TIPOVI ISTRAZIVANJA U BIOLOGUI

EKSPERIMENT - istrazivac kontrolira/odreduje vrijednosti nezavisnih varijabli nasumicno za
jedinke u istrazivanju (najcesce laboratorijska istrazivanja)

* Npr. klinicka ispitivanja, testiranja na laboratorijskim zivotinjama, testna polja s klijancima...

OPAZANIE - istraziva¢ nema kontrolu nad tim koji subjekti istraZivanja su u kojoj grupi

* Nopr. istrazivanja prirodnih populacija sismisa u razlicitim stanistima, usporedbe
zdravstvenih aspekata pusaca i nepusaca

Eksperimentom mozemo utvrditi uzrocno-posljedi¢nu vezu, opazanjima samo povezanost
medu varijablama.

Eksperimenti su cesce laboratorijska istrazivanja, opazanja cesc¢e na prirodnim populacijama,

ali to nije pravilo... mogu se vrsiti i eksperimenti s jedinkama u prirodi, mesokozmosu,
transplant eksperimenti etc...
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In a nutshell, a reciprocal transplant experiment reveals local adaptation and fitness trade-
offs in response to urban evolution in an acorn-dwelling ant
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prezivljavanje - tolerancija niskih i visokih temperatura — evolucijski trade-off!
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UZORAK I POPULACIA

POPULACIJA - sve jedinice (na svim razinama bioloske organizacije- molekula,
stanica, jedinka, populacija) koje su interes istrazivanja

Populacija u biostatistickom smislu nije isto kao populacija neke vrste u bioloSkom
smislul!

* Sposobnost graha tetovca za vezivanje dusika iz tla — sve biljke te sorte

* Fagocitna aktivnost limfocita u pacijenata koji su preboljeli mononukleozu
— svi limfociti kod svih pacijenata koji su preboljeli mononukleozu

* Boja koze u narodu KhoeSan u Africi — sve jedinke u toj populaciji

* Bazalna ekspresija CyP1A2 gena u stanici jetre zdravog muskarca — svi
zdravi muskarci (i sve njihove stanice jetre)

* Brzina leta sismisa kasni nocnjak Eptesicus serotinus— sve jedinke te vrste




UZORAK I POPULACIA

UZORAK - stvarni broj jedinica (na svim razinama bioloske organizacije -
molekula, stanica, jedinka, populacija) koje su predmet istrazivanja

Uzorak je uvijek puno manji od populacije!

UZORAK — jedinice mogu biti i grupe (npr. kolonija mikroba, obitelj, akvarij s
ribama, kavez s misevima, polje razi, cret..)

e Sposobnost graha tetovca za vezivanje dusika iz tla — 100 biljaka te sorte
sakupljenih na 10 lokacija (10 ,,uzoraka®)

* Fagocitna aktivnost limfocita u pacijenata koji su preboljeli mononukleozu — po 100
limfocita 300 zenskih i 300 muskih pacijenata koji su preboljeli mononukleozu
(podjednako zastupljenih ljudi zapadno europskog, azijskog i africkog podrijetia)

* Boja koze u narodu KhoeSan u Africi — 40 muskih i 40 zenskih jedinki u toj populaciji

* Bazalna ekspresija CyP1A2 gena u stanici jetre zdravog muskarca — 300 muskaraca
koji su preboljeli mononukleozu (podjednako zastupljenih ljudi zapadno europskog,
azijskog i africkog podrijetla)

* Brzina leta sismisa kasni nocnjak Eptesicus serotinus u zapadnoj Hrvatskoj— 20
jedinki oba spola na 4 lokacije




UZORAK I POPULACIJA

Svojstva koja mjerimo ili promatramo na uzorku uvijek se malo razlikuju od svojstva cijele populacije
(npr. visina studenata biologije na PMF-u na uzorku od 30 ili svih studenata biologije na PMF-u) —
greska uzorkovanja (sampling error). GreSka uzorkovanja deSava se zbog slucajnih odstupanja.

Greska uzorkovanja dovodi do nepreciznosti (koja se smanjuje Sto je uzorak i uzorkovanje vece)

Precise Imprecise

Greska uzorkovanja dovodi do nepreciznosti
(koja se smanjuje Sto su uzorak i uzorkovanje
vedi)

Accurate

Inaccurate

Figure 1.2-2

Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e, © 2015 . ~ ; ; : ;
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UZORAK I POPULACIJA

Greska pristranosti (“bias”) se dogada zbog nereprezentativnih uzoraka (npr. mjerimo srdele
ulovljene mrezama s velikim ocCima i na osnovu njih procijenjujemo veliCinu jedinki u populaciji).
Greska pristranosti dovodi do netoc€nosti, te izmjereni parametri srednjih vrijednosti znacajno
odstupaju od stvarne srednje vrijednosti populacije — NETOCNOST MJERENJA

Precise Imprecise

Accurate

Inaccurate

Figure 1.2-2
Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e, © 2015
W. H. Freeman and Company



GRESKE UZORKOVANIJA

Precise Imprecise

Accurate
N
NEPRECIZNO (greska uzorkovanja - slucajna)
/
Inaccurate

Figure 1.2-2 NETOCNO (greska pristranosti)

Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e, © 2015
W. H. Freeman and Company



UZORAK I POPULACIA

UZORAK — u bioloskim istrazivanjima vrlo je vazno da je kontrolni uzorak
reprezentativan!

. npr. gledamo utjecaj oneciscenja u lukama na fagocitoznu aktivnost hemocita dagnji. Iznimno je
vazno da kontrolne postaje imaju zanemarivu kolicinu toksikanata.

*  npr. mjerimo gensku ekspresiju peroksidaza u stanicnoj liniji stakora §t,aké/3_5’ nakon izlaganja
citostatiku. Ukoliko ce kontrolne stanice imati oneciscenje rezultati nece biti reprezentativni.

UZORAK — treba biti ,,slu€ajan” (random) i neovisan!

Slucajan uzorak znadi da svaka jedinka u grupi ima istu vjerojatnost biti uklju¢ena u uzorak

* npr. srdele i oko mreze, ili dobroyoljci u istrazivanju lijeka koji mogu biti motivirani slabijim
socijalnim statusom — NIJE SLUCAJAN UZORAK

Neovisan uzorak podrazumijeva da su sve jedinke uzorkovane neovisno

* npr. prilikom uzorkovanja Zireva za analizu tanina uzeti su svi plodovi ispod istog drveta —
NIJE NEOVISNO

* npr. za analizu ucestalosti sindroma mladog goluba u Zagrebu uzrokovani su mladi iz tri
gnijezda — NIJE NEOVISNO

Cesto se jedinke u istraZivanju randomizirano (nasumice) dijele u grupe, kako bi se smanjila
pristranost i netocnost istrazivanja.

SLUCAJAN | NEOVISAN UZORAK SMANJUJE GRESKU PRISTRANOSTI (POVECAVA
TOCNOST)




Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e, © 2015
W. H. Freeman and Company



Distribucije
Distribucija frekvencija (ucestalosti, pojavnosti) opisuje koliko se puta vrijednost
varijable pojavljuje u uzorku.
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Distribucija frekvencija duljine kljuna u uzorku od 100 zebica Geospiza sp. na Galapagosu (interval 0.5 mm)
(Boag i Grant 1984, Biol. J. Linn. Soc) Figure 1.4-1
Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e,
© 2015 W. H. Freeman and Company



Distribucije

Distribucija vjerojatnosti (probability distribution) opisuje teoretsku razdiobu podataka u
populaciji.

Najcesca distribucija podataka u bioloskim sustavima je normalna distribucija.
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Figure 1.4-2
Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e,

tesko je imati uvid u stvarnu razdiobu podataka za cijelu populaciju! © 2015 W. H. Freeman and Company



Distribucije - normalna distribucija

Distribucija vjerojatnosti (probability distribution) opisuje teoretsku razdiobu podataka u
populaciji.
Najcesca distribucija kontinuiranih podataka u bioloSkim sustavima je normalna distribucija.
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Distribucije

UNIFORMNA NORMALNA (z) ASIMETRICNA (F) BIMODALNA
https://gallery.shinyapps.io/CLT mean/ Figure 2.2-4

Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e, © 2015 W. H. Freeman and Company
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Distribucije

* velik broj specificnih distribucija
* kontinuirani podaci: normalna, lognormal, gamma, Weibull, t (Student)...

 diskretni podaci: binomijalna (proporcije), Poissonova, negativna binomijalna
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Srednje vrijednosti
 aritmeticka sredina, prosjek (mean) - u

* medijan — vrijednost u sredini - od koje je 50 % podataka manja i 50% podatka veca

* mode — najcesca vrijednost

Symmetric Positively Skewed MNegatively Skewed

}-In:lun F-'qu:j-:: T Mlcun Ml;..‘ll.]l T»-iu-d-:
Median T
Mode Median Median
NORMALNA ASIMETRICNA (desno nagnuta) ASIMETRICNA (lijevo nagnuta)

nagnutost distribucije — u kojem smjeru je “teZi rep”



Normalna distribucija

- velik broj bioloskih kontinuiranih varijabli u populacijama imaju normalnu distribuciju
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a) ljudska temperatura tijela (b) veli¢ina mozga studenata (broj pixela na MRI) (c) broj dlacicana 4 i 5 segmentu
vinske musice.
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Figure 10.1-3
Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e,
© 2015 W. H. Freeman and Company



Normalna distribucija

e u - aritmeticka sredina, prosjek (mean)

* s?2-varijanca — mjera rasprsenosti - prosje¢no kvadratno odstupanje podataka od aritmeticke

sredine.

» 0 —standardna devijacija — mjera rasprsenosti uzorka, korijen varijance (iste jedinice kao podaci)
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Symmetric

Normalna distribucija
- srednje vrijednosti, medijan, mode i aritmeticka sredina u sredini

- jednake standardne devijacije
- otprilike 2/3 povrsine nalazi se unutar jedne standardne devijacije

- 95% povrsSine nalaze se unutar 1.96 standardne devijacije
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Centralni teorem normalne distribucije

 vjerojatnost distribucije

* ako opetovano uzorkovanje daje slicne parametre (npr. srednja vrijednost), onda je metoda
uzorkovanja precizna

* distribucija srednjih vrijednosti pojedinih uzoraka je normalno distribuirana

* srednja vrijednost srednjih vrijednosti vise uzoraka trebala bi biti ista kao srednja
vrijednost populacije
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Mijerila rasprsenosti

* varijanca i standarna devijacija

* standardna greska — standardna devijacija srednjih vrijednosti vise uzoraka
 kvartili

* minimum i maksimum

* intervali pouzdanosti



Mijerila rasprsenosti — standardna greska .
Standardna greska (SE) je standardna devijacija srednjih vrijednosti viSe uzoraka e vn
- mala SE znaci da svaki uzorak dobro opisuje srednju vrijednost populacije (PRECIZNOST)

- SE se smanjuje s povecanjem velic¢ine uzorka!

- SE ne opisuje prvenstveno rasprsenost (varijabilnost), ve¢ preciznost podataka!
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Mijerila rasprsenosti — kvartili, minimum i maximum

e Cetiri kvartila, svaki sadrzi 25% podataka mjerenja
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* “outliers” — ekstremne vrijednosti van raspona ostalih podataka — uvijek provjeriti mjerenje!
* jako utjecu na aritmeticku sredinu, ali na medijan ne
* viSe nacina izracunavanja, ali moze se i subjektivno odrediti
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Mijerila rasprsenosti — kvartili, minimum i maximum
e Cetiri kvartila, svaki sadrzi 25% podataka mjerenja
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Figure 3.2-2
Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e,
© 2015 W. H. Freeman and Company

outlier — odmaknut vise od 1.5 interkvantilnog raspona od “kutije”

Figure 3.2-1
Whitlock et al., The Analysis of Biological Data, 2e, © 2015 W. H. Freeman and Company



Mijerila rasprsenosti — intervali pouzdanosti

- raspon vrijednosti koji vjerojatno (npr. s vjerojatnoséu 95%) ukljucuje srednju vrijednost populacije (ili drugi
parametar)

- informiraju nas o pouzdanosti srednje vrijednosti uzorka — koliko je srednja vrijednost uzorka blizu srednjoj
vrijednosti populacije
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99% confidence intervals for the mean
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