazy (15; 10,3 %). Mortalita mezi preziv§imi se SMN ¢inila 38,2 % (1,6 % ze
vSech prezivsich). Geneticky syndrom byl potvrzen u 41 pacientd, nejcastéjsi byly NF1, Li
Fraumeni syndrom a patogenni zména Rb1 genu. U karcinomu §titné zlazy a nadort CNS byla
nejcastéj$im rizikovym faktorem RT, u STS (zejména mocového méchyie) prevazoval vliv CHT
a genetického syndromu.

Mezi nasimi pfeziv§imi jsme zaznamenali ptiblizné 10 krat vyssi vyskyt SAML nez u
,neonkologické* populace, piicemz typicky byl nizsi v€k v dobé¢ diagnozy, mnohocetné nebo
bilateralni 1éze a CcastéjSi progrese néalezu. VSechny tyto charakteristiky odpovidaji vice
angiomyolipomiim ledvin pfi TSC (nicméné Zz&dny z naSich pacienti nemél TSC), coz

nazanacuje jejich moznou spolecnou patologenezi, nutné jsou vsak dalsi studie.

Pomoci stanoveni exprese genu CDKN2A jsme se pokusili prokazat, ze CHT urychluje
bunécnou senescenci (tj. zvySuje expresi CDKN2A genu), nicméné rozdil mezi bunkami
kultivovanymi s doxorubicinem a buiitkami bez doxorubicinu nebyl statististicky vyznamny.
Vzhledem k dosud publikovanym vysledkiim v literatufe vSak tento vliv i nadale predpokladame,
zména nemusela byt signifikantni z diivodu nizkych pouzitych koncentraci doxorubicinu,

rrrrr

vitro.
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7.2 Summary

First, the study aimed to review knowledge about late effects after oncology treatment in
pediatric patients (particularly about subsequent neoplasms (SN) and their risk factors) and
describe SN presented at the Departement of Pediatric Haematology and Oncology Motol
University Hospital, Prague (KDHO). Second, we wanted to study the development and risk
factors of sporadic renal angiomyolipomas (SAML) as our most frequent SBN. Third, we wanted
to prove the impact of CHT on cellular senescence in vitro (cellular senescence is an important

biological mechanism of development of the majority of late effects).

Out of 4,059 survivors treated between 1975 - 2018 on KDHO for a solid tumor, 170
(4.2 % of all survivors) developed at least one SMN, and 119 (2.9 %) developed only SBN. The
most common SMN was thyroid carcinoma (37; 19.2 %), CNS tumors (25; 13 %) and STS (23;
11.9 %). The most common SBN were renal angiomyolipomas (41; 28.1 % i.e. 1 % of all
survivors), meningiomas (19; 13 %) and thyroid adenomas (15; 10.3 %). Mortality among
patients with SMN was 38 % i.e. 1.6 % of all survivors. The genetic syndrome was confirmed in
41 survivors, the most common being NF1, Li Frameni syndrome and Rbl mutation. Among
thyroid carcinomas and CNS tumors, the main risk factor was RT. Among STS (particularly

bladder sarcomas), there was a dominant role of CHT as a risk factor.

Compared to general population, there was a ten times higher occurence of SAML among
our group of survivors. Moreover, our patients were younger at the time of SAML diagnosis,
often diagnosed with multiple or bilateral lession and with more frequent progression. These
characteristics are typical for angiomyolipomas in TSC (but none of our patients had TSC),

which suggest possible similar patogenesis, but further studies are needed.

Results from the literature suggest that CHT accelerates cellular senescence and that there
is an elevation of markers of cellular senenscence after CHT. There was no significant difference
in CDKN2A expression between cells treated by doxorubicin and untreated cells in vitro, but this
could be due to small concentrations of used doxorubicin, and there might also be some
mechanisms which accelerate cellular senescence in whole organism, but are not efficient in

vitro.
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