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Uvod Obrdzok 1. Transla¢ny vyskum - schéma

V onkoldgii dochadza k neustédlemu pribu- v .
daniu poznatkov, ktorych aplikacia v klinickej TranSIacny VySkum
praxi moze viest k zlepseniu lie¢ebnych vysled-
kov. Na druhej strane mnohé klinické pozoro-
vania zostdvaju neobjasnené na molekularnej Klinicky problém

In vivo/
klinické studie

riesenie

drovni, pricom tieto poznatky mézu prispiet

k individualizacii lie¢by pacientov a tym i k zvy-
Seniu efektivity liecby, pripadne k znizeniu ne-
Ziaducich Ucinkov lie¢by. V oblasti mediciny je
snaha o rychlejsi a efektivnejsi prenos vysled-
kov zdkladného vyskumu do lekdarskej praxe.
Statna grantové podpora ako i farmaceutické
spoloc¢nosti, ktoré investuju obrovské sumy na

In vitro/
laboratorny vyskum

.
zakladny vyskum v medzindrodnom meradle, hml

SO R b e T e (Rt ) o
maju zaujem o ndvratnost tychto investicif, pri- G LR =gt nova liecba

¢om tato ndvratnost je podstatne nizdia, nez
sa predpokladalo. Transla¢ny vyskum moze
predstavovat sposob, ako tieto ciele dosiahnut.
Translacny vyskum je vyskum, ktory umoznuje

Obrdzok 2. Prediktivny vyznam konstitucnej aktivacie K-ras onkogénu na efektivitu EGFR inhibi-
torov. Signalizacia sprostredkovand cez EGFR receptor vedie k aktivéacii génov veducich k deleniu

do klinickej praxe, ale i spatné riedenie klinicky  bunky. Monoklonové protildtky namierené proti EGFR vedu k inhibicii takejto signalizacie a tym
vyznamnych problémov v onkoldgii vyuZitim i k inhibicii delenia buniek. Aktivacna mutécia K-ras onkogénu vedie k aktivacii signdlnej drahy neza-
visle od inhibicie EGFR a tym i k neucinnosti takejto lie¢by u pacientov s mutdciou K-ras onkogénu.
Preto je vysetrenie K-ras mutéacie v nadorovej vzorke délezitym prediktivnym faktorom efektivity

prendsanie poznatkov zékladného vyskumu

experimentalnych pristupov in vitro alebo in vivo

(@]

na animalnych modeloch (obréazok 1). monoklonovych protildtok namierenych proti EGFR.
Existuje viacero definicii translacného vy- i H
skumu. Podla medzindrodnej pracovnej skupiny {3 < cetgximab E O cetuximab
(Translational Research Working Group - TRWG) panitumurnab E O M
L]
:

je transla¢ny vyskum definovany ako vyskum,
ktory transformuje vedecké objavy vychadzaju-
ce z laboratdria, klinickych alebo popula¢nych I
studi do Klinickych aplikacii, ktoré ved k znize- ™ EGER
niu incidencie, morbidity a mortality na rakovinu. I \l

1l

V SirSom slova zmysle mézeme hovorit o trans- M
latcnom vyskume v medicine. Translacny vyskum O «— K-Ras K-Ras

sa niekedy delf do dvoch domén, T1 vyskum,

(bench-to-bedside), ktory sluzi na prenos po- \ \ \

znatkov zo zakladného vyskumu do praxe, a T2
vyskum, ktorého Ulohou je prenos poznatkov
z klinickych $tudif do kazdodennej praxe.
Transla¢ny vyskum vyzaduje, aby sa infor-
macie a Udaje z nemocnic, klinik a o Ucastni-
koch studif dostali v organizovanej forme do
vyskumnych zariadenf a laboratérii. Okrem toho,

vzhladom na droven, rozsah a multidisciplindrny

charakter, ktory translacny vyskum vyzaduje,  Vysvetlivky: EGF - epidermdiny rastovy faktor, EGFR - receptor pre epidermdiny rastovy faktor, cetuximab, panitu-
je potreba novej Urovne schopnosti riadenia  Mumab— monoklonové protildtky proti EGFR
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medzi klinickymi pracoviskami, laboratériami
a archivaciou Udajov. Zaroven to zvysuje po-
Ziadavky na informatiku vzhladom na neustale
rastice pocty vzoriek, pacientov a zékonné re-
guldcie biomedicinskeho vyskumu za Ucelom
integracie klinickych a laboratérnych udajov.
Vacsina informacnych systémov v stcasnosti je
nedostatoc¢nych, pokial ide o zloZité operécie
v oblasti sprav udajov a ich analyzy.
Translacny vyskum je vyskum, ktory by do
znacnej miery mali iniciovat a koordinovat
klinicki pracovnici. Nevyhnutnym predpo-
kladom su klinické znalosti a skisenosti, na
zaklade ktorych je lekar schopny identifikovat
klinicky vyznamné problémy, ktorych vyskum
nasledne presiahne beznu klinickd prax a rea-
lizuje sa v spoluprdci s bioldgmi, biochemikmi,
Statistikmi a dalsimi profesiami na experimen-
talnych modeloch. Takto ziskané riesenia sa
nasledne opétovne overuju v praxi. MéZzeme
teda konstatovat, Ze pacient je v strede ta-
kéhoto vyskumu a vystupy z transla¢ného
vyskumu mézu mat nésledny priamy vplyv na
starostlivost o pacienta. Existuje vela prikladov
uzito¢nosti translatného vyskumu, ako priklad
mozno spomenut identifikaciu prediktivneho
vyznamu mutdcie K-ras u pacientov s kolorek-
talnym karcindmom lie¢enym lie¢bou na baze
monoklondlnych protildtok proti receptoru pre
epidermalny rastovy faktor (EGFR). Efektivita an-
ti EGFR protilatky pri kolorektdlnom karcinéme
je limitovana, ale len mala ¢ast neselektovanych
pacientov s kolorektdlnym karcinémom ma
z nej prospech. Pochopenie signalnej drahy
sprostredkovanej EGFR viedlo k poznaniuy,
Ze aktiva¢na mutécia K-ras onkogénu vedie
k aktivacii tejto drahy nezavisle od inhibicif
EGFR a tym aj k predikcii rezistencie na lie¢bu.
Uvedené poznatky umoznuju, aby pacienti
s mutéciou K-ras neboli vystaveni neziaducim
ucinkom takejto liecby a, naopak, umozniuje
nam to identifikovat skupinu pacientov ma-
jucich prospech z cielenej lie¢by (obrdzok 2).
Dal3im prikladom translacného vyskumu,
t.j. rychleho prenesenia poznatkov zakladného
vyskumu do praxe, je objav fuzneho génu EML4/
ALK, kédujuceho protein s tyrozinkindzovou ak-
tivitou pri nemalobunkovom karcinéme pluc.
Fuzny gén bol prvykrat hldseny v roku 2007
a uz v roku 2010 boli prezentované prvé klinické
vysledky s inhibftorom tejto Specifickej tyrozin-
kindzy. Cas od objavu génu k efektivnej liecbe
pacienta bol menej ako 3 roky, ¢o je podstatne
menej ako priklady podobne efektivnej liecby
v minulosti. Znamena to, ze pochopenie fungo-
vania nadorovych buniek, identifikacia mutacif
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stimulujucich rast nadorov, sa méze v kratkom
Case preniest do zlep$enia starostlivosti.

Translacny vyskum mé oproti zdkladnému,
ale i klinickému vyskumu niektoré zvlastnosti.
Délezitym predpokladom studif transla¢ného
vyskumu je dostupnost vhodného biologické-
ho materidlu od skimanej populacie pacientov.
Na realizéciu transla¢ného vyskumu v praxi
vplyva aj moznost odberu a spracovania bio-
logického materidlu. Dolezitym predpokladom
je, aby boli vytvorené podmienky na kontinu-
alny odber biologického materidlu a jeho
spracovanie tak, aby klinicky pracovnik (lekar)
nemusel pldnovat odber materidlu, ale aby sa
mohol uskutocnit, kedykolvek je k dispozicii
vhodny pacient. Ak sa tento predpoklad nedarf
dodrzat, vac¢sinou sa to prejavi v nedostatoc-
nom nabore pacientov do studif, <o ma, samo-
zrejme, vplyv aj na Uspech vyskumu. Dalsou
podmienkou relevancie Udajov translacného
vyskumu je sprdvna klinickd prax na drovni
najnovsich poznatkov mediciny. V opa¢nom
pripade ani najlepsie vyskumné technolégie
neumoznia zodpovedat na skimanu otazku,
pretoZe in vitro ziskané Udaje budu korelované
s nespravnou/neadekvatnou lie¢bou pacienta.
Je ddlezité, aby klinicki pracovnici, ktori
sa zucastnuju na translacnom vyskume,
boli predovsetkym dobrymi lekarmi a aby
vysledky ich lie¢by boli porovnatelné s me-
dzinarodnymi standardmi.

Dna 1.janudra 2010 bola na pdde II. onkolo-
gickej kliniky LF UK a Narodného onkologického
Ustavu zriadend Jednotka transla¢ného vyskumu
ako prvé $pecializované pracovisko svojho druhu
na Slovensku. Od svojho vzniku pocas prvych
piatich rokov ¢innosti bolo iniciovanych niekolko
translacnych studif, na ktorych doteraz partici-
povalo viac ako 600 onkologickych pacientov
a uplynuly rok boli publikované prvé vysledky
tychto $tudif in extenso, tykajuce sa vyskumu
testikuldrnych naddorov z germinativnych buniek
(TGCT), ako i cirkulujucich nadorovych buniek
pri karcinéme prsnika. Klinicki ako aj vyskumnf
pracovnici maju ¢asto limitované informacie
0 systéme prace na kooperujucom pracovisku,
¢o moze viest k zlyhaniu vyskumného projektu.
Radi by sme sa preto podelili o niektoré nase
skusenosti, ktoré sme pri realizacii studif ziskali,
a ktoré, dufame, mézu byt uzitocné pre kolegov
hlavne z oblasti experimentalnej onkoldgie pla-
nujucich transla¢ny vyskum.V nasledujtcich bo-
doch sme sa pokusili zosumarizovat skidsenosti,
ktoré povazujeme za najdodlezitejsie:

Vstupné kritéria na zaradenie pacienta
do studie by mali byt jednoducho definova-

né. Lekar, ktory zaraduje pacienta, je na ambu-
lancii/oddeleni va¢sinou zatazeny medicinskou
starostlivostou o pacienta, a preto by malo byt
pre neho rozhodovanie o tom, ¢i pacient spifia
inkluzne/exkluzne kritérid na zaradenie do $tu-
die, ¢o najviac ziednodusené. V opacnom pripa-
de, ak sa stanovi privela poZziadaviek, ktoré musf
vhodny pacient spifat, hrozi, ze sa nezaradia ani
potencidlne vhodni pacienti. Lekar pri va¢som
pracovnom zatazeni vyskumnu $tudiu odsunie
ako neprioritnuy, a bude do Studie zaradovat
pacientov len vtedy, ked bude mat viac casu,
¢o sa nevyhnutne odrazi na nabore pacientov.
Preto je vyhodnejsie vstupné kritérid definovat
volnejsie, a vybrane podskupiny, ktoré st z klinic-
kého hladiska vyznamné, je mozné analyzovat
aj nasledne ex post.

Laborant musi byt kedykolvek k dispo-
zicii na spracovanie vzoriek. Nespracované
vzorky, respektive problémy s ich spracovanim,
ndsledne odradia klinickych pracovnikov od
dalSieho odberu. Je neredlne ocakavat od zdra-
votnickeho pracovnika, aby ,behal” s kazdou
jednou vzorkou do laboratéria, pripadne vedel
dopredu planovat odber vzoriek. V nasich pod-
mienkach, ak lekdr méa cas, aby toto vietko vedel
zabezpecit, vac¢sinou ma v starostlivosti malo pa-
cientov, a teda aj mélo pacientov vhodnych do
studie alebo mad vela pacientoy, ale potom tieto
sprievodné ¢innosti redlne nedokaze zabezpe-
¢it. Vhodné je, ak je k dispozicii laborant, ktory
moZe kedykolvek spravit predspracovanie vzor-
ky (napriklad izolacia plazmy), ktord umoznuje
dlhodobejsiu archivaciu vzorky pred findlnou,
vacsinou sofistikovanejsou analyzou (napriklad
RT-PCR, sekvenovanie).

Kazda biologicka vzorka je jedine¢na
a neopakovatelna. Zjednodusene mozno
povedat, Ze jedna pacientska vzorka = jedna
bunkové linia, s bunkovou liniou je vsak mozné
opakovane pracovat, avsak biologicka vzorka od
pacienta umoznuje len obmedzeny pocet ana-
lyz. Preto je potrebné si dopredu stanovit priority
v parametroch (bielkoviny, DNA, RNA, mutécie),
ktoré sa chystdme vo vzorkach analyzovat.

Zber vzoriek je dlhodoby proces. Ak
pladnujeme transla¢nu $tudiu, musime pocitat
stym, Ze ¢as, kym nazbierame dostatocny pocet
vzoriek na analyzu, méze byt aj jeden az dva
roky. Vzorky mézeme analyzovat bud vietky
naraz na konci studie, vtedy viak musime pocitat
s nerovnomernym ¢asom archivécie vzoriek. Ak
¢as archivacie mé vplyv na analyzu, je lepsie sa
tomuto pristupu vyhnut. Na druhej strane hro-
madna analyza vietkych vzoriek naraz umoznuje
minimalizovat variabilitu podmienok pri analyze.



Ak sa rozhodneme analyzovat vzorky priebezne,
je potrebné dbat, aby analyza vietkych vzoriek
prebiehala za rovnakych podmienok, na rovna-
kych pristrojoch, pricom je délezité, aby pri kaz-
dej analyze boli pouzité rovnaké Standardy, ktoré
umoznia posudit, ¢i vysledky meranf v réznych
Casovych obdobiach su kompatibilné.

Oznacovanie vzoriek. Nam sa osvedcilo
oznacovanie skumaviek systémom Brady, ktoré
umoziuje uchovanie oznacenia aj pri teplote
-180 °C v tekutom dusiku. Z hladiska kooperécie
s inymi pracoviskami, ale i z hladiska dlhodobej
archivacie vzoriek je vyhodné, ak su skimav-
ky reprodukovatelne oznacené pomocou tla-
Cenych Stitkov, idedlne je, ak je na nich okrem
zakladnych identifika¢nych Udajov aj ¢as spra-
covania vzorky.

Domnievame sa, Zze vytvorenie tkanivo-
vych bank by mali primarne iniciovat klinicki
pracovnici. Idedlne v spolupraci chirurgickych
odborov (chirurgov, gynekoldgov, urolégov)
a klinickych onkolégov. Je to dané jednak po-
trebou ziskania informovaného suhlasu, ktoré
by malo prebiehat na chirurgickom pracovisku,
kedZe hlavnym zdrojom biologického materidlu
je tkanivo ziskané pocas chirurgického zékro-
ku. Rovnako déleZity je zber klinickych udajov
a vysledkov lie¢by pacienta, bez ktorych je vy-
skumnda hodnota biologického materidlu ob-
medzena. Klinicky onkolég ma vacsinou pristup
k idajom o lie¢be a dlhodobom vystupe liecby,
preto je asi najpovolanejsi na zber klinickych
Udajov k biologickému materidlu. Klinicky pato-
l6g vacsinou neprichddza do styku s pacientom
a ma obmedzeny pristup k idajom, ale zohrdva
kltc¢ovu ulohu pri spravnom odbere a spracova-
ni biologického materialu.

Nerealistické poziadavky na ¢as a pod-
mienky spracovania. V praxi sa krv odobera
na l6zkovych oddeleniach okolo 530 az 6.30
hodine réano nala¢no, je standardne skladova-
na pri izbovej teplote a nasledne analyzovand
v hematologickych a biochemickych laborato-
ridch. Vsetky vyskumné testy v ramci klinickej
studie, ktoré vyzaduju Cerstvu krv, respektive jej
okamzité spracovanie (alebo vo velmi kratkom
¢ase, napriklad do dvoch hodin) alebo sklado-
vanie vzoriek do ich dalsieho spracovania pri
4 °C (v chladnic¢ke), budd nardsat rutinny od-
ber, respektive skladovanie vzoriek a méZzu mat
vplyv na efektivny priebeh studie. V praxi méze
dojst bud' k tomu, ze sa ,zabudne” odobrat krv
vhodnému pacientovi, alebo sa vzorka odobe-

rie ,Standardne” a bude skladovana pri izbovej
teplote a nie v chladnicke, respektive sa spracuje
za viac ako dve hodiny. To ovplyvni ndsledny
vysledok laboratérnych analyz, kedze predanaly-
tickd faza nebude pre vietky vzorky rovnaka. Pre
zdravotnickeho pracovnika je vzdy prioritou od-
ber indikovany z medicinskeho hladiska, odber
zvyskumného hladiska je vzdy sekundarny. Preto
pri planovani odberu vzoriek je vhodné zaradit
odber biologického materidlu medzi Standardne
medicinske postupy a snazit sa minimalizovat
pracu navyse pre zdravotnickych pracovnikov.
Vhodné je, ak sa takyto odber vykonava s os-
tatnymi rutinnymi odbermi, a tak nevyZaduje
dalsi vpich pre pacienta. Standardizacia odberu
vzoriek = reprodukovatelnost Udajov = apliko-
vatelnost pre klinickd prax.

Klinicka charakterizacia suboru je rovna-
ko dolezitd ako odber biologického materialu
v rdmci vyskumnej Studie. Pokym biologicky
materidl je mozZny analyzovat aj po 20 rokoch,
klinické vysetrenia (napriklad anamnéza, fyzikal-
ne vysetrenie, ECHO srdca, EKG, CT) je potrebné
spravit v krdtkom Case pred odobratim biologic-
kého materidlu (idedlne nie viac ako 14 dni). Ak
savtom case tieto vysetrenia nespravia, nebude
mozné korelovat vysledok analyzy biologického
materidlu s tymito klinicky relevantnymi tidajmi.
Preto je potrebné dopredu starostlivo napla-
novat, ktoré klinické Udaje budu potrebné na
vyskum.

Mnozstvo odoberaného biologického
materialu. Je potrebné realisticky odhadnut
mnozstvo odobratého materidlu, inak sa to pre-
javi na ndbore. Nesuhlas ¢asti pacientov s vac-
$im odberom krvi sa prejavi na celom nabore,
vacsinou to povedie k neochote zdravotnickych
pracovnikov participovat na studii.

Analyticka validita testu musi byt zndma
pred zacatim analyz vzoriek. Biologicky material
pre translacny vyskum nema sluzit na optimali-
zaciu analytickych metdd, na tento Ucel je po-
trebné vyuzit zdravych dobrovolnikov, bunkové
Iinie, spiking experimenty alebo dopredu stano-
veny subor vzoriek tkanivovej banky.

Informovany suhlas - kazdy pacient musi
podpisat informovany suhlas, preto je potrebné,
aby na $tudiach participovali klinicki pracovnici,
ktorf maju kontakt s pacientom a ku ktorym
ma pacient déveru a ktorf citia zodpovednost
za pacienta.

Pocitacové prepojenie pracovisk — ndm
sa osvedcilo intranetové prepojenie umozru-
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juce online sledovat spracovanie biologického
materidlu, kde participujuce pracoviskd mozu
priebezne dopifat Udaje, kazdy v rdmci svojej
¢asti vyskumu.

Zaver

Z&verom by sme sa chceli touto cestou po-
dakovat vietkym pacientom a ich pribuznym,
ktorf sa rozhodli zd¢astnit na studidch zame-
ranych na translac¢ny vyskum, a tym prispiet
k lepsiemu poznaniu onkologickych ochoreni
a v kone¢nom doésledku aj k lepSim liecebnym
vysledkom. Chceli by sme sa podakovat aj viet-
kym spolupracovnikom z Narodného onkologic-
kého Ustavu, Onkologického Ustavu sv. Alzbety,
Ustavu experimentalnej onkoldgie Slovenskej
akadémie vied, ako i jednotlivych pracovisk LF
UK a SAV, ktorych spolupraca umoznila a nadalej
umoznuje Uspesny priebeh tohto druhu vysku-
mu na Slovensku.
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