
 

 
 

POSUDOK NA DIPLOMOVÚ PRÁCU Bc. Nikoly Kormundové s názvom: „Metody detekce 
snížené imunitní odpovědi u pacientů po kardiochirurgické operaci“. 

Predložená diplomová práca je zameraná na popis a použitie klasických detekčných metód za účelom:  
a. kvantifikácie množstva produkovaného IFNg vo vzorkách heparizovanej krvi odobratej 

pacientom pred a po kardiochirurgickej operacii, a ich následnej aktivácii in vitro inkubáciou s 
anti-CD3 protilátkou a R848, agonistom receptorov TLR7/8, pomocou dvoch metód, a to 
ELISA a ľudských reportérových buniek HEK293; 

b. meranie percentuálneho zastúpenia monocytov, lymfocytov a CD3+ T-buniek u vyššie 
uvedených pacientov pomocou cytometrie.  

c. kvantifikácia množstva produkovaného IFNg z monocytov, leukocytov, a T buniek 
izolovaných zo zdravých darcov po ich stimulácii s LPS a R848 (monocyty), alebo v ich 
kombinácii s IL-2 a anti-CD3 a to pomocou ľudských reportérových buniek HEK293, alebo 
sekrečnej eseje. 

 
Po formálnej stránke je diplomová práca v zhode s doporučenými parametrami, obsahuje abstrakt, 
literárny prehľad, ciele diplomovej práce, materiál a metódy, výsledky, diskusiu, záver a zoznam 
použitej literatúry. Jedná sa o revidovanú verziu diplomové práce, ale vzhľadom k tomu, že som túto 
prácu v jej prvom neúspešnom kole obhajoby neoponoval, k jej hodnoteniu som pristupoval nezávisle 
a bez predsudkov. Musím však konštatovať, že práca stále trpí mnohými obsahovými nedostatkami, 
ktoré uvádzam nižšie: 
 
-názov diplomovej práce neodráža objektivne skutkovú náplň práce. Značná časť výsledkov je 
vykonaná na bunkách izolovaných zo zdravých jedincov, ktorí sú vekovo oveľa mladší ako 
analyzovaní pacienti.  Ako takto získané experimentálne výsledky navzájom súvisia (pacienti versus 
zdravi donorcovia) ostal autorkou nevyjasnený; 
 
-v abstrakte je zásadná diskrepancia: autorka udáva, že u zdravých donorcov krvi najvyššiu 
produkciu IFNg vykazovali izolované T lymfocyty, zatialčo v kapitole 7.6 (asi str. 58, strany 
diplomovej práce, ako som ju obdržal, sú neočíslované) autorka uvádza, že najvyššiu produkcii mali 
NK bunky;  
 
-literárny prehľad je hodne ladený medicínsky, tj. zameraný na odborný popis kardiochirurgického 
zákroku a jeho systémové komplikácie. Z imunologického hladiska obsahuje len dosť povrchný popis 
sepse a cytokínov, ktoré tento stav podporujú, alebo ho naopak inhibujú. Avšak potenciálne dôležité 
aspekty imunologických procesov súvisiacich s postoperačným stavom pacientov ostali úplne 
nepovšimnuté, alebo len naznačené. Napríklad, pojmy ako chirurgické trauma, kontakt krvi s umelými 
povrchmi a ischemicko-reperfúzne poškodenie ostali bez hlbšej významovej imunologickej analýzy. 
Ako ďalší príklad uvediem, že autorka zmieňuje, že počas kardiopulmonálneho bypassu bežne 
dochádza k narušeniu funkcie imunitného systému. Avšak konkrétne, či možné mechanizmy nie sú 
podrobne diskutované. Napríklad úplne chýba zmienka „Danger teórie“ od Polly Matzinger, ktorá by 
v literárnom prehľade, v kontexte kardiochirurgickej operácie, mala byť uvedená a vysvetlená. Ďalším 
negatívom tejto časti diplomovej práce je fakt, že literárny prehľad, ktorý si doslova žiada ilustrácie 
pre lepšie pochopenie vysvetlenia samotnej kardiochirurgickej operácie a pre znázornenie vzťahu 
jednotlivých fyziologických parametrov, ktoré ovplyvňujú výsledok operácie, žiadnu ilustráciu 
neposkytuje. Navyše, literárny prehľad je založený na relatívne vysokom počte prehľadných „review“ 
článkov. Pritom mnohé klúčové primárne články, ktoré popisujú rovnaké, alebo podobné prístupy ako 



 

 
 

použila autorka (napr. Referencie #40-43), sú uvedené až v diskusii. To spôsobuje, že recenzent stráca 
objektivny prehľad či popisované experimentálne výsledky sú originálne, alebo len opakujú to, čo je 
v literatúre už dokumentované. Umiestnenie a záver pomerne rozsiahlej podkapitoly literárneho 
prehľadu s názvom „Interferon gamma“, nie je organicky vsadený do kontextu tejto kapitoly. Až po 
prečítaní experimentálnej časti sa ponúka vysvetlenie prečo táto kapitola existuje. Navyše, kapitola 
7.2.2. úplne chýba. 
 
Ciele diplomovej práce sú do určitej miery nejasne a nepresne formulované. Autorka píše, že 
hlavným cieľom práce je „overenie pozorovania, že schopnosť odpovede na mikrobiálny podnet je v 
imunitných bunkách po kardiochirurgickej operácii negatívne ovplyvnená“. Avšak literárny prehľad 
takýto scenár nijak zvlášť neanalyzuje, a tým neposkytuje logický dôvod na jeho postuláciu.  Nie je 
jasné, prečo R848 sa vybral ako reprezentant mikrobiálneho podnetu. Navyše autorka v tomto scenári 
neuvažuje o NK, resp. NKT bunkách, ktoré ako sama píše, sú najdôležitejším zdrojom IFNg. Nie je 
definované, čo autorka myslí pod pojmom „meranie funkčnej kapacity buniek u pacientov“.  Tiež nie 
je jasné, akú fyziologicko-funkčnú spojitosť majú ciele číslo 1 a 3? 
 
Kapitola Metódy, 4.4.1. popisuje experiment titrácie LPS a R848, ktorý nie je v experimentálnej časti 
uvedený. Takže sa nedá dohľadať, aké koncentrácie boli nakoniec použité naprieč experimentami, kde 
sa tieto stimulanty použivali, konkrétne graf č. 1, 6, 7 a 8. Nie je zdôvodnené, prečo sa pri 
stimuláciách buniek nepoužila taktiež kombinácia IL-2 + anti-CD3 + LPS. 
 
Výsledky obsahujú nepresnosti, chyby a formálne nedostatky. Zmienim len niekoľko. Kapitoly 7.1.1, 
7.1.2, 7.2.1., 7.2.3 a 7.2.4. obsahujú prvých 4-6 textových riadkov, ktoré sú úplne, alebo takmer 
totožné, čo je veľmi neštandardné. Kapitola 7.3 by podla názvu mala uvádzať gatovacie stratégie, ale 
všetky tri panely predstavujú len „dot-ploty“ určitých bunečných subpopulácii. Grafy #1 a #2 by mali 
byt prezentované ako „paired graph“, čo by umoznili hlbšiu analýzu ziskaných výsledkov. Práca by 
mala v prílohe obsahovat všetky konkrétne namerané výsledky, aby sa dali overiť výpočty parametrov. 
Značenie p-hodnôt (p-values) pomocou hviezdičiek je používané neštandardne, napr. ***p<0,0001. 
Gaty na obrázkoch v podkapitole 7.6.2 a 7.6.3 sa zdajú byť nastavené nepresne medzi kontrolnou a 
testovacou vzorkou. Súradnice y na grafoch č. 3, 4 a 5 nie sú správne označená. Chýbajú popisky 
obrázkov uvedených v kapitolách 7.3.1, 7.3.2 a 7.3.3. Navyše v celej kapitole 7.6 chýba štatistika.  
 
Diskusia často trpí nepresných vyjadrovaním sa autorky čo sa týka interpretácie výsledkov. Napr., str. 
60: „...U pacientů bylo pozorováno značné snížení produkovaného IFNg, které nastalo hned po 
operaci....“. Autorka tu odkazuje na fakt, že značne znížená produkcia IFNg bola zaznamenaná na vzorke 
plnej krvi po ich kombináčnej stimulácii v in vitro podmienkach, čo sú dva úplne odlišné typy výsledkov. V tejto 
súvislosti sa naskytá otázka, či autorka merala kolísanie IFNg priamo v krvi pacientov odobratej pred a 
kardiochirurgickom zákroku? Ďalším príkladom je tvrdenie autorky o korelacií výsledkov tejto štúdie so štúdiou 
Schintela a kolegov. Avšak táto korelácia nie je na pacientoch nijak experimentálne podložená a pôsobí 
arteficiálne. Takýchto nepresných, alebo zavádzajúcich výrokov je v diskusii niekoľko. Na strane #63 je zle 
uvedená, resp. nesformátovaná citácia (Ong, 2019). Celkove, diskusia neposkytuje vysvetlenie 
nameraných zmien produkcie IFNg bunkami krvi z kardiochirurgických pacientov a neodpovedá ani na 
otázku ako je táto zmenená produkcia relevantná pre samotných pacientov. 
 
 
 
 



 

 
 

K práci mám niekoľko doplňujúcich otázok: 
 

1. Mohli by ste stručne opísat, aká bola Vaša kontribúcia v danom projekte, ktoré experimenty 
ste vy sama vykonala, pri ktorých experimentoch Vam pomáhali členovia laboratória, a ktoré 
ste nevykonala? 

2. Existujú tri typy ľudských monocytov, ktoré sa fenotypovo odlišujú. Myslíte si, že Vaša 
gatovacia strategie zahŕňa všetky tieto subtypy monocytov?  

3. Aká bola reproducibilita výsledkov, keď v kapitole 7.1.1 priznávate, ze IFNg ELISA 
vykazovala zníženú reproducibilu, ale nijak to experimentálne nedokladujete. Kolkokrát ste 
merania opakovali?  

4. Aké je vysvetlenie zníženej produkcie hladiny IFNg zo stimulovaných buniek krvi? 
5. Prečo je tak veľký rozdiel v koncentrácii IFNg nameranom pomocou ELISA testu vs ľudských 

reportérových buniek HEK293? Taktiež množsvá IFNg namerané v 3. dni po operácii sa 
diametrálne líšia od referenčnej hodnoty nameranej pred operáciou (graf č.1. versus č.2). 

6. Mohli by ste ku grafom č. 12 a 13 ukázať FMO kontroly a štatistickú analýzu všetkých troch 
meraných vzoriek na každý z uvedených experimentov? 

7. Je TLR7/8 exprimovaný na T lymfocytoch? 
8. Odkial pochádza gatovacia stratégia zobrazená na grafe č. 9?  
9. Čo nové priniesla Vaša práca v porovnaní s inými stúdiami na ktoré sa v diskusii odvolávate 

(citácie 41, 42 a 43)? 
10. Prečo koncentráciu LPS uvádzate v ng/ml a R848 v µM? 

 
Napriek metodickým, interpretačným a formálnym obmedzeniam predloženej práce by som chcel 
vyzdvihnúť, že diplomantka musela zvládnut niekoľko dôležitých a v súčasnej dobe často 
používaných metód imunologického výskumu. Je velmi dôležité posúdiť, do akej miery nedostatky 
v diplomovej práci, ktoré som tu spomenul, sú výsledkom nedostatočnej komunikácie medzi autorkou, 
vedúcim školitelom a zástupcami katedry, ktorí sú všetci do určitej miery zodpovední za dohľad, 
konzultácie a odbornú pomoc študentom počas vykonávania diplomovej práce. Tieto aspekty bude 
potrebne vyjasnit počas obhajoby. Tiež bude veľmi záležať, ako sa ucházačka o magisterský titul 
popasuje s obhajobou svojej práce, kritikou oponenta a odpoveďami na jeho otázky ako i otázky z 
pléna. Konečné hodnotenie se bude určite odvíjať od kvality obhajoby a vyjasnenia podielu 
uchadzačky na nedostatkoch v jej diplomovej práci.  
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