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3. vaja: Prileganje krivulj in statistika

Pregled vaje

Prileganje krivulj

* linearna enacba
* primer: proteinski test po Bradfordu

* nelinearna enacba
* primer: Michaelis-Mentenova kinetika
* preoblikovanje v linearno enacbo

Statistika

* histogrami - porazdelitev

* izracun nekaterih pogosto uporabljanih statisticnih parametrov
* risanje diagramov z dodano oceno napak
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Izbira tipa krivulje

Kateri tip krivulje izberemo za prileganje na dane podatke je odvisno od tega,
kaksna je dejanska zveza med koli¢inama oz. koli¢inami.

Line Polynomial Gaussian Lorentzian
Exponential Double Exponential Sin Hill Equation
Sigmoid Lognormal Power
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Linearna odvisnost

e enatbay=kxx+n
* uporabljamo jo, ko je zveza med spremenljivkama linearna
e primer: A,gy = €550 x C x|

Mo

y konst. x konst.

» vcasih lahko zvezo, ki sicer ni linearna, preoblikujemo v linearno odvisnost
e primer:y=Axek
* preoblikujemo v: In(y) = In(A) — k x x

7kor1/sfc4. k:)\ns\ X

y

* vdolocenih primerih upostevamo, da je n=0
* odvisno od primera do primera — poznati moramo zvezo med spremenljivkama
oz. biokemijsko/fizikalno ozadje
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Kako dobro se nas model ujema s podatki?
Razlaga na primeru linearne odvisnosti

Faktor R-kvadrat (R2) nam pove, kako dobro se nas model ujema z dejanskimi podatki.

88, = 2=’ 88, = 2= £

'y 'y

tot

X X

>
SS,ee = E(ﬁ -y

Popolno ujemanje (perfect fit): R=1
Nacelomaje0<R<1

slabo ujemanje dobro ujemanje
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Kako dobro se nas model ujema s podatki?
Razlaga na primeru linearne odvisnosti

V kolikor postavimo napa¢en model (in po mozZnosti se katerega od parametrov med
prileganjem fiksiramo), je lahko R< 0!

y = 1500 + k x x
2000
1500 - V primeru na desni je:
* bil izbran napacen model in
10004 * parameter n (1500) fiksiran z
napacno vrednostjo.
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Naloga 1: Test po Bradfordu

Biokemijsko ozadje

* kolorimetriéna metoda za dolocevanje koncentracije proteina/proteinov

* princip:
f’"’ CHy HyC {11"5
@ + OO
Basic and Aromatic Na0;8 80, Yy s ¥ .
Side Chains naraséajoca konc. proteina
Coomassie G-250 >

0C,Hg

465 nm i "
N A | Y
Protein-Dye Complex ! 1 |

Amax = 595 nm

* metoda ni absolutna — potrebujemo umeritveno krivuljo
* umeritveno premico nariSemo na osnovi meritev z raztopinami BSA (goveji
serumski albumin) znanih koncentracij
* v naSem primeru je umeritvena krivulja premica (A o< y); Aggc=Y, y=X
* koncentracija mora biti (v tem primeru) masna!!!
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Naloga 2: Michaelis-Mentenova kinetika
Biokemijsko ozadje

encim + substrat —> encim + produkt

hitrost encimsko
katalizirane reakcije Vo = Vinax

(v): e w.

g
i
©
Vo (Lm/min)

[S] — konc. substrata

K., — Michaelis-mentenova K.
konstanta;
enaka [S] priv=v,,,/2 L ras s

[S] (mm)
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Naloga 2: Michaelis-Mentenova kinetika
Biokemijsko ozadje

Michaelis-Mentenovo enacbo obrnemo in
preoblikujemo v linearno enacbo: K
Slope =|—
V=Vmax [S] Vmax
K, +[S]
£
11 K, +IS] - &
v ov. L8] 3
o
1 1 K, 1 [S)
_= X x—
v s v IS) i
1
RIEIRNAR Vs
vitv. 1 IS] ' Vo
T_1 ENE
y naklon x presecis¢e-y K., [S] \mm

Box 6-1 figure 1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
©2008 W.H. Freeman and Company

Lineweaver-Burkov diagram
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Naloga 3: Molekulska dinamika - simulacija dveh heliksov v membrani
Biokemijsko ozadje

S pomocjo molekulske dinamike lahko simuliramo gibanje... (makro)molekul
(to bomo podrobneme obravnavali na predavanjih proti koncu semestra).

§ dva transmembranska heliksa
2x 356 atomov

lipidi voda

34 840 atomov . 12 936 atomov

4 l . 50A . I
100 A , & _

55 A

zacetno stanje

48 488 atomov
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Naloga 3: Molekulska dinamika - simulacija dveh heliksov v membrani
Biokemijsko ozadje

pogled “z vrha”

pogled “od strani”

Heliksa se zaradi difuzije gibljeta po membrani.
Ko se srecata, ostaneta skupaj (dimer je stabilen).
-t

o _ <> - desno
Relativni kot med heliksoma: (ﬂ> + levo
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Standardna deviacija in varianca

Standardna deviacija (SD, o) nam pove, kaksno je sipanje (disperzija) podatkov
od povpredja.

izmerjena vrednost povprecéna vrednost

Sy =

%\2 xl.—)_cJ) ) ﬁg(xi—f)

N — velikost vzorca
korigirana vrednost
Besselova korekcija

nekorigirana vrednost o
& (le-to nam izracuna Excel)

Standardna deviacija je kvadratni koren variance.
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Standardna deviacija in varianca — geometric¢na interpretacija

J

1

1

34.1% 34.1%

0.0 01 02 03 04

flaip,0?) =

L -4(=2)’

o

ov2m

normalna distribucija
(1 - povprecje)

“ % znotraj 0Z % zunaj OZ

68,268
95,449
99,730
99,993
99,999

v A W N B

31,731

4,550
0,269
0,006
0,000

0Z = obmodje zanesljivosti (angl. Cl, confidence interval)
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Standardna deviacija in varianca — geometric¢na interpretacija

1.0

=0, 02=0.2, == ]
H=0, 02=1.0, =
H=0, 02=5.0, =
p=-2, 02=05, —| |

0.0

Vecdja vrednost o = vecdja raztegnjenost krivulje.




3. vaja: Prileganje krivulj in statistika

Standardna napaka povprecja (SE, standard error of the mean)

Ky <«—— s—standardna deviacija

N<\ N — velikost vzorca
Standardna deviacija Standardna napaka povprecja
je merilo, s katerim opiSemo variiranje neke je ocena, kako dale¢ je povprecje
lastnosti od povprecja vzorca. vzorca od povprecja celotne

populacije.

Pri fiksni standardni deviaciji se z ve¢anjem Stevila vzorca standardna napaka manjsa.
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Naloga 5: Vezava /disociacijska konstanta za enostaven primer
Biokemijsko ozadje

_[AILE]
[EA]

disociacijska konstanta

EA 2 A+E K,

Izmerjen celotni signal pri vezavi spojine A na protein E lahko opisemo kot vsoto:
* signala zaradi specifiéne vezave (vezava v skladu z zgornjo enacbo)
* signala zaradi nespecifi¢ne vezave: NS x [S] + ozadje

celotna vezava = specifi¢na vezava + nespecificna vezava

celotna vezava
signal ., -
Signal specificne -
vezave, ki je ) ) [A] go
sorazmeren s koli¢ino Slgnal = Slgnalmﬂx - .- .§. nespecifi¢na vezava
kompleksa: K, +[A] £

Kd [ligand]




