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Predkladana diplomova prace Veroniky Brynychové spada do kategorie praci
navazanych do vét§iho multidisciplinarniho vyzkumného celku, v tomto pfipadé
komplexni analyzy rané stfedovékého pohtebiSté. Genetickou analyzu kosternich
nalezti lze jisté sméle oznacit za jeden z hitll soucasné archeologie (vzhledem
k moznostem, jez nabizi), ovSem prekypujici celou fadou uskali, téZkosti a
zaludnosti, jak se méla moznost pfesvédcit i autorka oponované prace.

U tohoto typu studii byva nékdy tendenci (a to bohuzel i ze strany samotnych
autort1l) soustfedit se pouze na vlastni vysledek, pokud mozno co nejuspésnéjsi a
nékdy i zasadnim. Mé hodnoceni prace se tedy v zadném pfipadé nebude
odvijet od toho, jak ,GaspéSna“ analyza byla, z kolika procent zkoumaného
materialu byla ziskana analyzovatelna DNA a jak libivé novinové titulky by se mohly
na zakladé provedené studie objevit v Litoméfickém deniku (,Mlékojedsti jsou
potomky krdlovny ze Saby, fikaji védci“). To, co je pro hodnoceni podstatné, je
pfedevsim zpusob, jakym se autorka vyrovnala se zminovanymi uskalimi,
tézkostmi a zaludnostmi.

Autorka se v praci zabyva molekularné genetickou analyzou pohlavi
(amelogeninu) a vybranych autozomalnich STR lokust (THO1, D21S11, D8S1179 a
vWA) z materialu skeletalnich pozustatkt 23 jedinct subadulniho véku z rtiznych
casti pohrebisté. Cilem prace byla tzv. ,geneticka charakteristika“ tohoto
souboru, zahrnujici zaprvé stanoveni genetické diverzity a distribuce alel
véetné srovnani s jiz publikovanymi obdobnymi studiemi z jinych nalezist a
téz s recentni populaci, zadruhé bliZ§Si urceni mozné pfibuznosti téchto
jedincu.

Prvni ze stanovenych cili povazuji za jasny a legitimni, ke druhému -
hodnoceni pfibuznosti - bych méla namitky. Zpracovavany material a zvolena
polymorfnich lokusu, jakymi jsou STR, je pfi urcovani mozného biologického vztahu
tfeba k dosazeni smysluplné hladiny spolehlivosti analyzovat vice téchto markert.
4 STR lokusy mohou stacit nanejvySe na vylouceni vztahu-rodi¢ potomek (a i zde
bude cela fada faleSnych inkluzi, tj. vztah nebude vyloucen, ackoli ve skutecnosti
hypotéza o ném neplati). Potvrzeni rodiCovstvi neni za této situace mozné,
relevantnéj$§i hodnoceni jakychkoli nepfimych pfribuzenstvi neni mozné, a to ani u
bezproblémovych recentnich vzorkda. Vzhledem k tomu, ze se jedna o soubor
subadulti, nelze mezi nimi pfimé pfibuzenstvi (rodi¢-potomek) predpokladat;



ocekavat naopak Ilze Uplné a polovicni sourozenectvi, potazmo vzdalenéjsi
pfibuzenské vztahy. Rozpoznani uplnych sourozenct bude zcela nespolehlivé,
rozpoznani polovi¢nich sourozencu uz bude spadat do kategorie sci-fi. Pripoji-li se
k tomu jesté neduhy analyzy aDNA, tedy neuspéch pfi analyze nékterych lokusu a
nejistota spravného genotypovani zpusobena drop-outy a drop-iny, je vytycéeny cil
za danych okolnosti prakticky nedosazitelny. Analyzu by bylo tfeba rozsitit o
nékolik dalSich STR markert, vyborné by bylo samoziejmé doplnéni o HVR mtDNA,
pfipadné Y-chrz STR/SNP markery. Je ovSem nasnadé, ze by to znamenalo
nékolikanasobné navySeni vynalozenych financ¢nich prostfedkti, coz zfejmé nebylo
mozneé.

Prace pusobi velmi ucelenym dojmem, je logicky c¢lenéna do
standardnich kapitol a obsahuje bohaty doplikovy material v podobé pfiloh.
Je psana srozumitelné, odborné na dobré drovni, stylisticky pusobi pfijemné.
Autorce bych vytkla pouze obcasné pravopisné chyby hrubsiho zrna (soubor tvofili
déti — s. 26, 60, publikované vyzkumy zaznamenali sniZzeni — s.61, ranné stredovéky
—s. 10, 58...), a také jeji dosti liberalni pristup k pouzivani interpunkce, coz jsou
ovSem v zasadé marginalie.

V Uvodu se autorka vénuje jednak popisu zdrojové archeologické lokality,
jednak problematice analyzy tzv. aDNA. Tato teoreticka cast je zpracovana
kvalitné a pokryva vSechna teoreticki vychodiska price. Ctenif neznaly
problematiky zde ziska ucelenou a logicky clenénou informaci, podanou
pfehledné a srozumitelné. Zcela drobounkou vytku zaslouzi uvedeni nespravného
nazvu instituce na str. 10 (Ustav archeologie a pamdtkové péce severozdpadnich
Cech, spravné Ustav archeologické pamdtkové péce severozdpadnich Cech) a uziti
zastaralejSi literatury v kap. 1.2.1, tykajici se historie osidleni na Litoméficku
(Zapotocky 1965) — vhodnéjsi by bylo napf. Kotyza, O. — Smetana, J. — Tomas, J. a
kol. 1997: Dejiny mésta Litoméfic. Litomérice, s. 95-98. V ¢asti vénované genetické
problematice poukazuji pouze na dvé drobnéjSi nepfesnosti, a to na nespravny
termin Jednoduché nukleotidové polymorfizmy na str. 14 (termin se nepouziva,
spravné jednonukleotidové polymorfismy nebo neprekladat) a na nespravnou
formulaci na str. 17 ,Konvencni zpusob odhadovani pribuznosti genetickymi
metodami mezi dvéma jedinci je zalozen na pravdépodobnosti vyskytu dvou danych
genotypu za predpokladu urcitého pribuzenského vztahu® - spravné ...na
pravdépodobnosti dané miry shody téchto genotypt... (zni to podobné, statisticky je
to ovSem zcela jinde).

V casti Material a metody je popsano nalezové misto, vybér jedincu zavzatych
do testovani, charakter kosterniho materialu, zptasob vybéru vzorku a dale jsou
podrobné popsany uzité metody analyzy DNA. Tato pasaz je opét pfehledné a
kvalitné zpracovana, v principu muze slouzit jako velmi dobry , manual“ pro
autorciny nasledovniky. To, ze autorka namisto komeréné dostupnych (a finan¢né
velmi nakladnych) specializovanych kitd uzivala k analyze jejich individualné
pfipravované alternativy, bylo v tomto pfipadé nanejvys vhodné, nebot ji to pomohlo
osvojit si celou fadu laboratornich dovednosti, napfiklad optimalizace PCR vcetné
vyladovani multiplexovych reakci.




Kapitola Autentizace vysledkli se zabyva zcela zasadni oblasti analyzy aDNA,
coz je oveéfeni pravosti vysledkli analyzy. Pfistupy a postupy pouzité autorkou
jsou spravné, logické, je zfejmé, 2zZe autorka se dobfe seznamila
s potencialnimi riziky a snazila se jim vyhnout déinnymi opatfenimi. V této
souvislosti mam dotaz pouze ke konstatovani na strané 36 a obdobnému
konstatovani na strané 47 - ,Amplifikace byly opakovdany v pripadé vyskytu silné
inhibice s vysSsSim poctem jednotek polymerdazy a/nebo s pridanim bovinniho sérového
albuminu (BSA, 20 mg/ml, Fermentas) v koncentraci od 0,3-0,8 ug/ul. “—v praci jsem
nenasla (pfehlédla?), jak bylo urceno, ze se u negativniho vysledku PCR jedna o
inhibici a nikoli o nepfitomnost analyzovatelné DNA, pripadné jiny problém.

Cast Vysledky pfehledné a podrobné popisuje ziskané vysledky vcetné
logickych ,statistickych vystupu“, jako je UspéSnost amplifikace. Autorka zde
principialné dobfe pracuje s neidentickymi vysledky analyzy paralelnich
vzorku, hodnoti je kriticky a spravné rozpoznava nespolehlivi data od
spolehlivych. Opét je nutno konstatovat, ze pokud by méla moznost pouzit jesté
dalsi metody, vyrazné by to mohlo napomoci spolehlivosti dat — napf. u vzorkt
s mirné€ nejistym urcenim pohlavi by bylo idealni doplnit studii o analyzu Y-
markerti. Pasaz 5.2 tykajici se zjiSténé genetické diverzity a srovnani s jinymi
datovymi soubory je nutno povazovat za vyhradné ,cvicnou“, slouzici k osvojeni
danych postupt, jako skutecny vystup védecké studie by neméla obstat (byt se tak
u obdobnych studii ob¢as dé€je). Je postavena na datech 12 jedincti, coz je pro tento
typ hodnoceni opravdu malo, aplikované statistické postupy ztraceji svou

vypovidaci hodnotu. (Pro ilustraci: heterozygozita lokusu THO1 se u recentnich evropskych
populaci pohybuje v rozmezi 0,76-0,80. Budeme-li mit soubor 12 jedincli, pak u néj nikdy nemtizeme
zjistit heterozygotnost spadajici do tohoto rozmezi: bude-li heterozygotnich 9 z 12, bude Ho=0,75,
bude-li heterozygotnich 10 z 12, bude Ho=0,83).

V Diskusi se autorka zcela spravné soustfed'uje spiSe na neuspésSna a
problematicka mista studie a analyzuje jejich mozné pficiny. Zaroven
odhaduje, které faktory a alternativy postupu uspéSnost analyzy zlepSovaly, a
navrhuje mozna reSeni do budoucna, coz je nejlepsi cesta k budoucim laboratornim
uspéchum. Prosim o doplnujici komentar ke snimku gelu na obr. 2 na str. 58 —
ukazka kontaminace, nebot mi pfipada krajné nepravdépodobné, aby u
kontaminované negativni amplifikacni kontroly (NKP - na snimku zcela vpravo)
s tak silnym signalem Y-fragmentu X-fragment zcela absentoval.

Seznam literatury je obsahly a je zjevné, Ze autorka se tématu podrobneé
vénovala a pracovala s celou fadou ptavodnich odbornych studii.

Pfilohy jsou zapracovany jako podstatna soucast prace a lze v nich
nalézt velké mnozstvi podrobnych informaci. Vyhradu mam ke kvalité
fotografické dokumentace vzorku (autorstvi neni uvedeno) — maji-li mit snimky
skutecnou dokumentacni hodnotu a obsahovat nezkreslenou vizualni informaci,
musi byt dodrzeny urcité zasady (nepouzivani integrovaného, ale externiho
bipolarniho ¢i cirkularniho blesku, zasadné vkladani meéfitka do roviny ostfeni
kolmo na osu objektivu, nikoli pfed ¢i za, u objektr s dutinou v ose objektivu uziti
vyS$§iho clonového Cisla pro dosazeni potfebné hloubky ostrosti atd.) Dale prosim o



doplnujici komentar k obrazku ¢. 13 na strané 14 pfiloh — co je vyrazny band na
cca 60 bp v negativni PCR kontrole (NKP)?

Pfes uvedené vytky, pfipominky a poznamky (povinnost to oponentova)
je predlozena diplomova prace studentky Veroniky Brynychové zdafrila,
studentka plné prokazala schopnost orientovat se v problematice, kriticky
hodnotit data, analyzovat problémy a navrhovat jejich feSeni, a prace je tudiz
dobrym zakladem pro budouci samostatnou védeckou praci autorky. Jako
oponentka ji rada doporucuji k obhajobé.
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