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2. Praktické postupy zpracovani experimentalnich dat

2.1. Zakladni organizace prace, typy dat

Zakladnim navykem béhem experimentalni prace by mélo byt pfedevsim peclivé
a hlavné prubézné zpracovavani vysledku, které byly ziskany v ramci uréitého
experimentu. Neni u€elem nahromadit napf. v ramci svéfeného diplomniho tématu
obrovské mnozstvi dat na dané téma, ale daleko spiSe pravidelné se nad ziskanymi
daty kriticky zamySlet a prabézné je hodnotit. Predejit tak Ize i nechténému
zabihani do slepych uliCek a plytvani materialem.

K takovému prubéznému ziskavani a hodnoceni dat vyuziva védec Siroké
spektrum pocitaovych programi. K zakladnimu laboratornimu deniku ve formé
seSitu tak pfibyva Casto dosti riznoroda smésice experimentalnich dat v zakladnich
tfech podobach: ¢iselné, obrazové a strukturni (véetné sekvencni).

Ciselna data jsou predstavovana bud surovymi daty, kterd naméfime na nasem
materialu s vyuzitim urcitého pristroje ¢ pomucky (spektrofotometr, pravitko,
prutokovy cytometr) nebo do Ciselné podoby prevedenymi daty (napf. z
densitometrie i mikroskopie).

Obrazova data predstavuji v dnesni experimentalni biologii velkou skupinu
vystupl. V tom také tkvi jisté uUskali ma-li byt zachovana exaktnost vysledkd.
Technologie rekombinantni DNA, RNA, proteinova spektra a mikroskopické metody,
tyto v8echny pfistupu poskytuji obrazova data. Je proto vhodné a nanejvy$ ucelné
vzdy zafadit k obdrzenému obrazovému materialu urCitou kvantifikaci, napfr.
densitometrie pruh( na proteinovém gelu ¢&i kvantifikace distribuce signalu v
mikroskopickych pozorovanich, jejich obrazovou analyzu.

Strukturni a sekvenéni data jsou pfedstavovana analytickymi daty v podobé
identifikace struktury €i povahy ur€ité latky (napf. hormonu ¢i proteinu) ziskané
napf. rentgenovou krystalografii ¢i hmotnostni spektrometrii. Sekvencni data v
podobé sekvenci nukleovych kyselin (DNA, RNA) ¢i aminokyselin (peptidy)
predstavuji obrovsky zdroj informace a mohou slouzit jako zakladni soubor dat pro
bioinformatické analyzy.

K orientaci v takovém rGznorodém souboru dat se nejlépe hodi pocitac.
Nasledujici pfehled neni zdaleka uplny, mize vSak slouzit k zakladni orientaci ve
spektru pouzivaného programového vybaveni dneSnich experimentalnich
biologickych laboratofi. Vedle specializovanych programt fidicich konkrétni
zafizeni a programu vyvijenych zejména pro potreby vyzkumu se lze v bézné
laboratorni praxi setkat s obecnéjSimi programy typu textovych a tabulkovych
editord. Vzhledem k prodejni politice softwarové firmy Microsoft v CR jsou jeji
produkty na univerzitach a vyzkumnych ustavech oficialné rozSifeny nejvice, setkani
s nimi v laboratofi je nejpravdépodobnéjSi. Samoziejmé, Ze existuji také tzv.
programy s otevienym zdrojem (Open Source) jako je oblibeny operacni systém
Linux, kancelarsky balik Open Office, atd.. Jejich uzivani v oblasti pfenosu dat mezi
uzivateli vSak Casto pfinasi nepfijemné problémy s kompatibilitou. Je ovSem
pravda, ze tyto typy programl predstavuji vynikajici moznost ve specializovanych
oblastech jako je analyza obrazu Ci prace se sekvencnimi daty. Mohou byt totiz
védeckou komunitou dale upravovany k dal$im a dal§im Gcelim. Posledni a stale
rostouci skupinou programu tvofi programy pristupné online, vyuZivaji se zejména
v bioinformatice. Obecné plati, Ze v laboratofi by se neméli pouzivat nelicencované
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programy. Nakup software pohlti vzdy nemalou d&ast finanCnich prostfedku
laboratore.

2.2. Prizkumnici souboru, spravné ukladani dat

Dnes nejrozsifenéjSi operacni systém Windows (XP ¢&i Vista) nabizi pomérné
dobrou spravu soubort v podobé programu Windows Explorer, kde mizeme tfidit
soubory dle potreby. Alternativni nahledy do adresarové struktury Windows jsou
mozné pomoci programu jako je oblibeny Windows Commander, jehoz filosofie je
blizSi klasickym prizkumnikim s moznosti paralelniho otevieni dvou diskovych
prostorll na levé a pravé strané obrazovky.

Experimentator by mél maximalné dbat na to, aby jeho data byla ulozena
spolehlivé a aby byla pfehledné rozdélena. Vyhodné je protokolovani podle data,
které koresponduje s datem v laboratornim deniku. Kvuli moznostem Fazeni
adresarové struktury je pfitom dobré dbat na zpuisob zapisu data v nazvu pfislusné
slozky. Nejvhodnéjsi je format YYMMDD (rok/mésic/den tj. napf 081022). Takto
zapsana data lze tfidit pfehledné i v ramci vice rokl. Vhodné mnozstvi dat je pak
mozné pro ucely zpracovani kopirovat do dalSi slozky, ktera navic obsahuje protokol
o experimentu a jeho prezentacni formu. Zasadné by vSak nemél byt zakladni
soubor dat ziskany z experimentu modifikovan, jeho data mazana &i pfesouvana.
Nezbytné je vSak pravidelné zalohovani dat. Neni nutné vzdy zalohovat vSechna
data, vhodné je napf. experimenty z ur€itého obdobi vypalit na nékolik nezavislych
DVD, ktera je vhodné ulozit na dvou mistech. Cena zachrany dat z poskozenych
diskll se pohybuje od stovek do desetitisicd K&. V pfipadé nezalohovani hrozi
obrovska Casova a financni ztrata pfi opakovani experimentu. Neustalé odkladani i
dokonce ignorace zalohovani hrozi problémem. Castou chybou byva podcenéni
zapsani a ulozeni dat do pocitaCe ihned po jejich ziskani a odlozeni tohoto na
pozdéji. Experimentator poté za Cas zjistuje, Ze mu v zaznamech urcita data chybi a
nechape jak k tomu doSlo. Dokongéit experiment Ci jeho Cast s perfektni
dokumentaci patfi ke cti spravného experimentatora.

2.3. Tabulkové procesory, statistické programy, editory grafu

Velmi Casto je potfeba ziskana experimentalni data zpracovat hromadnym
zpusobem. V tom pfipadé je nejbéznéjsi vyuzit software, ktery bude zvladat jak
prehledné ulozeni dat a jejich pfepocty, tak zakladni statistické zhodnoceni a
vytvofeni grafu. VSechny tyto naroky v zakladu splfiuje nejrozSifenéjSim tabulkovy
procesor Microsoft Excel. V pfipadé zpracovani naroCnéjSich statistickych
zpracovani dat je lIépe vyuzit specializovany software jako je Statgraphics, NCSS,
apod.. Vyhodou vyuzivani tabulkového procesoru je v bézné praxi zejména moznost
automatizovat stale se opakujici procedury a vypocty. Experimentalni design a
vlastné celé protokolovani je poté mozno vytvaret pfimo v jednotlivych listech
Excelu. Samozfejmosti je vytvaret prfehledné tabulky pro tisk a sestavy vysledku
podle pfedem zvolenych kritérii.

Ackoliv v Excelu je mozné vytvaret grafy, k tomuto ucelu je lépe vyuzit
specializovany software jako je napf. Sigma Plot. Plati, ze zdaleka nejrozSifenéjSimi
grafy v laboratorni praxi jsou grafy sloupcové, spojnicové a histogramy. Sigma
plot umozniuje vytvaret i dalSi typy grafl, prakticky bez omezeni. Vyhodou je, Ze jako
datova tabulka mize slouzit i datova tabulka Excelu.
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2.4. Zpracovani strukturnich a sekvenénich dat
Zatimco zpracovani experimentalné ziskanych strukturnich dat napf. z

se sekvencemi DNA, RNA a proteinu je Siroce rozsifena. Pro praci se sekvencemi v
podstaté staci jednoduchy program typu Notepad, ve kterém muizeme provadét
jednoduché upravy zapisu sekvence a pfipadné shromazdovat vice sekvencnich dat.
navrhovani primerd) je vhodné vyuzit nékteré z online zdroji (bude o nich Fec
podrobné v kapitole 4). Velmi doporucit I1ze také software Vector NTI (Invitrogen),
ktery mlOze poslouzit jako kompletni prostfedi pro praci se sekvencemi. Jeho
soucasti je mnoho nastroji bioinformatické analyzy (viz. kap. 4) jako jsou
porovnavani sekvenci, restrikéni analyza, sledovani evolucni pfibuznosti sekvenci,
klonovani in silico, vytvafeni grafickych map plasmidd a sekvenci, navrhovani
primer pro PCr a mnoho dalSich. tento software je pro akademickou obec dostupny
zdarma.

2.5. Analyzatory obrazu, grafické programy, prezentaéni programy

Obrazova data jsou nejCastéji ziskavana jako vysledek mikroskopickych a
makroskopickych pozorovani. Software slouzici k zachyceni obrazu z kamery a jeho
prevedeni do pocitate souzi v mnoha pfipadech také jako tzv. analyzator obrazu.
Analyzou obrazu se rozumi urcita kvantifikace obrazové scény a tato kvantifikace se
da automatizovat pro hodnoceni pomérné rozsahlé série obraz(. Jeden z
celosvétové nejrozsifenéjSich obrazovych analyzatorl je volné Sifitelny software
ImageJ (NIH). V CR je pomérné rozsifen obrazovy analyzator NIS Elements
(Laboratory Imaging, Praha) vyvijeny pro mikroskopy Nikon. Analyzatory obrazu jsou
v _mnoha podobach a vybaveni kazdého solidnéjSiho software obsluhujiciho
fluorescencni Ci konfokalni mikroskopy (napf. Leica, Zeiss, Olympus, Nikon).

Grafické programy typu Adobe Photoshop Ci Corel Photopaint slouzi k
nezbytné upravé fotodokumentace, nemély by vSak byt vyuzivany k dodateCnym
upravam ve smyslu Upravy kontrastu jedné Casti scény na ukor druhé i umélého
vytvareni scén sestavenych z vice snimkl. V pfipadé gelu a blotl je pak nanejvys
vhodné zachovat ho cely a pfiznat prfipadné nedokonalosti.

Programy pro sestavovani vysledkovych tabuli, jako jsou Corel Draw Ci Adobe
lllustrator, jsou pomysinou koncovkou pfed vlastni prezentaci vysledkl v puvodnim
Clanku. Predstavuji vSak také idealni moznost jak si pfipravit vysledky pro vlastni
orientaci v experimentovani. Do této kategorie programu nalezi také program Adobe
Acrobat a Acrobat Reader. Tyto programy vyuzivaji vhodné& komprimovany format
pdf, ktery zachovava v rozumné kvalité jak vektorovou grafiku, tak fotodokumentaci.
Prezenta¢ni programy typu Microsoft Power Point umoznuji ucelnym zpusobem
referovat o vlastnich vysledcich a zavérech. Vice o vyuZivani grafickych a
prezentacnich programu pro pfipravu publikaci v kap. 5.



