Biostatistika

V Cem se liSi biostatistika od statistiky? Nebiostatistiku by pouzil
napriklad analyticky chemik, ktery chce zjistit jaka je koncentrace
vybrané sloucCeniny v kapalnem vzorku. Ma k dispozici kapaly vzorek,
ktery je zcela homogenni. Analyticky chemik ze vzorku odebere nekolik
vzorku a ty analysuje, napriklad chromatograficky. Koncentrace pro
kazdy vzorek mu vyjde trochu jinak, protoze chromatografie neni
perfektni. Z téchto hodnot je mozné vypocitat prlimér, smérodatnou
odchylku atd a tak se dostat k odhadu skutecné koncentrace. Pokud by
byl poCet méreni velmi vysoky, pak by se pfiblizil skuteCné hodnoté
koncentrace.



Biostatistika

Naproti tomu, biostatistik by mohl zjiStovat, jestli Iek na snizeni krevniho
tlaku skutecné snizuje tlak. Zmeéril by tlak stovce lidi, ktefi €k uzivaji, a
srovnat jejich tlak se znamym primérnym tlakem v populaci (tento
postup byl vybran pro nazornost, skutecné testovani ucinnosti léku by
primér a dalsi statistiky. Hlavni rozdil mezi bio a nebiostatistikou je v
tom, Ze ruzni pacienti maji skute¢né rtizny krevni tlak. Odchylky nejsou
zpUsobeny (alespon z vétsi ¢asti) nepresnosti mérent.

Biostatistik si musi predstavit “primérného” pacienta, ktery ma prumérny
tlak. Realni pacienti se od takového priumérného pacienta liSi v genetice
a v tom jak byli b&hem Zivota vystaveni riznym vlivam.



Inferencni statistika

V takzvané inferenc¢ni (nebo téz indukcni) statistice (inferential statistics) testujeme

statistické hypotézy na zaklade teorie pravdépodobnosti. Obvykle rozeznavame dva

druhy protichidnych hypotéz, nulovou a alternativni hypotézu. Ve védecké praxi se
snazime objevit néco nového co zmeéni souCasny stav sveta.

Nulova hypotéza (null hypothesis, H,) spoCiva (obvykle) v tom, Ze se nic nemeni, nic se

nedé€je, nic jsme neobjevili, stav poznani je takovy jaky byl pfed provedenim experimentu.
V pfipadé testovani nového léCiva je nulovou hypotézou to, Zze nové IéCivo nefunguije.

Alternativni hypotéza (alternative hypothesis, H,) je (obvykle) opakem nulové hypotezy,

tedy Ze se néco déje, meéni, ze stav poznani se experimentem zmenil. V pripadé
testovani nového léCiva je alternativni hypotézou to, ze lécCivo funguije.



Inferencni statistika

Dale mizeme rozeznavat biologickou a statistickou nulovou a alternativni hypotézu.
Biologickou nulovou hypotézou mize byt: ,testovana sloucenina nesnizuje krevni tlak*
Biologickou alternativni hypotézou mUlize byt: ,testovana slouc¢enina snizuje krevni tlak“

Statistickou nulovou hypotézou mZe byt: ,primérny krevni tlak pacientd uzivajicich
testovanou slouceninu je stejny nebo vyssi nez pacientl uzivajicich placebo*

Statistickou alternativni hypotézou muze byt: ,priimérny krevni tlak pacient( uZivajicich
in

testovanou slouceninu je nizsi nez pacientl uzivajicich placebo”



Inferencni statistika

Pomoci experimentl a jejich statistické analyzy je mozné, na urcité hladiné
pravdépodobnosti, vyvratit nulovou hypotézu a pfijmout alternativni hypotézu.
Nulové hypotéza se nikdy nepfrijima. Predstavte si napfiklad IéCivo, které snizuje

systolicky krevni tlak, ale jen o jeden milimetr rtuti. Pokud by kontrolni a experimentalni
skupina mely obé po deseti pacientech, pak je velmi nepravdépodobné, ze by byl rozdil
pouhého jednoho milimetru rtuti takovymto experimentem odhalen, kdyz smérodatna
odchylka systolického krevniho tlaku je priblizné 20 mmHg. Nepomohlo by, kdyby
kontrolni a experimentalni skupina mély po stovce pacientt. Pokud by ale obé skupiny
obsahovaly po tisici pacientech, pak uz existuje slusna Sance na zamitnuti nulové
hypotézy. Pokud bychom v prvnich dvou pfipadech prijali nulovou hypotézu a tvrdili, ze
leCivo nesnizuje krevni tlak, pak by to bylo Spatné. Spravnym zavérem v prvnich dvou
pfipadech je, Ze nemame dostatek dat, abychom zamitli nulovou hypotézu a ze
nulovou hypotézu nezamitame (ani ji nepfijimame, ani nezamitame, ani nepfijimame
alternativni hypotéezu).



Chyby

V inferenCni statistice rozeznavame dva druhy chyby, chybu I. a chybu II. typu
(type I error a type Il error). Pokud plati nulova hypotéza (IéCivo nefunguje) a my
nulovou hypotézu nezamitneme, pak je vSe v poradku. Pokud plati alternativni
hypotéza a my zamitneme nulovou hypotézu a pfijmeme alternativni, pak je také
vSe v poradku. Chyba I. typu nastane v okamziku, kdyz plati nulova hypotéza,
ale my ji zamitneme, jinymi slovy Ze zjistime, ze léCivo funguje, i kdyz ve
skutecnosti nefunguje. Chyby II. typu se dopustime v okamziku, kdyz plati
alternativni hypotéza, ale my nezamitneme nulovou hypotézu, jinymi slovy ze
nezjistime, ze IéCivo funguje, i kdyz funguje.



Hladina spolehlivosti

Pred kazdym testem hypotézy je nutné zvolit hladinu spolehlivosti
(significance level), ktera se obvykle oznaCuje symbolem a. Volba této hodnoty
bude diskutovana pozdeji. Ve strucnosti, pokud chceme minimalizovat
pravdépodobnost chyby I. typu, pak zvolime velmi nizkou hodnotu a, napriklad
0,01 nebo mensi. Naopak, pokud chceme minimalizovat pravdépodobnost
chyby II. typu, pak zvolime velmi vysokou hodnotu a, napfiklad 0,05. Pti volbé
hodnoty a je nutné vzit v potaz dopady toho, Zze nefunkéni IéCivo mize byt
podavano pacientll, nebo naopak zZe funkéni [éCivo mUize byt z testl vyfazeno
jako nefunkcni.,



P-hodnota

DalsSim kliCovym konceptem statistického testovani hypotéz je takzvana p-hodnota
(p-value). Jedna se o hodnotu pravdépodobnosti, ze, za predpokladu platnosti nulovée
hypotézy, ziskame statistiku (napfiklad rozdil mezi primeéry mérenych hodnot mezi
kontrolni a experimentalni skupinou) stejny nebo vysSi nez jsou skutecné vysledky
experimentu. V pripadée testovani Ieku na snizeni krevniho tlaku je vyznam p-hodnoty
nasledujici. Pfedstavme si na chvili, ze testované |éCivo nefunguije, tedy ze plati nulové
hypotéza. Pak budou mit pacienti v kontrolni a experimentalni skupiné priblizné stejny
krevni tlak. Nejpravdépodobnéjsi vysledek je ten, Ze primérny systolicky krevni tlak
v experimentalni a kontrolni skupiné bude stejny. Protoze se jedna o nahodné veliciny,
existuje relativné vysoka pravdépodobnost, Ze se priimérné krevni tlaky budou liSit o

"N/

p-hodnota.



P-hodnota

P-hodnota v tomto pfipadé zavisi na statistice, tedy napfiklad rozdilu primérnych
krevnich tlak(i mezi kontrolni a experimentalni skupinou, na smérodatnych odchylkach v
obou skupinach a na poc¢tu pacientl v obou skupinach. Je vysokéa pravdépodobnost, Ze

rozdil krevnich tlakd mezi kontrolni a experimentalni skupinou bude nizky (napriklad 5
mmHg, tedy ¥4 smérodatné odchylky), zvlasté pokud je pokus proveden na maléem poctu
pacientll. Naopak, je velmi nizka pravdépodobnost, Ze rozdil krevnich tlak(i mezi kontrolni
a experimentalni skupinou bude vysoky (napfiklad 20 mmHg, tedy hodnota smérodatne
odchylky), zvlasté pokud je pokus proveden na velkém poctu pacientd.



Testovani hypotéz

Praktickym provedenim statistické analyzy dat je nasledujici. Nejprve je nutné naplanovat
experiment s ohledem na zpracovani vyslednych dat. Design experimentu bude dale
diskutovan. Pro dany experiment dale formulujeme nulovou a alternativni hypotézu a

hladinu spolehlivosti. Po provedeni experimentu vypocCteme vhodnym softwarem p-
hodnotu a srovhame ji s hladinou spolehlivosti. Pokud je p-hodnota nizSi nez hladina
spolehlivosti, pak zamitame nulovou hypotézu a pfijimame alternativni hypotézu. Pokud
je p-hodnota vysSi nez hladina spolehlivosti, pak nezamitame nulovou hypotézu.



Testovani hypotéz

Praktickym provedenim biostatistické analyzy dat je nasledujici (1):

1. Specifikujte biologickou otazku, ktera ma byt zodpovézena.
2. Formulujte biologickou nulovou a alternativni hypotézu.
3. Formulujte biologickou otazku ve forme statistické nulove a alternativni hypotézy.
4. Zjistéte které veliCiny jsou relevantni k biologicke otazce.
5. Zjistéte o jaky typ veli€in se jedna (spojité nebo kategoricke).
6. Podle pocCtu, typu a predpokladaného rozdéleni a podle testované hypotézy vyberte
vhodny statisticky test a navrhnéte experiment.
7. Provedte experiment.
8. Otestujte data jestli splnuji predpoklady zamyslenych testd (normalita,
homoskedasticita, pfipadné jiné€). Pokud neplati, vyberte vhodngjsi testy.
9. Provedte statistické testy a interpretujte jejich vysledky.
10. Prezentujte své vysledky.

1 - J. W. McDonald: Handbook of Biological Statistics. Sparky House Statistics, 2008.



Testovani hypotéz

Test normalniho rozdéleni:

Normalni rozdéleni je zakladnim predpokladem rady statistickych testd, jako je t-test nebo
ANOVA. Proto je pied provedenim téchto testl potfeba otestovat zdali maji normalni
rozdéleni. Casto pouzivanym testem je Shapirdv-Wilkdv test. Nulovou hypotézou je, ze
hodnoty maji normalni rozdéleni, alternativni hypotézou je ze normalni rozdéleni nemayi.
V pfipadé, ze je zamitnuta nulova hypotéza, je nutné pouzit neparametrické metody,
které nevyzaduji normalni rozdéleni.

R: shapiro.test(vyber)



Testovani hypotéz

Jednovybeérovy t-test:

Pokud chceme porovnat vybér s néjakou presnou hodnotou, pak mizeme provést
jednovybérovy t-test. Jednovybérovy t-test mize byt oboustranny nebo jednostranny.
Nulovou hypotézou oboustranného testu je, ze primér vybéru je rovny srovnavané
hodnoté. Nulovou hypotézou jednostranného testu je, ze priimér vybéru je mensi nebo
rovny nebo vétSi nebo rovny srovnavané hodnoté. Existuje fada veliCin jejichZ presna
hodnota pro kontrolni skupinu je v podstaté znama (napf. primeérné IQ je 100). V
biologickych a Iékarskych disciplinach ale Castéji nemame presnou hodnotu k dispozici a
srovnavame dva vybeéry, tedy provadime dvouvybérovy t-test.

R: t.test(vyber)



Testovani hypotéz

Dvouvybérovy t-test:

Pokud chceme porovnat dva vybéry (napfiklad krevni tlak pacientd, ktefi uzivali a
neuzivali Ié¢ivo), pak mizeme provést dvouvybérovy t-test. Dvouvybérovy t-test existuje
jako parovy a neparovy. Parovy t-test bychom pouzili, pokud mame od kazdého pacienta
jedno méreni tlaku pred podanim léCiva a druhé po podani. Tato data jsou sparovana na

zakladé identity pacientll. Pokud by byla skupina pacientd, ktefi by dostali éCivo a

skupina, ktera by nedostala nic, nebo dostala placebo, pak bychom pouzili neparovy t-
test. Neparovy t-test existuje ve dvou variantach (viz dale). T-test obecné vyzaduje
normalni rozdéleni vybér(.

R: t.test(vyberl, vyber2)



Testovani hypotéz

Neparovy dvouvybeérovy t-test:

Neparovy t-test existuje ve dvou variantach, podle toho, jestli maji porovnavané vybeéry
stejné rozptyly. To je mozné otestovat pomoci F-testu pro srovnani rozptylu vybérd (v R
funkce var.test). Nulovou hypotézou tohoto testu je, ze vybéry maji stejné rozptyly. Pokud
nezamitneme nulovou hypotézu, pak pouzijeme jednu varianty t-testu (v R funkce t.test s
volbou var.equal=TRUE), pokud zamitneme tak druhou (v R funkce t.test s volbou
var.equal=FALSE)

R: var.test(vyberl, vyber2)
t.test(vyberl, vyber2, var.equal=TRUE)
t.test(vyberl, vyber2, var.equal=FALSE)



Testovani hypotéz

Neparametrické jedno a dvouvybéroveé testy:

Pokud nemaji data normalni rozdéleni, je mozné pouzit neparametrické metody. Je
mozné pouzit jedno- nebo dvouvybérovy Wilcoxon(yv test (dvouvybérova varianta je
znama jako MannUv-Whitneylyv test). Existuje neparova a parova varianta
dvouvybérového testu. Pouziti je velmi podobné jako v pfipadé t-testu.

R: wilcox.test(vyber)
wilcox.test(vyberl, vyber2)
wilcox.test(vyberl, vyber2, paired=T)



Testovani hypotéz

Analyza rozptylu (ANOVA):

Analyza rozptylu se pouziva v okamziku, kdy chceme porovnat vice nez dva vybeéry,
napriklad uz v okamziku, kdy mama tfi vybéry. Napfiklad mizeme mit k dispozici hodnoty
krevniho tlaku pacientl z kontrolni skupiny, kterym nebylo podano ani IéCivo ani placebo,

pacientl kterym bylo podano placebo a pacientd, kterym byl podan testovany Iék.
Nulovou hypotézou je, Ze primérny krevni tlak ve vSech tfech skupinach je stejny.
Alternativni hypotézou je, Ze se primérny krevni tlak ve skupinach lisi, bud' Ze se priimér
jednoho vybéry vyrazné lisi od ostatnich, nebo Ze se vSechny prlméry navzajem vyrazné
iSi. Pro provedeni ANOVYy existuji predpoklady, které je nutné splinit.

R: anova(lm(vysledky~faktor, data=vybery)



Testovani hypotéz

Predpoklady pro pouziti analyzy rozptylu:

Aby bylo mozné pouzit analyzu rozptylu, je nutné aby data splhovala nasledujici
podminky. Za prvé, hodnoty musi mit normalni rozdéleni. Pokud tomu tak neni, je mozné
nahradit analyzu rozptylu pomoci Kruskalova-Wallisova testu. Za druhé, vSechny vybéry

musi mit stejné rozptyly. Pokud tomu tak neni, je mozné se pokusit data transformovat
tak, aby rozptyly byly stejné, napfiklad je logaritmovat. Za tfeti, chyby vybérl musi byt
vzajemne nezavislé.

R: shapiro.test
bartlett.test
fligner.test



Testovani hypotéz

Vicefaktorova ANOVA:

ANOVA mUze byt provedena i vicefaktorové. Napfiklad nas zajima jak zavisi néjaka
hodnota, ktera vystihuje zdravotni stav, na tom, jestli Clovék koufi, pije, na jeho prijmech,
jestli sportuje a podobné. Postupovali bychom tak, Ze do jednotlivych sloupeckl bychom
zapsali informaci zda Clovek koufri, pije, pfipadné kolik toho vykoufi a kolik toho vypije, a

do posledniho sloupeCku bychom zapsali veliCinu charakterizujici zdravotni stav. ANOVou

bychom mohli zjistit které faktory tuto veliCinu ovliviiuji. Dale bychom mohli vyuzit ANOVu

s interakcemi, Cimz bychom mohli napriklad zjistit, ze samotné koureni nebo samotné piti

alkoholu veli€inu neovliviuje, ale kombinace koureni a piti ano. Vicefaktorova ANOVA ma
dalSi podminky pro spravné provedeni.



Testovani hypotéz

Vicenasobné porovnavani:

Pokud srovnavame mnoho vybérl mezi sebou, je nutné néjakym zplsobem
kompenzovat skutecnost, Ze s kazdym porovnanim roste riziko nespravného zamitnuti
nulové hypotézy. Pokud zméfime pomoci real-time PCR koncentrace vybrané mRNA v

péti vzorcich zdravé tkané a péti vzorcich nemocné tkané, pak mizeme pouzit
dvouvybérovy t-test a zjistit jestli se koncentrace mRNA [iSi. Pokud zvolime a=0,05, pak
mame 5% Sanci, ze vyjde, ze se liSi, i kdyz se neliSi. Pokud ale néco podobného udélame
pro 10 000 gent zméfenych pomoci DNA ¢ipu nebo RNA seq, pak mame
pravdépodobnost (1-0,05)10000 = 5,2 10-178, ze pro vSechny geny spravneé vyjde Ze se
koncentrace jejich mRNA nelisi, tedy mame prakticky jisté (1-5,2 10-178), Ze alespon
jednou vyjde, ze se lisi.
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