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1 Cil tlohy

Ove¢tit si pii feSeni praktického tkolu vlastnosti a moznosti kapalinové chromatografie.

1. Ptiprava kapalinového chromatografu pro méteni realnych vzork

2. Analyza piipravenych vzorkli bunéénych linii ovlivnénych a neovlivnénych 5-aza-2’-
deoxycytidinem

3. Identifikace zajmovych slozek vzorku pomoci reten¢nich Casi standardi a pomoci
knihovny UV-Vis spekter.

4. Vyuzitim metody standardniho pfidavku stanovit pomér mdCMP/dCMP (5-metyl-2’-
deoxycytosin-5’-monofosfat a nemetylovany analog)

5. Na zéklad¢ ziskanych poméra diskutovat vliv 5-aza-2’-deoxycytidinu na stav metylace

DNA bunééné linie

2 Teorie

2.1 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii se k separaci slozek vyuzivd mnohonasobného opakovaného
vytvafeni rovnovaznych stavli mezi stacionarni fazi a kapalnou mobilni fazi na zdkladé rtiznych
chemicko-fyzikalnich interakci (velikost Ccastice, polarita, naboj, aj.). V soucasné dob¢ si
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) stidle udrzuje svij vyznam - umoziuje
analyzovat prakticky vesSkeré organické latky s vysokou citlivosti a v rozpéti relativnich
molekulovych hmotnosti od stovek a.m.u. u iontli az po nékolik set tisic u makromolekul az ¢astic.
To je umoznéno moznosti volby obou slozek separa¢niho systému — mobilni a stacionarni faze.
HPLC se oproti jinym separa¢nim technikdm vyznacuje robustnosti (napf. opakovatelné retencni
Casy oproti kapilarni elektroforéze) a moznosti analyzy tepelné nestalych vzorkd za laboratorni
teploty (napft. oproti plynové chromatografii). Nevyhodou HPLC oproti témto metoddm muze byt
nizsi u€innost separace (nizsi pocet teoretickych pater) a vyssi spotieby ¢inidel a vzorki. Objevuji
se vSak postupy jako ultravykonnd kapalinové chromatografie (UPLC) a monolitické stacionarni

faze, které oteviraji kapalinové chromatografii nové moznosti. Nejrozsifenéjsi pouzivanou
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kapalinovou chromatografii je chromatografie na obracenych fazich (RPLC). V RPLC se pouziva

nepolérni stacionarni faze a mobilni faze v definovaném stupni polarity.

2.2 Zékladni schéma kapalinového chromatografu

Pozadavky na chromatografické zatizeni:

a) umoznit pravidelny a konstantni tok mobilni faze stacionarni fazi = opakovatelnost
retencnich casu,

b) zajistit kvantitativni a cCasové co nejkratSi nadavkovani analyzované smeési na
stacionarni fazi = opakovatelnost kvantitativnich i kvalitativnich parametru signalii analytii (vyska,
plocha, sirka, symetrie, ...),

¢) vytvofit podminky k co nejvétSimu poctu opakovani sorpénich a desorpcnich procest
jako vysledku vzajemnych vztahl mezi stacionarni fazi, molekulami slozek mobilni faze a
molekulami solutli v analyzované smési = co nejvyssi ucinnost kolony a tim rozliseni sledovanych
analytil,

d) uskutecnit pribézné métfeni a zaznamenavani zmén urcitych vlastnosti mobilni faze
vytékajici z kolony, které jsou vysledkem pfitomnosti separovanych latek = zdznam
chromatogramu jako indikace pritomnosti analytickych zon separovanych latek,

e) byt schopné selektivné uvedené zmény analyzovat a kvantifikovat = vyhodnoceni

chromatogramu.

Pro splnéni téchto pozadavki jsou konstruovany nebo operatorem voleny jednotlivé ¢asti

chromatografického zatizeni. Piiklad sloZeni kapalinového chromatografu je ukazan na Obr. 1.
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Obr.1 Schéma kapalinového chromatografu
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2.3 Separace s vyuzitim monolitickych kolon

Klasické kolony jsou plnény ¢asticemi sorbentu o definovaném priaméru a velikosti pora.
Pti zkvalitiiovani separace zmenSovanim rozmeéru castic v klasickych napliovych kolonach pro
HPLC se objevuji negativni jevy. Zrnicka sorbentu kladou prostupujici kapalin€ znacny
hydrodynamicky odpor. Pro zvySeni G€innosti je proto nutné vyuzit vyssich protitlaki mobilni faze.

Monolity na druhou stranu vytvaieji jednotny souvisly kus materidlu s vysokou
porovitosti. Monolitické materialy pouzivané k plnéni chromatografickych kolon Ize rozd¢lit na dvé
zakladni skupiny: monolity na bazi siliky (SiO,) a z organickych materiali (napf. polystyren).
Silikové monolitické materidly obsahuji dva druhy porii: makropéry a mezopory. Makropory
(rozmér ~mikrometry) umoziuji vysoky prutok mobilni faze za nizkého tlaku, zatimco husta sit
mezoporl (rozmér ~nanometry) vytvari velky specificky povrch. Struktura organickych polymert
se naproti tomu skladd z malo uspotfddanych pospojovanych makroglobuli s makropéry mezi nimi.

Porovitost monolitl obecné umoziuje pouzit vysoké pritoky mobilni faze za ptipustnych
tlakl. Pri vyssi prutokové rychlosti je diky konvekci také rychlejsi pfenos hmoty. Vysledkem je
obdobna separa¢ni t¢innost monolitickych kolon pii kratSich retenc¢nich Casech v porovnani s
casticovymi kolonami. Nevyhodou monolitickych kolon oproti ¢asticovym je z principu piipravy

horsi reprodukovatelnost retencnich vlastnosti mezi jednotlivymi vyrobnimi sériemi.

2.4 Vliv vybranych vlastnosti mobilni f4ze na priibéh separace

Faktory ovliviiujici separaci v HPLC je nutno zvazit dle pouzité staciondrni faze, jinak
feceno dle konkrétniho typu chromatografie. V tomto textu bude diskutovan pouze piipad separace
latek na reverzni staciondrni fazi (napf. ukotvené
oktadecylové skupiny C18). Mezi faktory nejvice
ovliviiyjici separaci patfi eluéni sila, iontova sila a pH
mobilni faze.

Voda jako nejbéznéji pouzivana slozka
mobilnich fazi mé& nizkou elu¢ni silu. Elu¢ni silu
zvySujeme piidavkem organické slozky (metanol, aceton),

ktera ma eluéni silu vyssi. Napf. zvySenim obsahu

metanolu o 10 % se snizi kapacitni faktory (%, viz. niZe)
ltek piblizng 2 Casticova kolona monoliticka kolona

Obr.2 Zobrazeni pratoku mobilni

Iontova sila je urCena piitomnosti soli v mobilni ) L
faze stacionarni fazi u

fazi a roste s jejich koncentraci. Iontova sila ovliviiuje silu klasické casticové a

) ) . . o monolitické kolony. Prevzato

interakci separovanych latek se staciondrni fazi diky a upraveno z brozury ke
koloné Onyx Monolithic.
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zméné solvata¢niho obalu molekul. S vysSi iontovou silou je solvataéni obal molekul tenci
a interakce se stacionarni fazi se vice projevuji. Maximalni doporucovana koncentrace soli je 50
mM.

Koncentrace protont ovliviiuje ionizovatelné molekuly (napi. organické kyseliny a baze).
Zde je nutné si uvédomit, Ze ionizace molekuly vede v pfipadé reverzni stacionarni faze
k dramatickému poklesu retence a je proto ve vétSing ptipadit zddouci se ji volbou pH vyhnout. Na
druhou stranu je mozné volbou pH cilené ionizovat sou¢asti matrice vzorku a zjednodusit si tak
vysledny chromatogram. pH mobilni fdze nastavujeme v rozmezi daném vétSinou pH stabilitou

stacionarni faze (napt. pH 2-8) pouzitim vhodného pufru.

2.5 Vyznam metylace DNA

Metylace DNA (na cytosinu, uhlik C5) patfi mezi rozSifené epigenetické procesy
u prokaryot i eukaryot. U prokaryot je jeji funkci chranit buniku pted cizorodou DNA. U eukaryot
neni funkce metylace DNA zcela znama, ackoli je jiz nyni jasné, Ze zajiStuje pfinejmensim dve
zékladni funkce: kontrolu genové exprese (,,umlcovani“ genll) a ochranu organismu pied expresi
nezadoucich sekvenci (napf. nekddujici a parazitické sekvence, repetice). Vyznamny je 1 rozdil
v metylaci normdalnich a nadorovych bunék, kdy u nadorovych bunék byva genom casto
hypometylovan. Dilezitou roli v procesu karcinogeneze (tvorba a vyvoj nadoru) hraje také
metylace CpG oblasti v regulacnich oblastech tumor-supresorovych geni (geny kodujici proteiny se
schopnosti tlumit naddorovou aktivitu). Metylaci CpG oblasti téchto genil tak bunka ztraci jeden
z obrannych mechanizmt proti karcinogenezi (vznik adal§i vyvoj nadorového onemocnéni).
Metylaci cytosinu katalyzuji enzymy metyltransferdzy (napt. EC 2.1.1.37, EC 2.1.1.73). Tyto
enzymy pouzivaji S-adenosylmethionin jako donor methylové skupiny. Jako inhibitor

metyltransferdz ptsobi napt. 5-aza-2’-deoxycytidin.
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3 Prakticka cast
3.1 Ptistroje a zafizeni
e HPLC systém 10 AVP ty SHIMADZU:
e odplynova¢ GT-154
e systémova fidici jednotka SCL-10AVP
e pumpa LC-10AVP
e picka CTO-10ASVP
e PDA detektor SPD-M10AVP
e fidici software Class-VP 5.02
¢ 2 monolitické kolony 100x4.6 mm, Onyx C18
e knihovna UV-VIS spekter purint, pyrimidinti, nukleosida a nukleotida
¢ injekéni stiikacka se specialné upravenou jehlou pro davkovani vzorkt
(Hamilton)
e mikropipety
e ultrazvukova lazen

e odmérné baiky a dal$i bézné laboratorni zatizeni

32 Chemikalie

e standardy bazi nukleotidl (koncentrace 10mM):
* 5-metyl-2’-deoxycytosin-5’-monofosfat (mdCMP)
»  2’-deoxythymidin-5’-monofosfat (dTMP)
= 2’-deoxyguanosin-5’-monofosfat (dAGMP)
= 2’-deoxyadenosin-5’-monofosfat (1AMP)
= 2’-deoxycytosin-5’-monofosfat (dACMP)

e thiomocovina (0,002% roztok ve vod¢)

e testovaci smes (smés acetonu, benzenu a toluenu v metanolu)

e zpracované vzorky bunécnych linii (DNA digesty)

e mobilni faze pro ekvilibraci a proplach kolony (filtrovana deionizovana voda,
metanol pro chromatografii)

e mobilni faze pro méieni testovaci smési, vzorkt a standardi (vodny roztok fosfatu

sodného o koncentraci 50mM a pH 3, metanol pro chromatografii)
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3.3 Ptiprava realné¢ho vzorku (vzorky jsou jiz ptipraveny)

Pro jednotlivé vzorky byly pouzity bunky B-bunéénych linii (WSU-NHL, Su-DHL-4,
DOHH-2). Tyto buiiky byly pé&stovany v koncentraci 1x10” bungk ve 30 ml média RPMI 1640 (s
10% fetalnim bovinnim sérem, penicilinem a streptomycinem) pii 37°C v atmosféte 5% CO,. Cast
téchto bunck byla oSetfena inhibitorem methyltransferdz (1-2 uM 5-aza-2’-deoxycytidin, pfidavan
kazdych 24 hod, 3-8 dnt1). DNA byla ze vzorku izolovana vysolovaci technikou (chloroformova
extrakce) a dale Stépena endonukledzou Mspl. Ta Stépi sekvenci CCGG, pokud je wvnitini C
v sekvenci methylované i pokud je nemethylované. Cést vzorku byla nastépena enzymem Hpalll,
ktery $tépi sekvenci CCGG pouze v pfipadé, Ze vnitini C neni metylované. Ziskané fragmenty DNA
byly déle purifikovany pro odstranéni balastnich latek a nasledné Stépeny Exonukleazou III. Ta
enzymaticky S$té€pi jednotlivé baze ve sméru 3'—5". Na zavér byla nastépend smés nukleotidii

filtrovana ptes 0,22 um filtr (odstranéni necistot, které¢ by mohly ucpat pory kolony).

34 Obecny postup pfi praci s kapalinovym chromatografem
34.1 Sbér dat

Obsluha fidiciho software Class-VP 5.02 a sbér dat se provede dle pokyni vedouciho
cviceni. Jako kvantitativni parametr bude odecitdna plocha piku. VSechna méfeni se provadi

nejméng tiikrat.

34.2 Priprava davkovace a vzorku pred nadavkovanim vzorku na kolonu

Roztok vzorku se na kolonu davkuje davkovacim kohoutem. Pfed zahdjenim vlastniho
mefeni je nutné proplachnout davkovaci kohout destilovanou vodu (jinak hrozi nebezpeci
kontaminace z ptedchozich vzorkil), metanolem nebo mobilni fazi. Vzorek dédvkovany na kolonu
musi byt ciry, castice nebo zdkal mohou nevratné znehodnotit kolonu. Vzorky obsahujici
rozpusténé plyny (napf. metanolické roztoky) je tfeba pfed nastiikem dikladné odvzdusnit v

ultrazvukové lazni.

343 NaplInéni smycky davkovace

Pti plnéni davkovaci smycky o objemu 20 pul se packa davkovace piepne do pohotovostni
horni polohy (LOAD). Pro analyzu se pomoci stfikacky bere dostate¢né mnozstvi vzorku, aby byla
naplnéna celd davkovaci smycka (pfiblizné 25 pl). Do dédvkovaciho otvoru se jemné zasune jehla
injekéni stiikacky (nezasouvat nasilim na doraz) atlakem na pist injekéni stiikacky se naplni

davkovaci smycka davkovace (na konci odpadni kapilary odkapne ptiblizné 3-5 kapek). Pti
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davkovani vzorku do smycky je nutné kontrolovat pfitomnost bublinek. Do systému se nesmi dostat
plyn!
3.4.4 Nastrik vzorku na kolonu

V momenté, kdy je software pfipraveny sbirat detektorova data, se packa davkovace otoci
do pravé spodni polohy. Tim se uvnitt ddvkovace piepne sméer toku mobilni faze tak, Ze na kolonu

prochazi ptes smycku déavkovaciho ventilu, kam jsme pied chvili nadavkovali roztok vzorku. Jehla

se poté vytahne.
3.5 Pracovni postup
3.5.1 Zméreni testovaci smési

Testovaci smés se méti v zdkladni mobilni fazi pro RPLC (70 % MeOH). M¢feni
testovaci smési se optimalné provadi vzdy pred zacatkem a po skonceni celého méfeni. Porovnani
pika (retencni Cas, rozliSeni, pocet teoretickych pater, asymetrie) testovaci smési se ovetuje, zda
nedoslo ke zméné vlastnosti kolony béhem méfeni (napt. kontaminaci kolony tézko eluovatelnymi

latkami ze vzorku).

3.5.2 Zména pracovni mobilni faze

Zména mobilni faze se provede dle instrukci vedouciho cviceni. Je nutné se fidit
obecnymi postupy, které zajisti 100% misitelnost dvou po sobé jdoucich mobilnich fézi
a dostateCnou ekvilibraci kolony mezi dvéma mobilnimi fazemi. V nasem systému se osvédcily
nasledujici podminky pro vyménu mobilni faze: 1) zménit procento organické slozky ze zdkladniho
stavu (70 % metanolu) na procento pouzité v cilové mobilni fazi (v naSem piipad¢ 4 % metanolu);
2) zaménit vodnou slozku z deionizované vody za vodny roztok fosfatu sodné¢ho o pH 3. V obou
ptipadech ponechat protéct alesponn 10 kolonovych objemli pro dostatecnou ekvilibraci kolony —

pfiblizné 15 minut pii pratoku 2 ml/min.

3.5.3 Stanoveni mrtvého retenéniho ¢asu (ty)

Mrtvy retencni Cas se stanovuje latkou, ktera neni zadrzovana staciondrni fazi (v ptipadé
RPLC se pouziva napt. mocovina) a to v mobilni fazi stejné jako je pouzita pro méfeni vzorku.
Mrtvy retencni ¢as udava dobu, za kterou projde latka zcela inertni vii¢i sorbentu na detektor. Mrtvy
retenéni ¢as je nutné znat napt. pro vypocet kapacitniho faktoru, ktery ma pifimy vztah
k termodynamickym vlastnostem separace (distribu¢ni konstanty). Je mozné jej navic pouzit pro

porovnani vysledk ziskanych na jiném chromatografickém systému pomoci totozné metody.
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3.54 Analyza realnych vzorki
Ptipravené roztoky digestu DNA izolované z ovlivnénych a neovlivnénych bunéénych

linii se 10x nafedi mobilni fazi. Nafedény roztok vzorku je mozné ptimo analyzovat.

3.5.5 Identifikace analyta
Identifikace vybranych signalit se provede jak proméfenim standardnich roztokid tak
s pomoci knihovny UV-Vis spekter. Standardni roztoky se piipravi nafedim (100x) zasobnich

roztoktli (koncentrace 10mM) mobilni fazi.

3.5.6 Stanoveni poméru dCMP a mdCMP a koncentrace ostatnich nukleotidu
Kvantitativni stanoveni se provede metodou standardniho ptidavku. Ke vzorku ptidame

standardni ptfidavek dCMP, dGMP, dTMP a dAMP o koncentraci 0,1 a 0,2 mM a ptidavek

standardu mdCMP o koncentraci 10 a 20 uM. Pro pfipravu roztokli vyuzijte zasobnich roztoku

(koncentrace 10 mM), ptipadné jiz nafedénych standardl (koncentrace 0,1 mM)

4 Vyhodnoceni naméfenych dat
Do protokolu uved’te néasledujici tidaje véetné statistického vyhodnoceni (priméry nebo
mediany, smérodatné odchylky a intervaly spolehlivosti pro hladinu vyznamnosti a 0,05):
e mrtvy Cas kolony ty
e retencni Casy separovanych nukleotidii ve smési
e retencni Casy separovanych standardi nukleotida
e kapacitni poméry separovanych latek
Je nutné si zde uvédomit, ze se jednd o vyhodnoceni malého poctu opakovani a pouzit

ptislusné rovnice. Viz. podklady ke statistickému zpracovani vysledkt niZe.

Identifikaci latek proved’te na zéklad¢ testovani na statistickou vyznamnost rozdili v

retencnich Casech standardi a signali v chromatogramu realného vzorku.

Koncentraci jednotlivych nukleotidl zjistéte konstrukei zavislosti plochy signalu analytu
na koncentraci ptidavku. Jde o lineadrni zavislost, jejiz prasecik s osou x urCuje koncentraci
nukleotidu ve vzorku. Poméry metylovaného a nemetylovaného dCMP vyjadiete jako pomér
zjisténych koncentraci mdCMP/dCMP. Poméry pocitejte pro kazdé méfeni vzorku, nikoli jen pro

prameéry.
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5 Otazky k diskuzi (odpovédi a diskuzi uvadéjte do protokolu)

e v této uloze neni pouzita korekce vyslednych ploch mdCMP a dCMP pomoci
vnitiniho standardu. Je tento postup spravny? Jak by situace vypadala v ptipadé,
kdyz bychom chtéli porovnat koncentrace jednotlivych nukleotidii mezi vzorky?

e jaka by byla retence nukleosidii v porovnani s nukleotidovymi analogy na nepolarni
koloné?

e vpfipadé¢ analyzy DNA digestd obsahujici videalnim ptipadé pouze smes
nukleotidll je mozné provést vnitini kontrolu ptipravy vzorku. V ¢em tato kontrola

spociva a jak vychazi v pfipad€ Vami analyzovanych vzorka?
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6 Dopliikové informace k vyhodnoceni namérenych dat

Charakteristickou  veli¢inou pro kazdou t R.j

chromatografovanou latku je retencni (elucni) Cas (zz). Je

L=

to doba, kterd uplyne od néstfiku vzorku do dosaZeni

2

maxima eluéni kiivky (Obr. 3). Lze se také setkat s

pojmem elu¢ni objem (V3), tj. objem mobilni faze prosly

kolonou, po némz je analyt na konci separacni kolony. Je

odezva detektoru
—
<

to tedy objem mobilni faze, ktery protece za dobu #z:

| ¢as [min]

0 2 4 6 8
VrR=1tr X Fm Obr.3  Ukazkovy chromatogram

kde F, je mnozstvi mobilni faze, proteklé kolonou za
jednotku Casu (objemova rychlost toku ml/min).

Mobilni faze se pohybuje konstantni rychlosti, takze vSechny analyty stravi v mobilni fazi
stejny Cas - mrtvy ¢as kolony (7). Celkovy retencni Cas analytu zahrnuje redukovany retencni cas,
tj. Cas straveny ve staciondrni fazi.

tR'=tr - tm

Kapacitni faktor (pomér, k;) charakterizuje selektivitu (tedy zadrZzovani analytu na
kolon¢) a slouzi téZ ke srovnavani separace v riznych systémech (k; je v daném systému SF a MF
konstantni).

Ki = (tr - tm)/tm = tr /tm

Zakladnim udajem o rozmyvéni slozek vzorku pfi transportu kolonou (které se projevuje
Sitkou piku) je pocet teoretickych pater kolony n. Tento udaj slouzi k hodnoceni u¢innosti kolony
podobné, jako odvozena veli¢ina vyskovy ekvivalent teoretického patra H. Pocet teoretickych pater

se zjisti experimentalné¢ dosazenim naméienych parametri do vztahu

t ’ t ’
n=16-| L | =5545.| %L
w; Wia,;

kde wj je Sifka piku pfi zakladné a w;,; Sitka piku v poloviné vysky. VySkovy ekvivalent vySkového
patra H se vypocita z délky kolony a vypoc¢teného poctu pater x:
L

H==
n

Pro hodnoceni miry vzajemného piekryvani dvou sousednich pikil se pouziva veli¢ina

rozliSeni R;;.
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; AR
W1 =2,3540 Ry =10
=5 W r 0
é i w =46 prekryti 2 %
]
o
< 2
5 R] 2 - 1,5
2o prekryti 0,1 %
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Obr.4 Ukéazkova separace dvou analyti s demonstraci hodnoty rozliSeni a procenta

prekryti pika

_ 2'(tR,i _tR,j) _ 2'AfR

w,+w, w, +w,

i,j

RozliSeni 1ze vypocitat z retenc¢nich Cast analyt a Sifek pik(i. Z hodnoty R;; lze
odhadnout miru piekryvani sousedicich pikii. Pfi hodnoté R = 1 jsou piky piekryty z 2 % plochy.
Oddéleny z 99,9 % a vice jsou pii hodnoté R > 1,5.

Pro kvantitativni stanoveni se vyuziva plocha piku, kterd je imérna obsahu analytu ve
vzorku. V ptfipad¢, Ze je tvar piku Gaussovsky, je mozné brat jako kvantitativni parametr vysku.
Tato situace vSak v kapalinové chromatografii vétSinou nenastdvd na rozdil od plynové
chromatografie. Ke zjisténi koncentrace analytu ve vzorku lze vyuzit metodu kalibracni kiivky,

metodu pfidavku standardu nebo metodu wvnitiniho standardu. Metoda ptidavku standardu

piedpoklada linearitu kalibracni zavislosti.
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7 Poznamka ke statistickému vyhodnoceni

Vsechny naméfené hodnoty jsou zatizeny chybami. Chyby se obvykle déli na chyby
nahodné, systematické a hrubé. Hrubé chyby jsou vétSinou zptsobeny jednorazovym déjem, ktery
vznikne z ditvodu chyby pfistroje, nebo lidského faktoru. Systematické (soustavné) naproti tomu
zatézuji vysledek systematicky a urcuji spravnost vysledku. To znamend, na kolik se vysledek blizi
skutecné hodnoté. Jsou zplsobeny naptf. nespravnou kalibraci (pipet, odmérnych ban¢k,
analytickych vah a podobn¢). Chyby nahodné urcuji naopak piesnost vysledkli. Jde o chyby
vzniklé zcela ndhodné a to v pribéhu v pribéhu celého postupu. V dalsim textu budeme uvaZovat
pfitomnost pouze ndhodnych chyb.

Z divodu vyskytu nahodnych chyb se dale mluvi o tzv. rozdéleni. Ptedstavme si, Ze
budeme meéfit danou veliCinu nekonecnémnohokrat — ziskame tak soubor dat (soubor dat
predstavuje data, kterd jsou obrazem celé populace hodnot). Za nepfitomnosti hrubé a systematické
chyby dostaneme pfi vyneseni Cetnosti hodnoty veli¢iny v zavislosti na jeji velikosti graf, ktery se
oznacuje jako rozdé€leni pravdépodobnosti. Ptikladem je rozdeleni normdalni, které je popsano

Gaussovou kfivkou.

Gaussova
/ krivka
|_
w
o]
=
E _Bod zvratu
Q
Kmin_1 ).(rr'\_-
X INTERVAL
- S (68%) ) CETNOSTI
U (95%) -
R

Obr.5  Profil Gaussovy kiivky

Plocha pod kiivkou vyznacuje vSechna méfeni — 100 % naméfenych hodnot. Z tvaru
kiivky lze nasledné odvodit vztahy pro urceni intervalu v okoli primérné hodnoty zahrnujici napf.
95 % hodnot a podobn¢.

Pti statistickém vyhodnoceni se ve vétsiné piipadii u namétenych dat predpoklada prave
normalni rozdéleni (normalitu dat je mozné také testovat). Jen neziskavame cely soubor hodnot, ale

pouze jejich ¢ast — vybér. Na zdkladé modelt a testovani byly pro vybéry dat zkonstruovany
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tabulky, které umoziuji extrapolovat naSe vybérova data na data celého souboru. D&je se tak na
zéklad¢ informace o poctu meéfeni a aktualnim vybéru. V nékterych statistikdch postaci napf.
rozptyl vSech hodnot, jindy je zapotiebi pocitat se vSemi ziskanymi hodnotami. Je zapotiebi si
uveédomit, ze ¢im mensi je vyber dat, tim hife z n¢j bude definovan cely soubor. Mluvi se o tzv.
odhadech vlastnosti souboru (napt. sttedni hodnota) na zékladé€ vybéru.

Pro naméfeny blok dat (v naSem pfipad€ napt. namétené retencni Casy, plochy pikil a
podobn¢) miizeme vypocitat zakladni popisné statistiky (smérodatnd odchylka, maximum,
minimum, prumér, median, ...). Jak bylo vysvétleno vyse, jelikoz poc¢itame z dat, které tvoii vyber
ze souboru, mluvime o tzv. vybérovych odhadech napt. skute¢né hodnoty (i; vybérovym odhadem
je pramér nebo median), rozptylu (6°, odhadem je druha mocnina smérodatné odchylky) atp.

Jako odhad skute¢né hodnoty se nej€astéji uvadi pramér. V ptipadech, kdy je podezieni
na pritomnost extrémnich hodnot, je vhodné pouzit median, ktery je vi¢i nim vice robustni. Uziva
se Casto u dat, kde neni potvrzena jejich normalita (normalni rozd€leni kolem stfedni hodnoty). Co
se tyCe piresnosti vysledkd, ta se nejCastéji uvadi ve formé smérodatné odchylky. Tento ptistup vSak
neni zcela korektnim. NejlepSim zplsobem jak vyjadfovat vysledky je pomoci intervalu
spolehlivosti pro zvolenou hladinu vyznamnosti a (napt. 0,05; 0,01; 0,001). Ten udavd meze, ve
kterych je skute¢ny vysledek z definovanou pravdépodobnosti (tzv. hladina spolehlivosti) 100x(1 —
a) (pro a = 0,05 je hladina spolehlivosti 95 %).

Pti porovnani dvou blokl dat (napt. porovnéani vysledkli dvou riznych metod) je mozné
dosadit hodnoty do pfisluSnych vzorcti na testovani vyznamnosti rozdili mezi dvéma soubory (viz.
nize). Stejn¢ tak muizeme postupovat na zaklad€ znalosti intervalii spolehlivosti ,,grafickou
metodou. Ty, jak je uvedeno vySe, znamenaji interval, ve kterém se s urcitou pravdépodobnosti
nachazi skute¢ny vysledek. Pro porovnani dvou blokt dat potom staci zjistit, zda-li se tyto intervaly
protinaji, ¢i nikoliv. To ndm d4 o porovnani dvou vybéru kvalitativni informaci — intervaly se
protinaji = vyberova data pochazi ze stejného souboru = pruméry se nelisi; ptipadné se intervaly
neprotinaji = vyberova data pochézi z riznych soubori = priméry se lisi. Pro toto porovnani plati
hladina vyznamnosti o takovd sjakou jsou uvedeny intervaly spolehlivosti pro oba
praméry/medidny. Vyhodou vypoctu pomoci pfislusnych rovnic je, Ze jsou schopny nam porovnani
priméra kvantifikovat. Jinak feceno jsme schopni ziskat hodnotu o, pfi které jsou mediany prave
odlisné (napt. 0,000002 nebo 0,2). Na zikladé nadmi pfedem zvolené o (napt. 0,05) pak
rozhodujeme o vysledku statistického porovnéni — jsou nebo nejsou shodné vybéry. (Nutno dodat,
ze tato vyhoda plati pro zpracovani vétsiho mnozstvi dat, nez budete provadét v ramci tohoto

cviceni; zde se aplikuji statistické testy také pouze s kvalitativnim zhodnocenim.)
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Statistické vyhodnoceni zdlezi do znacné miry na poctu opakovani (viz vySe). Pro
statistiku obecné plati ¢im vice dat, tim 1épe. Naopak v pfipadé malého poctu opakovani muze
selhat. Z tohoto diivodu se v ptipadech, kdy mame k dispozici data z malého pocétu opakovani (n <
10) aplikuji odlisné statistické piistupy. Je proto dilezité vzdy sledovat piredpoklady statistickych
testi a v pfipadé jejich nedodrZeni testovani provadét odliSn€é, nebo jej neprovadét vibec!
V opacném piipadé se mizete dopustit chybného zaveru. O statistice se potom bude mluvit tak jako
v n¢kterych vtipech: ,Existuji tfi stupné 1zi: lez, sprosta lez a statistika.” Statistika je mocnym
nastrojem, ale pouze v rukou vzdélaného a zodpovédného Clovéka...

Vylucovani vysledki méfeni se v ptipadé¢ malého poc¢tu opakovani provadi pomoci Dean-
Dixonova testu na odlehlost krajnich hodnot. U vétSich vybéri se aplikuji jiné vztahy a vylucovani
jako takové je pomérné slozitou zalezitosti. SpiSe nez-1i mechanické dosazeni hodnot do vzorce se
uplatiiuje porovnavani soubor s a bez testovaného bodu. V principu by se mély totiz vyloucit
pouze ta data, ktera byla namétfena s hrubou chybou. V opacném piipadé mizeme vyloucenim

dosahnout deformace rozdéleni nasich dat.

K zakladnimu statistickému vyhodnoceni Ize pouzit klasicky tabulkovy procesor (pozor,
Excel pracuje pouze se statistikou pro velka Cisla. V nékterych ptipadech také pocita nepresné a
né¢kdy dokonce uvadi chybné oznaceni!). Vétsi mnoZzstvi funkei neZ napi. Excel nabizi Gnumeric
(opensource program podobny Excelu). Statistické balicky, které¢ je mozné ziskat na MU zdarma
(viz. http://www.muni.cz/ics/services/software?lang=cs) jsou Statistica (,,klikaci“ program,
obsahuje mnozstvi statistickych analyz pro parametrickd i neparametricka data) a Matlab (Casto
pouzivany v publikacich, rozhrani je ,,programovaci® pro pokrocilejsi uzivatele, ale s pokrocilymi

funkcemi co se ty¢e napt. davkového zpracovani dat atd.).

Vybrané rovnice pro statistické vyhodnoceni namérenych dat (jsou zde uvedené
vzorce pouZzivané v pripadé malého poc¢tu opakovani):
e vylouceni odlehlych dat — Q-test

m —m, _ m, —m
Qn: n nl;le 2 1

R R

kde R je rozpéti a m jsou naméfené hodnoty. Index urCuje jejich potadi pfi jejich sefazeni od

nejmensi po nejveétsi hodnotu: n — posledni (nejvétsi) hodnota, n - I — predposledni hodnota atd.

Vypoctené hodnoty O, a Q; porovnadme s tabelovanymi kritickymi hodnotami Q, pro dany pocet

meéteni n a zvolenou hladinu vyznamnosti « (Tab. 1). Pokud je O, ¢i Q; nizsi nez kritickd hodnota

Q. nejvyssi, respektive nejnizsi zmétena hodnota neni zatizena hrubou chybou a nevylucuje se.

Naopak, pokud je vypoctené O, nebo Q; vétsi, je nutno vysledek vyloucit. Po vylouceni odlehlého
-14 -
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vysledku je nutné data opét otestovat na pfitomnost odlehlé hodnoty. Q-test se pouziva, kdyz je
pocet méteni 3 az 10. V ptipadé tii hodnot plati navic podminka, Ze vSechny hodnoty musi byt

ruzné. V opacnych pripadech nelze Q-test pouzit.

Tab.1  Statistické konstanty dle Dean-Dixona pro hladinu vyznamnosti a 0,05.

25wk a
2 0.886 6.4
3 0,591 1,3 0,941
4 0,486 0,72 0,765
5 0,430 0,51 0,642
6 0,395 0,40 0,560
7 0,370 0,33 0,507

e vybérovy odhad G - smérodatnéd odchylka dle Dean-Dixona sg:

Sp=k, xR,

kde k, je koeficient zavisly na poctu méfeni n (pro hladinu vyznamnosti 0,05 plati k, = 0,8862; ks =

0,5908; k4 = 0,4857), R je rozpéti dat

e vybérovy odhad rozdéleni konecnych vysledki — interval spolehlivosti dle Dean-

Dixona (L;2)

L,=x+K, xR,

kde x je prumér, K, je koeficient pro dané n (pro hladinu vyznamnosti 0,05 plati K, = 6,40; K3 =
1,30; K4 = 0,92; hodnoty uvedeny pro a = 0,05) a R je rozpéti

e porovnani dvou vybéra — stejny pocet mefeni — Lorduv test

X4 —XB

R, 4R,
kde x4z jsou pruméry vybéri a R,p rozpéti. Vypoctené u se porovnava s kritickou hodnotou
Lordova testu u,, (Tab. 2). Je-li u < u,, je rozdil ‘;A —;B‘ statisticky nevyznamny na zvolené

hladiné vyznamnosti a, a ze je mozné jej vysvétlit pritomnosti nahodnych chyb obou vysledkd.

e porovnani dvou vybérl — rizny pocet méfeni — Moorav test
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X4 —XB

R,+R,’

kde x4z jsou pruméry vybéri a Ry p rozpéti. Vypoctené U se porovnava s kritickou hodnotou
Moorova testu u,. Kritické hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2. Moortuv i Lordlv test vyuziva pro
vypocet testové statistiky totozny vzorec. Mooruv test tak v piipad¢ stejného poctu méfeni prechazi

na test Lordtiv. Zhodnoceni vysledku je stejné jako u Lordova testu

Tab.2  Tabelované hodnoty pro Lordiv a Moortv test pro hladinu vyznamnosti a 0,05

ny ng u;;, Ui
2 1,714
) 3 0,915
4 0,732
5 0,619
3 0,635
3 4 0,511
5 0,429
4 0,407
4
5 0,353
5 5 0,307
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