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Typy empirickych studii v ekotoxikologii

« pozorovaci studie - pozorovani objektll a méreni
proménnych, bez pokusného zasahu

 experimentalni studie (intervencni studie) — studium
ucinkd specifickych pokusnych zasahu, které nas
zajimaji. Mzeme kontrolovat prostredi pokusného
zasahu, a drzet na konstantni urovni faktory, jejichz vliv
nas momentalneé nezajima, ale které by mohly ovlivnit

vysledky

Vysoké naklady (na Cas, material, praci, etické aspekty) —
kazdy experiment by meél ziskat co mozna nejvice
informaci k zodpovézeni studované otazky
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Pozorovaci studie

o deskriptivni studie
— kazuistiky
— korelacni studie (porovnavaji se populace)
— prufezové studie (cross—sectional study) (porovnavaji
se jedinci ale jen jednorazove)
e analytickeé studie

— studie pfipadu a kontrol (case-control study)
porovnava se exponovana skupina a skupina kontrol

— kohortoveé studie (longitudinalni) — stejné objekty se
vySetfuji opakované a patra se po dusledcich
pripadne expozice urcitemu faktoru (retrospektivni i
prospektivni usporadani)
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e Stanoveni cile (presné definovat otazku)

* Vybéer vhodne metody (technické feseni)
* Vypracovani projektu (kdy, kde, kdo, jak...)
e Technicka priprava studie (prostredky, protokoly)
e Pilotni studie (proveditelnost, mozna tskali, N)
« Modifikace projektu

* Vlastni studie (protokoly a pracovni denik)

* Vlyhodnocovani vysledku (statistika, vedlejsi
vysledky, interpretace vysledku)
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Experimentalni design

= protokol zahrnujici kompletni plan experimentu i hodnoceni dat

Toxikologicke studie - dva zakladni cile:

1. Zjistit, zda studovany faktor (chemicka latka)
zpUsobuje néjaky tcinek ve studovaném biologickém systému

2. Zjistit, jak je tento GcCinek velky/ vyznamny
Objekty zkoumani = experimentalni jednotky

- sledovan vliv rliznych faktort na experimentalni jednotky

pokusny zasah = kombinace specifické hodnoty vSech
faktord, které mohou potencialné odpovéd’ ovlivhovat
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Nezavisla proménna |

|

Proménnd, ktera je zamérné ménéna experimentatorem
(stimul, podnét)

Zavisla proménna

Proménnd, ktera charakterizuje odpovéd' - reakci na podnét

Sleduji vztah mezi testovanymi faktory /nezavislé promeénné — napfr.koncentrace/ a
promeénnymi, které charakterizuji u€inek /zavislé proménné/ - odpoved v zavislosti
na pusobeni toho faktoru

Typy sledovanych parametru: spojité
diskrétni /mohou nabyvat jen urc€itych hodnaot,
() kategorii — napf. pohlavi — zena/muz
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Zakladni pozadavky experimentalniho designu

Reprezentativnost (zobecnitelnost vysledki)
Homogenita souboru (zvysuje silu testu)

Zakladni otazka:
Co jsou cile a hypotézy studie, jaké otazky chceme zodpovédét?

Stanoveni cill studie (Objectives, Goals) — zjistit, zda.....

Stanoveni hypoteézy
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Hypotéza = tvrzeni, domnénka, jejichz pravdivost se ovéruje pomoci experimentu
Jaké nové otazky mohou vyplynout z vysledku studie? Mohla by byt ta studie
usporadana tak, aby tyto otazky rovnou zodpovédéla?

Nulova hypotéza

= zadny rozdil mezi kontrolami a pokusnym zasahem

Alternativni /vyzkumna/ hypotéza

= pokusny zasah zpusobuje vyznamny rozdil mezi skupinami

P menSi nez 0,05

= pravdépodobnost pravdivosti nulové hypotézy je mensi nez 5% -
zamitame nulovou hypotézu, plati alternativni hypotéeza
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Nezavisla proménna/
Nezavislé proménné

Zavisla promeénna/
Zavislé proménné

Pokud nezavisla proménna + sloveso, | | pak zavisla proménna + sloveso.

_______________________________________________________________

hypotéza
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Organismy v testech ekotoxicity

o Zakladni kriteria

— Snadny laboratorni chov —
homogenni populace -
opakovatelnost

— Bézné — dostupné -
?reprezentativni

— Znamy zivotni cyklus

— Levne

— S kratkou dobou zivota
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Usporadani studie

e Jednoducheé a komplexni usporadani
— Jedna studie - jeden faktor? (Interakce!)

e Zakladni a pokusny soubor

— reprezentativnost (zobecnitelnost vysledku)
— homogenita souboru (zvySuje silu testu)

e Kontroly

— randomizace - rozdélovani objektu do skupin

— placebo, slepy pokus, dvojnasobne slepy pokus,
otevreny pokus

— velikost vzorku kontrol — maximalne 1 : 5, jinak exaktni Ci
randomizacni testy

— sparovani kontrol a pripadu (parove testy jsou silngjsi)
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Zakladni principy experimentalnino designu

1. Kontrola uc€inku vnéjsich /nestudovanych/ faktoru —
kontrolni skupina

2. Nahodnost alokace organismu do pokusnych a
kontrolnich skupin

3. Opakovani a opakovatelnost

* Pokud chci studovat vliv jednoho faktoru /jako koncentrace, doby
expozice/ = nutno kontrolovat vSechny dalSi proméenné, které by
mohly odpoved ovlivnit

« jeden faktor jedna uroven = vliv jedné koncentrace po urcitém Case

« veétSinou testovano nekolik urovni sledovaneho faktoru

- Casto stanovujeme Vliv vice faktorti souasné = vicerozmérny
design = vliv koncentrace na rust fas proméfovany v ¢ase, dalSi
parametry = intenzita zareni, teplota
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Pokusné a kontrolni skupiny
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porovnani exponované a kontrolni skupiny ze stejné vychozi populace = stejné
organismy /bunky/ za stejnych podminek, lisi se jen expozici

vzdy je nutno do pokusu zahrnout vSechny adekvatni kontroly
negativni a pozitivni kontroly

Negativni kontroly

= blanky bez jakéhokoli zasahu

= kontroly se slepym pokusnym zasahem

= vSechny rozpoustédlové kontroly

= pokud kombinace rozpoustédel - vSechny kombinace

KdyZ opakované experimenty prokazi, ze pouzivané rozpoustédlo nema v
pouzivané koncentraci zadny vliv na sledované parametry, je mozno nadale
pouzivat pouze rozpoustédlovou kontrolu.

Pozitivni kontroly, Standardy
Pokusné zasahy

= rlzné arovné pokusného zasahu, rliznych testovanych faktord
= pripadné sparovani kontrol a pfipadd /parové testy jsou silnéjsi/
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Nahodnd& alokace organismu z populace do kontrolnich a
pokusnych skupin — pred zasahem vSechny skupiny
stejné = abychom se vyhnuli zkresleni vysledkd kvl
rozdilnosti pokusnych skupin.

Opakovani experimentu na veétsim poctu objektl ke
snizeni nahodného rozptylu vysledkd

« experimentalni jednotky = jednotliva opakovani experimentu
— napr. ryby v sinicové expozici
« opakovani pokusného zasahu

« pokud trikrat opakuji méreni mikrocystinu nebo biomarkeru
v hepatopankreatu ryby — je to pouze opakovani stanoveni
(technické opakovani) pro lepSi presnost a pro stanoveni
opakovatelnosti méreni (nejsou nezavislé hodnoty), ale neni
to opakovani pokusného zasahu

©)!:

Centrum pro vyzkum
tox cky h atek
v prostredi




Opakovani-pokusného zasahu na dostatecném poctu
experimentalnich jednotek, ktery umozni odhaleni
systematického ucinku

pocet opakovani — pokud mozno stejny ve vSech skupinach -
stejny pocCet pozorovani pro kazdou Uroven znaku

Pro maximalizaci sily testu je treba maximalizovat pocet
nezavislych opakovani — Power analysis

variabilité sledované veliciny

poctu sledovanych nezavislych faktorl

technickych moznostech

pozadované mire jistoty * PRE-TESTY
velikosti ocekavaného efektu

Pozor na prilis velké soubory!
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o Jak velky rozdil chceme
detekovat?

« Jak velky rozptyl sledovaného
parametru je v populaci?
« Urceni vhodné velikosti vzorku

* Interpretace negativniho
vysledku studie
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velikost souboru

« Umoznuje predem zvolit nebo zpétné kvantifikovat pravdépodobnost
chyby II. druhu, tj. pravdépodobnost, ze neodhalime asociaci i kdyz
ve skutecnosti existuje.

* Obvykle se povazuje za rozumnou hodnota 80%.
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Soucasti experimentalniho designu 1.

B Cile studie — co chci zjistit a jak to chci zjistit

E Stanoveni nulové hypotézy a alternativni /vyzkumné/
hypotézy

B Jaky pokusny zasah, jaké faktory /nezavislée
promenné/, jejichz cinky na experimentéalni jednotky
budou sledovany

E Jaké sledované parametry /zavislé promeénné/,
jejichz odpovéd’ na rliznou Groven testovanych faktord
budeme sledovat v jakych casech

E Presné podminky expozice

E Naplanovani poctu opakovani a jejich usporadani v
experimentu
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E KONTROLY - zarazeni vSech nezbytnych kontrol /pre-
test/

B Uroven studovaného pokusného zasahu — v3ech faktord

E Expozice Cistou chemickou latkou : koncentrace v
zasobnich roztocich a pak finalni koncentrace v expozici
/molarni konc./

E nutno znat rozpustnost ve vod€, nesmi byt v testu
prekrocena

B Standard /pozitivni kontrola/ - zahrnuti vhodnych hodnot
standardu

B Casovy design experimentu — na vice ¢asovych
iIntervalech v zavislosti na charakteru odpovedi, pripadne
optimalizovat dobu expozice
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Soucasti experimentalniho designu 111.

Pokud neni hodnoceni provedeno prfimo po ukonceni expozice, urcit jak
pripravit a uchovavat vzorky pred analyzou, jak jsou
vzorky/standardy/reagenty pri daném uchovavani stabilni

Optimalizovana metodika méreni sledovanych parametrd v odpovédi na
expozici /optimalizace predem/

» koncentraci reagentu

» mnozstvi vzorku

» doby a teploty inkubace
» podminek mereni apod.

Vicefaktorové usporadani: vliv koncentrace za ruznych svételnych Ci
tepelnych podminek pfi ruiznych dobach expozice

Jak budou ziskané data hodnocena
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Nezbytnost a vyhody experimentalniho designu

 dUkladné promysleni a naplanovani experimentu

« snadna navaznost dalSich experimentl — presné popsany
vSechny podminky — pro navazujici experimenty netreba
prepisovat, jen prekopirovat, doplnit a zvyraznit zmény

« prehlednost, snadné dohledani dllezitych informaci

« vyborné vyuzitelné i po delSi dobé pro psani publikaci a
pod.

« snadné doplnovani, zapisovani zmeén — k designu je nutné
doplnit kratky report o prlibéhu experimentu, pokud néco
vyznamného oproti designu — napr. velka zména pH nebo
teploty apod.

e odkazem mozno propojit design na soubor s vysledky
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