11/17/2023

Kontrole

* NuZan dio eksperimentalnog dizajna u biologiji i prirodnim
znanostima

* Kontrola je referenca sa kojom se rezultat eksperimentalne
manipulacije moze se usporediti.

Dodatak vitamina u hrani laboratorijskih
stakora dovodi do dugovjecnosti.

Idealna kontrola?

Idealna kontrola bi bio isti Stakor netretiran
Tezimo idealizaciji kontrole

Potrebna je kontrolna grupa koja je u svakom
smislu identi¢na tretiranoj (eksperimentalnoj)
grupi osim po eksperimentalnom tretmanu
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Sto znaci — identi¢na u svakom smislu?

* Pitanje koje treba definirati u skladu s hipotezom

* U navedenom slucaju — ista linija Zivotinja, isto porijeklo,
isti uvjeti kultivacije i sl.

* Kontrolna grupa nam omogucduje praéenje utjecaja
dodatka vitamina u hrani

KONTROLA

* Svaki skup replika koji prolazi isti tretman (identi¢na u svakom smislu)
kao i eksperimentalan set, osim izlaganja faktoru od interesa

* U balansiranom dizajnu velicine tretiranog uzorka i svih kontrolnih
uzoraka trebaju biti identi¢ne
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Pristranost eksperimentatora obzirom na kontrolnu
skupinu

Istrazivac treba biti indiferentan u odredivanju subjekta i kontrole.

Nasumiéno dodjeljivanje (uzorkovanje) s istim dodatnim pretpostupcima

Tipovi pokusa s obzirom na kontrolnu skupinu

- slijepi (procjenjivac¢ ne zna je li uzorak iz tretirane ili netretirane
skupine

- dvostruko slijepi (procjenjivac ni uzorak ne znaju u kojoj su skupini,
dodatno se pokus ojacava placebom = potpuno identi¢an pravom
tretmanu, osim parametra koji se istrazuje)

Eksperimentalni dizajn obzirom na kontrolu

* Tipovi kontrolnih skupina

1. Negativna (netretirana)

2. Pozitivna kontrola (npr. manipulacija
poznatim tretmanom za koji znamo ishod)

3. Povijesna

Ruxton GD, Colegrave N. Experimental Design for the Life Sciences, Oxford University Press, New York, 2011
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H: Novi tretman u lije€enju bolesti daje bolje rezultate od
trenutno primjenjivanog.

1) Usporedba novog tretmana i netretiranog —ne odgovara na pitanje nego
pokazuje odnos tretiranog i netretiranog (jednostavan dizajn,
jednofaktorijalni s dvije razine)

2) Uvodenje samo pozitivne kontrole (Sto bi se dogodilo da imamo samo
pozitivnu kontrolu i tretman? Koji nam podaci mogu promaknuti?)
(jednostavan dizajn, jednofaktorijalni s dvije razine)

3) Uvodenje dviju kontrola — pozitivne i negativne

4) Primjena “povijesne” kontrole tj. Postojecih znanja o primjenjivanoj
metodi (kada koristiti)?

Efektivnost kontrole

* |strazivanje “sréanog elektrostimulatora” na dugovjecnost Stakora.

Kontrolna skupina?

Eticnost kontrola

¢ Bolje ne eksperimentirati uopce nego izbaciti kontrole (ili
koristiti loSe i zastarjele statistike kao kontrole (povijesne
kontrole)

¢ Primjena nebalansiranog dizajna
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Razmislite o izjavi

* “uspio sam zavrsiti sve eksperimente; jedino sto mi jos preostaje jest
provedba mjerenja na kontrolnoj skupini”

Uzorci u kontrolnoj skupini smiju se razlikovati od uzoraka u eksperimentalnoj
skupini samo u varijabli koje su od interesa za eksperiment . Na ovaj nacin
dodaje se nova varijabla: vrijeme.

Sada se razlika izmedu kontrolne i tretirane grupe vise ne moZze pripisati
tretmanu jer moze biti da su se uvjeti promijenili tijekom vremena. Vrlo tesSko
bi bilo uvjeriti “skeptika” da su uvjeti, oprema, postupak ili znanstvenik nisu
promijenili u vremenu od pokusnih subjekata i kontrole . Ovaj problem je vrlo
slican problemima povijesnih kontrola.

Razmislite o izjavi

* “uspio sam zavrsiti sve eksperimente; no rezultati daju sumnju pa bih
trebao napraviti jos neke kontrolne provedbe”

Uzorci u kontrolnoj skupini smiju se razlikovati od uzoraka u eksperimentalnoj
skupini samo u varijabli koje su od interesa za eksperiment . Na ovaj nacin
dodaje se nova varijabla: vrijeme.

Vrlo tesko bi bilo uvjeriti “skeptika” da su uvjeti, oprema, postupak ili
znanstvenik nisu promijenili u vremenu od prve provedbe do njene nadopune.
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Kako kontroliramo reagense i metodu reakcije PCR?
Koje kontrole koristite, i zasto?

Cemu sve sluZi pozitivna kontrola?

Kako kontroliramo reagense i metodu reakcije PCR?
Koje kontrole koristite, i zasto?

Cemu sve sluZi pozitivna kontrola?

El E2 E3 N P

Negativnom kontrolom doznajete da
— — — nemate kontaminaciju, ili da primeri ne
umnazaju nespecificno, sto doznajete
pozitivnom kontrolom

11111z
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El E2 E3 N P

HERNE

E1l E2 E3 N P E1l E2 E3 N P
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KONTROLE METODE

Dodatna kontrola metode, drugim metodoloskim
pristupima s istim ciljem

* Osim pailjivim odabirom pozitivnih kontrola,
KONTROLA METODE podrazumijeva upotrebu druge metode s
ciliem postizanja istog rezultata

* Smanjuju rizik ali ne eliminiraju opasnost dobivanja krivog
rezultata zbog nepoznatih efekata

* Najbolje je uvijek koristiti drugu (trecu) alternativu i kemikalije i
metode
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Koji su efekti kofeina na krvni tlak ? — osnovno pitanje

Potpitanja: Da li kava s kofeinom djeluje na
krvni tlak i da li je za to odgovoran kofein?

Definirajte kontrole

Da li kava s kofeinom djeluje na krvni tlak i da li je za to odgovoran

kofein?

REZULTAT

kava bez kofeina 10
neg. kontrola

kava s kofeinom 30

kofein

VAZNOST NEGATIVNE KONTROLE

kava bez kofeina

10

kava bez kofeina 10
kava s kofeinom 30
vode s kofeinom 10

kava s kofeinom

30

kofein i jos nesto iz

kave...???

vode s kofeinom

10

voda

kofein, voda + nesto
drugo iz kave
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REZULTAT

Povecanje tlaka (%) |tretman
0 bez
5 4 3alice vode na dan
10 4 Salice kave bez kofeina na dan
10 4 3alice vode s kofeinom (ista koli¢ina) na dan
30 4 alice kave s kofeinom (ista koli¢ina) na dan

Cemu sluzi grupa bez tretmana?

pokazuje na psiholoski u¢inak mjerenja nije bitan (jer je bio dovoljno velik
uzorak)

VAZNOST NEGATIVNIH KONTROLE

$TO NEDOSTAIE?

kofein, voda + nesto drugo iz kave

Da li kava s kofeinom djeluje na krvni tlak i da li je za to odgovoran kofein?

Drugi setovi Exp 1

rezultata
Tretman porasta KT (%)
voda 10
Voda s kofeinom 10

Neocekivani rezultat - sumnja

Exp 3

Exp 2

Tretman porasta KT (%)
voda 10
Voda s kofeinom 10
Lijek za porast KT 30

Dokaz da mjerenje radi — pozitivna
kontrola, ali da je koli¢ina kofeina

nedostatna

tretman porasta KT (%)
voda 10
Voda s kofeinom (ekvivalent 1 Salici 10
kave)

Voda s kofeinom (ekvivalent 2 Salice 12
kave)

Voda s kofeinom (ekvivalent 3 Salice 15
kave)

Voda s kofeinom (ekvivalent 4 Salice 20
kave)

Lijek za porast KT 30




11/17/2023

VAZNOST POZITIVNE KONTROLE

Povecanije tlaka (%) tretman
0 bez
0 4 $alice vode na dan 3)
0 4 Zalice kave bez kofeina na dan 1)
0 4 $alice vode s kofeinom (ista koli¢ina) na dan (2)
0 4 3alice kave s kofeinom (ista koli¢ina) na dan (1)
0 Lijek za porast KT

na temelju pozitivne kontrole - jasno da nesto nije dobro u izvedbi
eksperimenta

Inace bi zakljucak bio da kofein ne djeluje na tlak

Zanima nas signalni put koji potice NGF*, preko vezanja na kinazni
receptora TrkA Sto dovodi do fosforilacije proteina Akt

Treba definirati koji uvjet moraju zadovoljiti stanice za istrazivanje (moraju imati
receptor za NGF)

Treba definirati eksperiment u kojem bude mjerljiva promjena fosforilacije
*NGF je mali protein koji odredene stanice potice da postaju “neuron- like” i kasnije neuroni.

TrkA je receptor kinaza, NGF se veZe na receptor i potice fosforilaciju kinazne domene unutar
stanice— prijenos fosfata na Akt

10
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Negativna kontrola u eksperimentima u kulturi tkiva (stanica)

P: da li NGF* (nerve growth factor) uzrokuje fosforilaciju proteina Akt ?

KOJE SU KONTROLE POTREBNE ?

EXP: 1. stanice tretirane NGF-om (NGF se otapa u puferu X)
2. netretirane stanice — NEGATIVNA kontrola 1

*NGF se otapa u puferu — tretman puferom NEGATIVNA kontrola 2

Pozitivne kontrole u ovom eksperimentu

P1 Kontrola koja ukazuje da li je signal NGF uopce prenesen u
stanice (treba pratiti promjenu receptora — Trk protein)

» Na temelju toga saznati koliko NGFa je potrebno za fosforilaciju
(aktivaciju) receptora TrkA

P2 Kontrola da se dogada aktivacija Akt upotrebom neceg za sto
se zna da aktivira Akt (to je IGF1)

» Kontrola koja pokazuje da je fosforilaciju proteina Akt moguce
mjeriti

11
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Uzorak 1-3

Uzorak 4-6

Uzorak 7-9

Uzorak 10-12 IGF, razina dostatna da stimulira IGF|receptor, u
puferu —pozitivna kont

Nista — neg. Kontrola
Pufer (isti za oba faktora rasta) J

NGF, razina dostatna da aktivira TrkA, u puferu

Neg. kont

Dodatan parametar za

Ishod 1 (kompletan eksperiment, 1. set rezultata):

Plate Treatment Akt activation TrkA activation IGF-1R activation
1 Nothing ) ) (&)
2 Nothing =) ) (=)
3 Nothing ) - (=)
4 Buffer 1% 2% 0%
b3 Buffer 3% 3% 2%
6 Buffer 2% 0% 1%
7 IGE-1 220% 3% 500%
8 IGE-1 380% 8% 625%
9 IGF-1 34()% 4% 400%
10 NGF 410 745% 4%
11 NGF 290 333% 4%
12 NGF 320 530% 5%
Zakljucak 1

Pozitivna kont — radi; IGF aktivira Akt fosforilacija je mjerljiva

Dodano je dovoljno NGF da aktivira TrkA

NGF aktivira Akt jednako uspjesno kao i IGF

12
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Ishod 2 (kompletan experiment, 2. set rezultata):

Plate Treatment Akt activation TrkA activation IGF-1R activation
1 Nothing - - (=)
2 Nothing (&) =) =)
3 Nothing (@8] (=) (-)
4 Buffer 1% 2% 0%
5 Buffer 3% 3% 2%
6 Buffer 2% 0% 1%
7 IGF-1 220% 3% 500%
8 IGF-1 380% 8% 625%
9 IGF-1 340% 4% 400%
10 NGF 3% 745% 4%
11 NGF 7% 333% 49%
12 NGEF 4% 530% 5%
Zakljucak2

NGF aktivira receptor ali ne Akt !!!; uspjeSnost mjerenja aktivacije Akt
pokazana je s IGF-1 (poz. kont.)

bez IGF pozitivhe kontrole, 2. set rezultata

Plate Treatment Akt activation TrkA activation
1 Nothing ) )
2 Nothing (=) (-)
3 Nothing () -
4 Buffer 1% 2%
5 Buffer 3% 3%
6 Buffer 2% 0%
7 NGF 3% 745%
8 NGF 7% 333%
g NGF 4% 530%

Sumnja: ili nema aktivacije ili antitijela za detekciju
fosforiliranog Akt ne rade

13
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bez TrkA pozitivne kontrole, 2. set rezultata

Plate Treatment Akt activation IGF-1R activation
1 Nothing (=) =)
) Nothing (=) =)
3 Nothing (&) ()
4 Buffer 1% 0%
5 Buffer 3% 2%
6 Buffer 2% 1%
7 IGE-1 220% 500%
8 IGE-1 380% 625%
9 IGFE-1 340% 400%
10 NGF 3% 4%
11 NGF 7% 4%
12 NGF 4% 5%

Sumnja: ili stvarno nema aktivacije ili je nedostatna koli¢ina NGFa

Ishod 3 (kompletan experiment, treci set rezultata)

Plate Treatment Akt activation TrkA activation IGF-1R activation
1 Nothing (—) = (@)
2 Nothing (8] )] ()]
3 Nothing =) (=) (=)
4 Buffer 1% 2% 0%
5 Buffer 3% 3% 2%
6 Buffer 2% 0% 1%
7 IGF-1 220% 3% 500%
8 IGF-1 380% 8% 625%
9 IGF-1 340% 4% 400%
10 NGF 50% 745% 4%
Ll NGF 40% 333% 4%
12 NGF 32% 530% 5%

Akt je znatno slabije aktiviran NGF-om nego

IGFom, iako je aktivacija receptora visoka

14
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bez IGF-R pozitivne kont., treéi set rezultata

Plate Treatment Akt activation TrkA activation
1 Nothing (=) )
2 Nothing - =
3 Nothing (=) =)
4 Buffer 1% 2%
5 Buffer 3% 3%
6 Buffer 2% 0%
7

8

9

10 NGF 50% 745%
11 NGF 40% 333%
12 NGF 32% 530%

NGF aktivira Akt, nema Sanse da uo¢imo znacajniji u€inak drugog faktora rasta

Ne zna se da li je ovakva razina aktivacije fizioloskivazna

Kontrole kao dio eksperimentalnog dizajna

* Obavezno definirati u ovisnosti sa svim moguc¢im ishodima

* Utemeljeno na postojeéem znanju (dugotrajno i temeljito pracenje

dostupne relevantne literature)

15
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Apsolutna mjerenja

¢ Ukoliko je moguce pokusajte takoder
izvrsiti mjerenja koja su apsolutna; izraziti
ih u vrijednostima koje su univerzalno
prihvacene kao standardi.

npr. Sadrzaj RA u kalusu raslom na mediju s dodatkom

tvari X u odnosu na komercijalnu RA (standard) za HPLC
visoke Cistoce.

Standardi

* Univerzalno prihvaéene vrijednosti
upotrebljive su i za druge istrazivace

(moguca je Sira komparacija rezultata)

16
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Eksperimenti u kojima ne trebaju kontrole

* Koji od tri kultivara vinove loze najbolje rastu na pjeskovitom tlu

* Kako frekvencija prihranjivanja utjeCe na rast rajCice
(usporedujemo npr. dnevnu, tjednu i dvotjednu prihranu)

lzvedba eksperimenta

\ N
S

Osigurati potrebne aparature, kemikalije,
eksperimentalni materijal

17
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Istrazivacke metode

* |[denti¢ne u bezbroj razli¢itih aplikacija
* Primjenjujemo ih bez kritike
* Po utemeljenim protokolima....

* | bez analize same metode i njene validacije za
specificnu primjenu

Prouciti princip rada uredaja i protokol
/metodu

Treba odvojiti dovoljno vremena da se prouce svojstva i
funkcija kemikalija i enzima koji ée biti upotrebljeni, te
uredaja koji se koristi

Osim Sto smanjuje mogucnost pogreske, takvo znanje daje
slobodu izmjene i poboljSanje osnovnog protokola
(inovaciju).

18
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Kontrola mjerenja/uredaja (netocnost i
nepreciznost)

* UkljuCuje provjeru uredaja i podesavanje mjerne
skale ako je potrebno

* Ne oduzima puno vremena

* Problem netoc¢nih mjerena (krivo kalibriran
uredaj)

* Problem nepreciznih mjerenja (neprecizan uredaj
ili provedba)

* Posvetiti vrijeme procjeni toc¢nosti mjerenja

Accurate and precise Accurate but imprecise

Precizni izvodac, kalibriran nisan
kalibriran nisan

eprecizni izvodac, ne

Precizni izv n A .
ec odac, ne alibriran nisan

kalibriran nisan

Uocite gdje postoje problemi

Neprecizni izvodac,

19
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Ponavljanje mjerenja/nekalibriran uredaj

* Dobivanje istih rezultata viSestrukim ponavljanjem
govori u prilog preciznosti pri mjerenju aline i
tocnosti rezultata (ako je uredaj nekalibriran

*VVasa su mjerenja ponoviljiva ali
ponovljivo kriva!

Varijabilnost unutar promatraca

Promatracev pomak

Zamislite da imate 1000 fotografija muskaraca od 25 godina te

brojevima od 1 do 5 morate procijeniti dlakavost na licu. To radite oko 3
sata.

TIJEKOM TOG VREMENA NESVJESNO MOZEMO PROMIJENITI UVIETE
KATEGORIZIRANJA

20
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Rjesenje problema

1. nacin: Detaljan opis kategorija npr. ako brkovi prelaze 80% duzine
gornje usne smatraju se punima i samo takvi brkovi su kategorija 2.
Definiranje granicnih slucajeva

* Sve manje od toga je kategorija 1

2. nacin: Definiranje granic¢nih slucajeva fotogafijama

NA TAJ SE NACIN SMANJUJE tzv. VARIJABILNOST UNUTAR
PROMATRACA

Istu kategorizaciju morate napraviti za jos
1000 fotografija nakon mjesec dana

* Prije analize treba provesti STUDIJU PONOVLIIVOST sto znaci na
odreden broj fotografija iz prve analize treba ponovo procijeniti i nova
procjena mora biti u skladu s onom prvom
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Dnevnici i protokoli

* Dobro biljezenje rada Cini glavni kljuc
za ucinkovitost.

22
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Laboratorijski dnevnik
(8to je pozeljno)

* Treba biti trajno i ¢vrsto povezan
* Biljeznica formata A4

* Stranice - numerirane

* Podaci se unose neposredno u
biljeznicu u vrijeme kad su
promatrani

* Memoriranje NIJE DOZVOLJENO!!!

Laboratorijski dnevnik/2

* Podaci se unose kemijskom olovkom (?)

* To je posebno vazno ukoliko se dnevnik koristi
kao dokaz u slucaju patentiranja

23
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Koje podatke unosimo u Dnevnik
istrazivanja?

1. datum pocetka pokusa

. sazeti naslov pokusa

. kratak opis svrhe (cilja) pokusa,
tj. hipoteze koja se provjerava

. opis pokusnih skupina

. opis pokusnog postupka

. zapaZanja tijekom pokusa

. rezultati pokusa

. kratak zaklju¢ak o pokusu

w N

00N O U1 b

Laboratorijski dnevnik/3

* Svaki “ulazak” treba biti datiran
* Podaci ne smiju biti natrpani na stranicama;

* Unosenje podataka i referenci treba biti takvo da se i godinama
kasnije moze vidjeti koji je instument (ili kemikalija) koriSten i pod
kojim uvjetima.
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Laboratorijski dnevnik/4

» Katkad je potreban i opis instrumenta

* Ukoliko je izvrSena neka preinaka u postupku odmah treba biti
opisana

* Treba zabiljeziti izvor npr. kalibrirane krivulje, korekcije i sl. s datumom
kada je to uradeno.

* Treba zabiljeziti gdje su pohranjeni uzorci

Laboratorijski dnevnik/5

* Odredeni navodi o cilju svakog eksperimenta i sazetak
zakljucaka koji su dobiveni ¢ini dnevnik mnogo
korisnijim

* Skice, crtezi, dijagrami vrlo su vazni

* Vazno je zabiljeziti Sto je istinski videno, ukjucujudi i
pojave koje u datom vremenu nisu bile savim
razumljive

* LoSi, neobecavajuéi pokusi kao i neuspjesni trebaju se
detaljno zabiljeziti
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Laboratorijski dnevnik/6

* Potrebno je sistematizirati slike | ilustracije, kada postoje
* Kemikalije: vazno je zapisati izvor (firmu), stupanj Cistoée
* Obiljezavanje bocica, kemikalija, aparatura, epica i dr.

* Lociranje laboratorija, frizidera, polica, kutija kamo su
spremljeni
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