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POSUDOK NA DIPLOMOVU PRACU Be. Nikoly Kormundové s nazvom: ,,Metody detekce
sniZené imunitni odpovédi u pacientd po kardiochirurgické operaci®.

Predlozend diplomové praca je zamerana na popis a pouzitie klasickych detekénych metod za ticelom:

a. kvantifikdcie mnozstva produkovaného IFNy vo vzorkdch heparizovanej krvi odobratej
pacientom pred a po kardiochirurgickej operacii, a ich naslednej aktivacii in vitro inkubaciou s
anti-CD3 protilatkou a R848, agonistom receptorov TLR7/8, pomocou dvoch metdd, a to
ELISA a l'udskych reportérovych buniek HEK293;

b. meranie percentudlneho zastipenia monocytov, lymfocytov a CD3" T-buniek u vysSie
uvedenych pacientov pomocou cytometrie.

c. kvantifikdcia mnozstva produkovaného IFNy z monocytov, leukocytov, a T buniek
izolovanych zo zdravych darcov po ich stimulacii s LPS a R848 (monocyty), alebo v ich
kombindcii s IL-2 a anti-CD3 a to pomocou l'udskych reportérovych buniek HEK293, alebo
sekrecnej eseje.

Po formaélnej stranke je diplomova praca v zhode s doporucenymi parametrami, obsahuje abstrakt,
literarny prehl'ad, ciele diplomovej prace, materidl a metddy, vysledky, diskusiu, zaver a zoznam
pouzitej literatiry. Jedna sa o revidovant verziu diplomové prace, ale vzh'adom k tomu, Ze som tato
pracu v jej prvom neuspesnom kole obhajoby neoponoval, k jej hodnoteniu som pristupoval nezavisle
a bez predsudkov. Musim vSak konStatovat’, ze praca stale trpi mnohymi obsahovymi nedostatkami,
ktoré uvadzam nizSie:

-nazov diplomovej prace neodrdza objektivne skutkovi néapln prace. Znacna cCast' vysledkov je
vykonand na bunkach izolovanych zo zdravych jedincov, ktori su vekovo ovela mladsi ako
analyzovani pacienti. Ako takto ziskané experimentalne vysledky navzdjom suvisia (pacienti versus
zdravi donorcovia) ostal autorkou nevyjasneny;

-v abstrakte je zasadna diskrepancia: autorka uddva, Ze u zdravych donorcov krvi najvysSiu
produkciu IFNy vykazovali izolované T lymfocyty, zatial¢o v kapitole 7.6 (asi str. 58, strany
diplomovej prace, ako som ju obdrzal, st neoCislované) autorka uvadza, Ze najvysSiu produkcii mali
NK bunky;

-literarny prehPad je hodne ladeny medicinsky, tj. zamerany na odborny popis kardiochirurgického
zakroku a jeho systémové komplikéacie. Z imunologického hladiska obsahuje len dost’ povrchny popis
sepse a cytokinov, ktoré tento stav podporuju, alebo ho naopak inhibuji. Avsak potencidlne dolezité
aspekty imunologickych procesov suvisiacich s postoperatnym stavom pacientov ostali uplne
nepovs§imnuté, alebo len naznacené. Napriklad, pojmy ako chirurgické trauma, kontakt krvi s umelymi
povrchmi a ischemicko-reperfizne poskodenie ostali bez hlbsej vyznamovej imunologickej analyzy.
Ako dalsi priklad uvediem, ze autorka zmieiiuje, ze pocas kardiopulmonalneho bypassu bezne
dochadza k naruSeniu funkcie imunitného systému. AvSak konkrétne, ¢i mozné mechanizmy nie st
podrobne diskutované. Napriklad uplne chyba zmienka ,,Danger teérie“ od Polly Matzinger, ktora by
v literarnom prehl'ade, v kontexte kardiochirurgickej operacie, mala byt uvedena a vysvetlena. Dalgim
negativom tejto Casti diplomovej prace je fakt, ze literdrny prehl’ad, ktory si doslova ziada ilustracie
pre lepSie pochopenie vysvetlenia samotnej kardiochirurgickej operacie a pre znazornenie vztahu
jednotlivych fyziologickych parametrov, ktoré ovplyviiuji vysledok operacie, ziadnu ilustraciu
neposkytuje. Navyse, literdrny prehl'ad je zaloZeny na relativne vysokom pocte prehladnych ,review*
¢lankov. Pritom mnohé klucové primarne ¢lanky, ktoré popisuji rovnaké, alebo podobné pristupy ako
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pouzila autorka (napr. Referencie #40-43), si uvedené az v diskusii. To spdsobuje, Ze recenzent straca
objektivny prehl'ad ¢i popisované experimentalne vysledky su originalne, alebo len opakuju to, o je
v literatire uz dokumentované. Umiestnenie a zaver pomerne rozsiahlej podkapitoly literarneho
prehladu s nazvom ,,Interferon gamma®, nie je organicky vsadeny do kontextu tejto kapitoly. AZ po
precitani experimentalnej Casti sa ponuka vysvetlenie preco tato kapitola existuje. Navyse, kapitola
7.2.2. tplne chyba.

Ciele diplomovej prace st do urcitej miery nejasne a nepresne formulované. Autorka piSe, Ze
hlavnym cielom prace je ,,overenie pozorovania, ze schopnost’ odpovede na mikrobidlny podnet je v
imunitnych bunkach po kardiochirurgickej operacii negativne ovplyvnena®. AvsSak literarny prehl’ad
takyto scendr nijak zvlast’ neanalyzuje, a tym neposkytuje logicky dovod na jeho postulaciu. Nie je
jasné, preCo R848 sa vybral ako reprezentant mikrobidlneho podnetu. Navyse autorka v tomto scenari
neuvazuje o NK, resp. NKT bunkéch, ktoré ako sama piSe, st najddlezitejSim zdrojom IFNy. Nie je
definované, ¢o autorka mysli pod pojmom ,,meranie funk¢nej kapacity buniek u pacientov®. Tiez nie
je jasné, aku fyziologicko-funként spojitost’ maju ciele ¢islo 1 a 3?

Kapitola Metody, 4.4.1. popisuje experiment titracie LPS a R848, ktory nie je v experimentalnej Casti
uvedeny. Takze sa ned4 dohl'adat’, aké koncentracie boli nakoniec pouzité naprie¢ experimentami, kde
sa tieto stimulanty pouzivali, konkrétne graf ¢. 1, 6, 7 a 8. Nie je zdovodnené, preco sa pri
stimulaciach buniek nepouzila taktiez kombinécia IL-2 + anti-CD3 + LPS.

Vysledky obsahuju nepresnosti, chyby a formalne nedostatky. Zmienim len niekol’ko. Kapitoly 7.1.1,
7.1.2, 7.2.1., 7.2.3 a 7.2.4. obsahuju prvych 4-6 textovych riadkov, ktoré su uplne, alebo takmer
totozné, €o je velmi nestandardné. Kapitola 7.3 by podla ndzvu mala uvadzat’ gatovacie stratégie, ale
vSetky tri panely predstavuji len ,,dot-ploty* urcitych bunecnych subpopulacii. Grafy #1 a #2 by mali
byt prezentované ako ,,paired graph®, ¢o by umoznili hlbsiu analyzu ziskanych vysledkov. Praca by
mala v prilohe obsahovat vsetky konkrétne namerané vysledky, aby sa dali overit’ vypocty parametrov.
Znacenie p-hodnét (p-values) pomocou hviezdiciek je pouzivané neStandardne, napr. **+p<0,0001.
Gaty na obrazkoch v podkapitole 7.6.2 a 7.6.3 sa zdajii byt’ nastavené nepresne medzi kontrolnou a
testovacou vzorkou. Stradnice y na grafoch €. 3, 4 a 5 nie su spravne oznacena. Chybaju popisky
obrazkov uvedenych v kapitolach 7.3.1, 7.3.2 a 7.3.3. Navyse v celej kapitole 7.6 chyba Statistika.

Diskusia casto trpi nepresnych vyjadrovanim sa autorky €o sa tyka interpretacie vysledkov. Napr., str.
60: ..U pacienti bylo pozorovdno zna¢né snizeni produkovaného IFNy, které nastalo hned po
operaci....““. Autorka tu odkazuje na fakt, Ze znac¢ne znizené produkcia IFNy bola zaznamenana na vzorke
plnej krvi po ich kombinac¢nej stimulacii v in vitro podmienkach, ¢o su dva uplne odli§né typy vysledkov. V tejto
stvislosti sa naskyta otdzka, ¢i autorka merala kolisanie IFNy priamo v krvi pacientov odobratej pred a
kardiochirurgickom zikroku? Dalsim prikladom je tvrdenie autorky o korelacii vysledkov tejto studie so §tidiou
Schintela a kolegov. AvSak tato korelacia nie je na pacientoch nijak experimentalne podlozena a pdsobi
arteficialne. Takychto nepresnych, alebo zavadzajucich vyrokov je v diskusii niekol’ko. Na strane #63 je zle
uvedend, resp. nesformatovand citacia (Ong, 2019). Celkove, diskusia neposkytuje vysvetlenie
nameranych zmien produkcie IFNy bunkami krvi z kardiochirurgickych pacientov a neodpoveda ani na
otazku ako je tato zmenena produkcia relevantna pre samotnych pacientov.
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K praci mam niekol’ko dopliiujticich otazok:

1. Mohli by ste stru¢ne opisat, akd bola Vasa kontribucia v danom projekte, ktoré experimenty
ste vy sama vykonala, pri ktorych experimentoch Vam pomahali ¢lenovia laboratéria, a ktoré
ste nevykonala?

2. Existuju tri typy l'udskych monocytov, ktoré sa fenotypovo odlisuju. Myslite si, Ze Vasa
gatovacia strategie zahfna vsetky tieto subtypy monocytov?

3. Aka bola reproducibilita vysledkov, ked’ v kapitole 7.1.1 priznavate, ze IFNy ELISA
vykazovala znizenu reproducibilu, ale nijak to experimentalne nedokladujete. Kolkokrat ste
merania opakovali?

4. Aké je vysvetlenie znizenej produkcie hladiny IFNg zo stimulovanych buniek krvi?

5. Preco je tak velky rozdiel v koncentracii IFNy nameranom pomocou ELISA testu vs 'udskych
reportérovych buniek HEK293? Taktiez mnoZzsva IFNynamerané v3. dni po operacii sa
diametralne lisia od referencnej hodnoty nameranej pred operaciou (graf ¢.1. versus ¢.2).

6. Mohli by ste ku grafom ¢. 12 a 13 ukdzat’ FMO kontroly a Statistickt analyzu vSetkych troch
meranych vzoriek na kazdy z uvedenych experimentov?

7. Je TLR7/8 exprimovany na T lymfocytoch?

8. Odkial pochéadza gatovacia stratégia zobrazena na grafe ¢. 9?

9. Co nové priniesla Vaga praca v porovnani s inymi stdiami na ktoré sa v diskusii odvolavate
(citacie 41, 42 a 43)?

10. Preco koncentraciu LPS uvadzate v ng/ml a R848 v uM?

Napriek metodickym, interpretanym a formdlnym obmedzeniam predlozenej prace by som chcel
vyzdvihnut, ze diplomantka musela zvlddnut niekolko dolezitych a v sucasnej dobe casto
pouzivanych metdd imunologického vyskumu. Je velmi dolezité posudit, do akej miery nedostatky
v diplomovej praci, ktoré som tu spomenul, si vysledkom nedostatocnej komunikacie medzi autorkou,
veducim Skolitelom a zdstupcami katedry, ktori st vSetci do urCitej miery zodpovedni za dohlad,
konzultacie a odbornti pomoc Studentom pocas vykonavania diplomovej prace. Tieto aspekty bude
potrebne vyjasnit pocas obhajoby. Tiez bude vel'mi zdlezat, ako sa uchizacka o magistersky titul
popasuje s obhajobou svojej prace, kritikou oponenta a odpoved’ami na jeho otdzky ako i otdzky z
pléna. Konecné hodnotenie se bude urCite odvijat’ od kvality obhajoby a vyjasnenia podielu
uchadzacky na nedostatkoch v jej diplomovej praci.
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