Ustav hematologie a krevni transfuze, postovni pfihradka 74, U Nemocnice 1, 128 20 Praha 2

IC0 023 736

RNDr. Kristina Forsterova — §koln’telskv’ posudek

RNDr. Kristina Forsterova zahdjila své postgraduadlni PhD studium v Laboratofi molekulrni
biologie na I. interni klinice VFN v Praze v roce 2002. Pdvodnim tématem jeji prace byla
»Molekularni diagnostika minimalniho rezidualniho onemocr an u chronické lymfatické
leukemie, vyznam pro predikci a uplatnéni pfi terapeutickych postupech.” Prace byla
anotovdna v rdmci oborové rady ,,Molekuldrni a bunééna biologie, virologie a genetika”
Univerzity Karlovy v Praze. PGivodnim Zkolitelem doktorandky byia RNDr. Alena Stavickova,
CSc., na uvedeném pracoviéti.

Zadané téma mélo mit dle anotace riizné vystupy. Dr. Forstercva se méla ve své praci
zabyvat vyuZitim stavajicich metodik kvantitativni PCR pro prith&né monitorovani
hematologickych malignit u nemocnych lé€enych na 1. interni klinice konvenénimi zplsoby,
imunoterapii nebo vysokodavkovou terapii s autologni transptentaci kmenovych bunék; méla
se zabyvat vyvojem a vyuZitim metodik s citlivosti vhodnou pro raolekuldrni monitoring
hladiny minimalniho reziduainiho onemocnéni (MRO) a sledovdnim klinické vyznamnosti
zmén hladiny MRO; méla zavést kvantitativni monitorovani exprese nékterého onkogenu se
zietelem na vyuZiti v diagnostice lymfoproliferaci. V

Popis Cinnosti studenta: Kandidatka od pocatku svého doktorandského studia se vénovala
molekuldrnimu hodnoceni minimélniho rezidusiniho onemocnéni {MRO) v Laboratofi
molekuldrni biologie na I. interni klinice VFN pod vedenim Dr. Slavi¢kové. Hodnoceni MRO
bylo na laboratofi rutinni &innosti, MRO byla hodnocena nejzn u pacientd s chronickou
lymfatickou leukemii (CLL), ktera byla tématem prace uchazetky, ale také u nemocnych non-
hodgkinskymi lymfomy. LaboratoF méla jiz v té dobé vypracovany metodiky pro kvalitativn{
hodnoceni MRO pomoci PCR metodiky, pfi které jsou amplifikovany CDR3 oblasti /g, genu.
Citlivost tohoto hodnoceni neni velk4, pohybuje se kolem 10°. Vedle toho byla na laboratofi
vyvijena v podstaté semikvantitativni metoda hodnoceni pfitomnosti klonalni pFestavby
CDR3, uZivajici vnitfniho standardu (genu RAS). Dr. Forsterova se od zacatku svého pusobeni
na uvedeném pracovisti zapojila do prace na zavedeni téchto metodik. Oproti pdvodnimu
zaméru nebyly vyvijeny kvantitativni metodiky sledovani MRO, nybrs pouze
semikvantitativni. Divodem bylo pfedeviim to, Ze Laborato? molekulérni biologie (resp.
vedouci laboratofe - pGvodni ékolitelka kandidatky) na I. interni klinice nedala kandidatce k
dispozici zafizeni, které by kvantitativni stanoveni umoziovaio (tj. PCR v redlném &ase). Dr.
Forsterovd na zdkladé svého studia literatury se zacala také zabyvat otazkou, zda by
metylacni stav promotorii nékterych genti nemohl byt markerem pokroZilosti CLL, event. zda
by nemohl byt jakymsi univerzalngjg&im markerem MRO u tohnto onemocnéni.
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Pavodni prioritou prednosty kliniky (v té dobé prof. Klenera), ktery byl odpovédny za
pfidélené téma doktorandské prace, bylo hodnoceni MRO po podani 4 kar lé¢ebného
protokolu FCR (fludarabin — cyklofosfamid — rituximab 375 mg/m? bez eskalace davky po I.
cyklu) a srovnani dynamiky MRO po ukonceni tohoto protokolu u nemocnych, ktefi
podstoupili navic autologni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (AHSCT) a u
pacientd, ktefi jiz dale elektivné neméli byt Ié¢eni. Problémem pro puvodni téma
doktorandky bylo to, Ze (pfedpokladatelné) byl program AHSCT na klinice utlumen ve shodé
s trendy ve svété, a tudiZ soubor autotransplantovanych pacientt s CLL byl relativné maly.
Téma, z néj vyplyvajici soubor pacient(, a navic ponékud zastarald metodika hodnoceni PCR

neumoznovaly Dr. Forsterové publikaéni vystupy.

V r. 2008 (téz v souvislosti s odchodem 3kolitelky, Dr. Slavi¢kové, do dichodu) zazadala Dr.
Forsterovd o zménu skolitele, kterym jsem se stal ja. V té dobé byl zhodnocen Soubor 1,
zminovany téZ v disertaci, ve kterém byl hodnocen metyla¢ni stav promotor( nékterych
genU (p15, p16, SHP1, DLC1 a laminu A/C) u pacient( po podavani protokolu FCR, ktefi budto
podstoupili nebo nepodstoupili AHSCT. Tuto analyzu dala pozdéji Dr. Forsterova do tisku,
jako jakousi pilotni studii na toto téma, nebot v literatufe nebyly o vétsiné z uvedenych gent
Zadné udaje v souvislosti s CLL. Nanestésti v té dobé a v ¢asové tisni s ohledem na ukonéeni
PhD studia byl prijat ¢lanek pouze v Casopise s relativné nizkym impact faktorem (Folia
biologica). Nicméné z mého pohledu disertace obsahuje velmi zajimavé udaje, které se
dotykaji krucidlnich otazek spojenych s AHSCT u CLL. Vysledky ukazuji, Ze pro vysledek lé¢by
neni rozhodujici, zda je v autolognim Stépu pfimés CLL bunék (tedy, zda je PCR-pozitivni), ale
spiSe na PCR statutu pacienta pfed provedenim AHSCT (statisticky se jedna o trend).
Vysledky také ukazuji, Ze pacienti podstoupivsi AHSCT zUstali déle v molekularni remisi, nez
pacienti netransplantovani (samozifejmé, Ze ze soucasného pohledu nebyli vétsinou
vysokorizikovi pacienti v souboru 1 dostatecné zaléceni pouze 4 kirami FCR, a to jeSté s
mozna suboptimdlni ddvkou rituximabu — proto mdze byt role AHSCT v tomto souboru
vyznamnéjsi). Z molekularniho hlediska je v uvedené préci zajimavy nalez, Ze metylace
promotor( vice genl skutecné koreluje s klinickym stadiem CLL dle Raie. Vzhledem k
souboru hodnocenych pacienti se snaZila Dr. Forsterova rozsah hodnocenych pacientt
rozsifit — vznikl tak soubor 2, ve kterém jiz neni vyznamna pfevaha pacientt s
vysokorizikovymi atributy (nemutovanym stavem IgV}; gent a delecemi 11q a 17p). | vtomto
souboru (82 pacient() byl ovéfen vztah mezi metylacemi nékolika gen( a klinickym stadiem.
Konecné zavedla i skuteéné kvantitativni real-time PCR metodiku pro stanoveni metylace
genu DLC1. Otevienou otdzkou z(stavd, zda metylace nékterého z Dr. Forsterovou
sledovanych genll by se mohla stat jakymsi univerzalnim cilem sledovani MRO u
lymfoproliferaci. Vysledky naznacovaly, Ze kandidatem by mohl byt metylaéni stav genu
DLC1. Z testovanych gen(i bylo dosaZeno 70% shody mezi metylaci tohoto genu a pozitivity
pfi amplifikaci CDR3 oblasti Igy pomoci ,,consensus” PCR. Naopak metylace DLC1 byla
prokazatelnd i v fadé pfipad(, u kterych byla klasicka ,,consensus” PCR negativni. Tento
vysledek mGzZe naznadovat vys3si citlivost tohoto nového vysetfeni, avSak na druhé i event.
jeho niZsi specificitu. Obavu vSak vzbuzuje nepfitomnost metylace DLCI ve 4/53 dvojic
stanoveni obéma metodami, kdy byla amplifikovatelna CDR3 oblast, ale nikoli metylovany
gen DLCI. Ani pfi kvantitativnim stanoveni metylovaného genu DLCI a jeho srovnani

s vysledkem ,,consensus” PCR nebyly jednoznacné. Do budoucna bude nutné vysledky
metylace DLCI srovnat s citlivéj$i metodou detekce MRO, napt. s PCR v redlném Case s
alelicky specifickymi primery pro amplifikaci IgVy gend.




Hodnoceni studenta: Dr. Forsterova méla z mého pohledu ponékud smalu na zadané téma a
predevsim na pracovisté, kde méla praci vykonat. Byla na tu prdci v podstaté sama, bez -
podpory vedeni laboratore. Z toho také prameni relativné malo vysledk( a malo publikaci,
které vSak formalné spliuji minimum k ziskani hodnosti PhD. Na druhou stranu uchazeéku
znam jako velice inteligentni a pracovitou biolozku, ktera ma rozsahly prehled v fesené
tematice (dobfe to, myslim, doklada jeji literarni pfehled v sepsané disertaci), ale i v oborech
souvisejicich s feSenou problematikou, véetné klinické problematiky CLL. Za posledni 2 roky
vykonala velké mnoZstvi prace.

Vysledky disertace se objevily ve 2 ¢lancich v ¢asopisech s impact faktorem a ve 3
abstraktech ze sympdzii. Dale ma kandidatka publikace ze své spoluprédce na jinych
tématech. Myslim, Ze Dr. Forsterova viechny zadané ukoly z anotace doktorandského studia
naplnila. Jako doktorandka mj. také prokazala (i s ohledem na jistou absenci jejiho vedeni),
ze dokazZe pracovat a premyslet naprosto samostatné, je schopna vysokého pracovniho
nasazeni a dle mého ndzoru md do budoucna vSechny predpoklady se dobfe uplatnit ve
védecké praci.

Zavér: Dr. Forsterova je mimoradné talentovanou védeckou pracovnici, schopnou
samostatné prace, coZ osvédcila ve svém postgradualnim studiu. Domnivam se, Ze pfi
splnéni vsech danych podminek by ji titul PhD néleZel plnym pravem.
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