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Predstavitev delavnice

• Delavnica ima za osnovo resnično raziskavo, ki je že zaključena. 

• V okviru delavnice bomo najprej „razmislili“, kaj bomo raziskovali, s 
kakšnimi metodami in inštrumenti ter kakšne podatke in rezultate bomo 
dobili.

• Na podlagi tega bomo v drugem delu pripravili NRRP v skladu z zahtevami 
za izdelavo NRRP v okviru projektov ARIS. V okviru tega bomo tudi izbrali 
repozitorije in si ogledali pogoje za objavo.

• V tretjem delu bomo pa „pridobljene“ podatke pregledali, po potrebi 
FAIRficirali in jih pripravili za objavo v izbranih repozitorijih. Pri tem bo del 
podatkov objavljen v področno specifičnem repozitoriju, ki ima točno 
določene zahteve za objavo, del podatkov pa v splošnem repozitoriju.



Življenjski krog podatkov – kratka ponovitev

Vir: Elixir https://rdmkit.elixir-europe.org/media_kit#data-life-cycle-diagram

• PONOVNA UPORABA: Pregled in možnost uporabe obstoječih 
podatkov. 

• NAČRTOVANJE: Pregled metodologij, meritev, inštrumentov… 
ter načrt ravnanja z raziskovalnimi podatki.

• ZBIRANJE PODATKOV: eksperimentiranje, meritve, beleženje, 
opazovanje in simulacije. 

• OBDELAVA PODATKOV: pretvorba podatkov, priprava na 
analizo, preverjanje kakovosti, psevdonimizacija /anonimizacija.

• ANALIZA: metode, modeli, programska oprema, rezultati.
• SHRANJEVANJE PODATKOV: lokalno / v oblaku, varnostno 

kopiranje, politika dostopa
• OBJAVA, DELJENJE PODATKOV: izbira repozitorija, odprtost, 

omejitve…
• PONOVNA UPORABA…

https://rdmkit.elixir-europe.org/media_kit#data-life-cycle-diagram


Primer priprave NRRP 
na področju strukturne biologije

• Matic Kisovec

• Molekularni biolog, doktoriral na področju Biomedicine, Biokemija in molekularna 
biologija

• Kemijski inštitut, Odsek za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo

• Skrbnik krioelektronskega mikroskopa

• Podatke, ki jih bomo pokazali na delavnici, so prispevali kolegi in kolegice iz Odseka 
(Marjetka, Andreja, Luka, Primož) 

• Del podatkov izvira tudi iz sodelovanja z Nacionalnim inštitutom za biologijo



Strukturne raziskave krompirjevega virusa Y
Virus (PVY) Virusom podobni delci (VLP)

Virusna ssRNA

Proteini PVY

Foto: arhiv NIB



Strukturne raziskave krompirjevega virusa Y (PVY)

215123 segmentov

PVY – 726 posnetkov
VLP – 5344 posnetkov

Virus: 726 posnetkov

VLPPVY



Strukturne raziskave krompirjevega virusa Y (PVY)

150 nm

ločljivost 3,4 Å
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ločljivost 4,1 Å
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Strukturne raziskave krompirjevega virusa Y (PVY)
aminokisline

Karta krioEM gostote

Atomski model, ki se prilega karti gostote

Primer 1 Primer 2



Strukturne raziskave krompirjevega virusa Y (PVY)

Kežar et al. Science advances vol. 5,7 eaaw3808. 2019.

Zgradba plaščnega proteina 3D struktura filamentov
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Strukturne raziskave krompirjevega virusa Y (PVY)

Kežar et al. Science advances vol. 5,7 eaaw3808. 2019.

Raziskave na rastlinah

∆N49 ∆C40 ∆C60



1. Ponovna uporaba obstoječih podatkov
• obstoječa zaporedja DNA (in aminokislin) – NCBI (končnica .fasta)

• obstoječi slikovni surovi podatki (slikovni – velikost več TB) - ni javno objavljeno (končnica .mrc)

• obstoječi strukturni podatki – PDB, EMDB (format .pdb ali .cif)

www.wwpdb.org
www.ebi.ac.uk/emdb
www.ebi.ac.uk/empiar
www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

Začetek PDB v 1971

Kvaliteta
podatkov?

http://www.wwpdb.org
http://www.ebi.ac.uk/emdb
http://www.ebi.ac.uk/empiar
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore


1. Ponovna uporaba obstoječih podatkov

• obstoječi strukturni podatki – PDB, EMDB (format .pdb ali .cif)

O tej vrsti podatkov smo že govorili v 2. sklopu usposabljanja



1.1 Povzetek in opis raziskovalnih podatkov 

• Načrtovanje raziskave

• Priprava načrta ravnanja z raziskovalnimi podatki

• https://nrrp.openscience.si

https://nrrp.openscience.si


1.2 Načrtovanje raziskave
• Načrtovanje spremenjenih/mutiranih zaporedij DNK

• Eksperimenti v laboratoriju
• Mutacije zaporedij DNK

• Izražanje in čiščenje spremenjenih 
načrtovanih proteinov

• Karakterizacija izraženih proteinov
• kromatografija z ločevanjem po velikosti

• diferenčna dinamična fluorimetrija

• Karakterizacija interakcij
• Izotermalna titracijska kalorimetrija

https://sl.wikipedia.org/wiki/Deoksiribonukleinska_kislina



1.2 Načrtovanje raziskave

• Eksperimenti v laboratoriju (nadaljevanje)
• Določitev 3D zgradbe spremenjenih proteinov

www.ki.si/glacios
www.rcsb.org/structure/8opj

http://www.ki.si/glacios
https://www.rcsb.org/structure/8opj


Kromatografija z ločevanjem po velikosti - SEC 

www.priyamstudycentre.com/2022/02/size-exclusion-chromatography.html
www.ki.si/odseki/d11-odsek-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/oprema/aekta-pure-25-m1

S tekočinsko kromatografijo bomo ločili molekule po velikosti.

http://www.priyamstudycentre.com/2022/02/size-exclusion-chromatography.html
http://www.ki.si/odseki/d11-odsek-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/oprema/aekta-pure-25-m1


Kromatografija z ločevanjem po velikosti - SEC 
• Rezultat eksperimenta so ločene molekule in binarna datoteka .res

• V proizvajalčevi programski opremi UNICORN lahko pretvorimo rezultat v 
numerično obliko 'tab delimeted' .csv

• Ni specifičnega repozitorija



Diferenčna dinamična fluorimetrija - DSF

www.researchgate.net/profile/Del-Lucent/publication/275586547/figure/fig1/AS:614040191651857@1523409998356/A-A-cartoon-overview-of-the-ideal-differential-scanning-fluorimetry-DSF.png
www.biorender.com/template/differential-scanning-fluorimetry-data-view
www.ki.si/odseki/d11-odsek-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/oprema/pcr-v-realnem-casu

Preverili bomo temperaturno stabilnost proteinov.

https://www.researchgate.net/profile/Del-Lucent/publication/275586547/figure/fig1/AS:614040191651857@1523409998356/A-A-cartoon-overview-of-the-ideal-differential-scanning-fluorimetry-DSF.png
http://www.biorender.com/template/differential-scanning-fluorimetry-data-view
https://www.ki.si/odseki/d11-odsek-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/oprema/pcr-v-realnem-casu


Diferenčna dinamična fluorimetrija - DSF
• Eksperimentalni rezultat so mutante in okoljski pogoji, kjer so proteini najbolj temperaturno najbolj stabilni
• Rezultat je v obliki .ixo - vrsta xml formata, zaprt format, ki pa vsebuje nekaj metapodatkov (ime metode, datum in ura začetka in konca 

meritve, uporabniško ime avtorja, identifikacija naprave, datum zadnje kalibracije...)
• Krivulje v neberljivi obliki



Diferenčna dinamična fluorimetrija - DSF
• V originalni programski opremi LC480 lahko pretvorimo rezultat v numerično obliko v obliko 'tab delimited' .csv
• Ni specifičnega repozitorija



Izotermalna titracijska kalorimetrija - ITC

www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517323004830
https://cmi.hms.harvard.edu/isothermal-titration-calorimetry
https://spwindustrial.com/microcal-malvern-vp-itc
www.ki.si/odseki/d11-odsek-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/oprema/oprema-aris/izotermalni-titracijski-kalorimeter-vp-itc

Izmerili bomo termodinamske
parametre interakcij med proteini.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517323004830
https://cmi.hms.harvard.edu/isothermal-titration-calorimetry
https://spwindustrial.com/microcal-malvern-vp-itc
http://www.ki.si/odseki/d11-odsek-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/oprema/oprema-aris/izotermalni-titracijski-kalorimeter-vp-itc


Izotermalna titracijska kalorimetrija - ITC

Trenutno podatkovna zbirka 'Molecular Biophysics Database' še ni javno dostopna.

• Dobimo podatke o jakosti vezave, stehiometrije in spremembi entalpije
• Rezultat je v obliki .itc - numerična oblika podatkov, zaprt format, ki pa vsebuje nekaj neanotiranih metapodatkov 

V bistvu gre za csv format.
• Krivulje v berljivi obliki
• Obstaja alternativna programska oprema za analizo, npr. NITPIC.
• Ni (še) specifičnega repozitorija.
• V beta fazi testiranja je Molecular Biophysics Database, kjer bo mogoča 

depozicija ITC podatkov. 
• Predvidoma bodo avtomatsko prebrani tudi metapodatki v datotekah .itc.



Svetlobna in elektronska mikroskopija

https://microbiologyinfo.com/

Debelina vzorca > 5 µm 
Povečava 500X - 1500X
Valovna dolžina: > 400 nm

Debelina vzorca < 0,1 µm
Povečava 100 000X – 300 000X
Valovna dolžina: 2 pm



Krioelektronska mikroskopija
Zajeli bomo posnetke s krioelektronskim mikroskopom in tako določili 
3D strukturo proteinov.



Krioelektronska mikroskopija

• Dobimo 16-bitne posnetke, ločljivosti 4096*4096, kjer so vidni proteinski kompleksi
• Vsak posnetek je opremljen z zelo podrobno metapodatkovno datoteko .xml.
• Posnetki so v obliki .mrc. - odprt binarni format, kasneje jih med analizo pretvorimo v obliko .tif, 

ki zasede ~20% manj diskovnega prostora brez izgube informacij
• Proizvajalec opreme omogoča dostop do slikovnega kodeka, ki omogoči hiter predogled .mrc posnetkov v Windows okolju.
• Obstaja področno specifični repozitorij za surove posnetke krioelektronske mikroskopije - EMPIAR
• Na dan lahko mikroskop proizvede do 1,5 TB slikovnih podatkov.



1.2 - 1.4 Povzetek in opis raziskovalnih podatkov 

• Načrtovanje raziskave

• Priprava načrta ravnanja z raziskovalnimi podatki

• https://nrrp.openscience.si

https://nrrp.openscience.si


2. Shranjevanje podatkov pred objavo

• Podatki, z izjemo posnetkov krioelektronske mikroskopije, se hranijo na 
delovnih postajah pri znanstvenih napravah in/ali na osebnih računalnikih 
zaposlenih in/ali na mrežnih diskih znotraj inštituta. Vse lokacije so 
avtomatsko varnostno kopirane.

• Dostop ni posebej omejen, vsaka oseba potrebuje uporabniško ime in 
geslo za vstop v operacijski sistem in za dostop do mrežnih lokacij.

• Ne bomo pridobivali občutljivih podatkov.



2. Shranjevanje podatkov pred objavo

• Posnetki krioelektronske mikroskopije se hranijo na različnih HPC gručah: 
Ažmanov računski center na Kemijskem inštitutu, HPC Arnes, HPC VEGA, 
Elixir Slovenija.

• Večina podatkov krioelektronske mikroskopije ni varnostno kopiranih.

• Podatki so dostopni samo iz določenih uporabniških računov.

• Med analizo se lahko količina podatkov podvoji (zagotavljanje zadostne 
količine diskovnega prostora).



2. Shranjevanje in varnostno kopiranje podatkov 

• Priprava načrta ravnanja z raziskovalnimi podatki

• https://nrrp.openscience.si

https://nrrp.openscience.si


Obdelava in analiza podatkov

• Obdelava podatkov kromatografije, fluorimetrije in kalorimetrije

• Pretvorba v bolj odprt format .csv

• Analiza in priprava končnih slik (npr. za objavo v članku)

• Priprava 'readme' datoteke

• Objava v splošnem repozitoriju Zenodo

• Objava s področno specifičnih repozitorijih



Zbiranje podatkov

• Pridobili smo naslednje podatke:
• Tekočinska kromatografija - numerični podatki v obliki .csv (in zaprtem formatu .res)

• Temperaturna stabilnost proteinov - numerični podatki v obliki .ixo (vrsta .xml formata, 
zaprt format), rezultate izvozimo v .csv

• Izotermalna titracijska kalorimetrija - numerični podatki v obliki itc (berljiv tekst, zaprt 
format)

• Surove posnetki iz krioelektronskega mikroskopa - slikovni podatki v obliki .mrc ali .tif, 
poleg posnetkov so še metapodatkovne datoteke v obliki .xml

• Rezultati iz krioelektronske analize bodo karte gostote - volumetrični podatki v obliki 
.mrc in strukturni modeli - tekstovni podatki v obliki .pdb/.cif (.mrc in .pdb/.cif formata 
odprtokodna)



Zbiranje podatkov

• Nadaljnja analiza ni potrebna vendar je treba poskrbeti za FAIR:
• Tekočinska kromatografija - numerični podatki v obliki .csv (in zaprtem formatu .res)



Obdelava in analiza podatkov

• Priprava 'readme' datoteke



Zbiranje podatkov

• Nadaljnja analiza je potrebna in poskrbeti je treba za FAIR:
• Temperaturna stabilnost proteinov - numerični podatki v obliki .ixo (vrsta xml formata, 

zaprt format), rezultate izvozimo v .csv

• Izotermalna titracijska kalorimetrija - numerični podatki v obliki .itc (berljiv tekst, zaprt 
format), rezultate izvozimo v .csv



Zbiranje podatkov

• Nadaljnja analiza je potrebna in poskrbeti je treba za FAIR:
• Surovi posnetki iz krioelektronskega mikroskopa - slikovni podatki v obliki .mrc ali .tif, 

poleg posnetkov so še metapodatkovne datoteke v obliki .xml



Obdelava in analiza podatkov

Obdelava podatkov krioelektronske mikroskopije s programsko opremo:

• naziv programske opreme: cryoSPARC

• Programska oprema izboljša kvaliteto posnetkov, poišče proteine, integrira/sešteje enako 
orientirane delce, preko Fouriejeve transformacije pridemo iz 2D v 3D (karta gostote 
krioEM, piljenje končne karte gostote krioEM)

• Ko imamo izpiljeno karto gostote, vanjo zgradimo 3D model, 
ki predstavlja položaj vsakega atoma v prostoru. 

• Programska oprema (npr. Phenix) v datoteko s 
koordinatami dodaja tudi že prve metapodatke 
neposredno v .pdb/.cif

• Preostanek metapodatkov se obvezno vnese ročno pri 
vnosu v repozitorij

Karta krioEM gostote



Obdelava in analiza podatkov -
krioelektronska mikroskopija

• CryoSPARC

• Uporabljamo 
HPC 
infrastrukturo



Rezultati analize krioelektronskih posnetkov 
so karte krioEM gostote - volumetrični podatki 
v obliki .mrc

Obdelava in analiza podatkov -
krioelektronska mikroskopija

• Pričnemo z datotekami .mrc, ki vsebujejo 3D karto 
krioEM gostote, brez metapodatkov

• Za ogled kart uporabimo programsko opremo ChimeraX



Rezultati analize krioelektronskih posnetkov so karte 
krioEM gostote - volumetrični podatki v obliki .mrc

VIDEO

Obdelava in analiza podatkov -
krioelektronska mikroskopija



Obdelava in analiza podatkov -
krioelektronska mikroskopija

Rezultati analize krioelektronskih posnetkov 
so karte krioEM gostote - volumetrični podatki 
v obliki .mrc

• Obstaja področno specifični repozitorij za surove 
posnetke krioelektronske mikroskopije - EMDB

• V EMDB ročno vnesemo metapodatke med 
depozicijo in povežemo z EMPIAR in PDB



V karte krioEM gostote - volumetrični podatki v 
obliki .mrc zgradimo strukturne modele -
tekstovni podatki v obliki .pdb/.cif

VIDEO

Obdelava in analiza podatkov -
krioelektronska mikroskopija



V karte krioEM gostote - volumetrični podatki v 
obliki .mrc zgradimo strukturne modele -
tekstovni podatki v obliki .pdb/.cif

• Obstaja področno specifični repozitorij za 
strukturne modele – PDB

Obdelava in analiza podatkov -
krioelektronska mikroskopija



V karte krioEM gostote - volumetrični podatki v 
obliki .mrc zgradimo strukturne modele -
tekstovni podatki v obliki .pdb/.cif

• Obstaja področno specifični repozitorij za 
strukturne modele – PDB

• Programska oprema za gradnjo modela v 
datoteko .pdb/.cif vključi že mnoge metapodatke 
(https://mmcif.wwpdb.org)

• Med depozicijo v zbirko PDB ročno vnesemo 
metapodatke, ki jih zahteva PDB

• Med depozicijo v zbirko PDB povežemo z EMPIAR in 
EMDB

Obdelava in analiza podatkov -
krioelektronska mikroskopija

https://mmcif.wwpdb.org


V karte krioEM gostote - volumetrični podatki v 
obliki .mrc zgradimo strukturne modele -
tekstovni podatki v obliki .pdb/.cif

• Obstaja področno specifični repozitorij za 
strukturne modele – PDB

• Programska oprema za gradnjo modela v 
datoteko .pdb/.cif vključi že mnoge metapodatke 
(https://mmcif.wwpdb.org)

• .pdb/.cif je zelo zanimiv format saj ena datoteka 
vsebuje metapodatke in raziskovalne podatke

Obdelava in analiza podatkov -
krioelektronska mikroskopija

...

https://mmcif.wwpdb.org


Krioelektronska mikroskopija
Leto 2020: atomska ločljivost 

Nakane, T., Kotecha, A., Sente, A. et al. Nature 587, 152–156 (2020). 

Yip, K.M., Fischer, N., Paknia, E. et al. Nature 587, 157–161 (2020). 



3. Zagotovitev podatkov na način FAIR 

• Priprava načrta ravnanja z raziskovalnimi podatki

• https://nrrp.openscience.si

https://nrrp.openscience.si


Deljenje (objava v repozitoriju)
Surovi podatki so objavljeni v EMPIAR

www.ebi.ac.uk/empiar/EMPIAR-11549

www.ebi.ac.uk/empiar/deposition

TB!!

https://www.ebi.ac.uk/empiar/EMPIAR-11549
https://www.ebi.ac.uk/empiar/deposition


Deljenje (objava v repozitoriju)
Obdelani podatki kriomikroskopije (PDB)

www.rcsb.org/structure/8OPJ

https://deposit-2.wwpdb.org/deposition

https://www.rcsb.org/structure/8OPJ
https://deposit-2.wwpdb.org/deposition


Obdelava in analiza podatkov

• Kjer ni področno specifičnih repozitorijev - objava v splošnem repozitoriju
npr. Zenodo

• Dryad npr. za objavo med recenzijo, recenzentski dostop do pomembnih 
datotek

• Drugi splošni repozitoriji



Deljenje (objava v repozitoriju)

Deljenje in objava v splošnih repozitorijih (Zenodo, Figshare, Dryad, 
Mendeley Data …) ali institucionalnih repozitorijih (RUL, DKUM, RUP, RUNG, 
DiRROS, ReVIS)

Primer: Podatki iz krioelektronske mikroskopije v repozitoriju Zenodo

• https://zenodo.org/records/12611974
o Preprint: https://doi.org/10.1101/2024.04.10.588894

o Članek: https://doi.org/10.1093/nar/gkae636

Vnos podatkov tekočinske kromatografije - numerični podatki v obliki .csv
(in zaprtem formatu .res)

http://primerhttps/zenodo.org/records/12611974
https://doi.org/10.1101/2024.04.10.588894
https://doi.org/10.1093/nar/gkae636


3. Zagotovitev podatkov na način FAIR 

• Priprava načrta ravnanja z raziskovalnimi podatki

• https://nrrp.openscience.si

https://nrrp.openscience.si


Objava znanstvenega članka

https://www.nature.com/articles/s42004-024-01100-x



Objava znanstvenega članka
• Revija zahtevala začasno depozicijo vseh pdb/cif in kart gostote v repozitorij Dryad. 

• V repozitoriju PDB in EMDB so bile datoteke še zaklenjene in zato nedostopne. 

• Datoteke v EMPIAR, EMDB in PDB so bile avtomatsko odklenjene po objavi članka.

https://www.nature.com/articles/s42004-024-01100-x



Objava znanstvenega članka
• Supplementary data 1 (.xlsx format)

https://www.nature.com/articles/s42004-024-01100-x



Objava znanstvenega članka
• Supplementary data 1 (.xlsx format)

https://www.nature.com/articles/s42004-024-01100-x



Objava znanstvenega članka

https://www.nature.com/articles/s42004-024-01100-x



Objava znanstvenega članka

V članku skupno:

• 11 molekulskih struktur .pdb/.cif

• 30 kart gostote

• 6 setov surovih podatkov (10 TB)

• 8 + 25 + 19 slik

https://www.nature.com/articles/s42004-024-01100-x
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