Statisticke metody v biologii a medicine |l




Opakovani

 deskriptivni statistika
* prezentace dat

e statisticka indukce
 zavery o populacich na zakladé vzorku

e statisticka inference (odhad)
 testovani hypotéz



Opakovani — druhy dat

e Spojita (vzdy kvantitativni) — parametr muze teoreticky nabyt jakékoliv hodnoty v urcitém
intervalu (napr. koncentrace glukdzy: 0-o<; ejekcni frakce: 0-100%)

* Pomeérova vs. intervalova data — Ize definovat rozdil, ale ne pomeér mezi dvéma hodnotami (napf. 1Q)

e Kategorialni (diskrétni — obvykle kvalitativni) — parametr muze nabyvat pouze urcenych
hodnot (napf. krevni skupina: 0, A, B, AB; pohlavi: muz, Zena; choroba je/neni pritomna)

Ordinalni data — jsou kategorialniho charakteru, ale kvantitativni (lze je seradit — napf. stupen srdecniho
selhani — NYHA I-IV)

Diskrétni data — |ze je seradit a tvori linearné rostouci fadu (mezi jednotlivymi kategoriemi jsou stejné
rozestupy — napr. pocet déti v rodiné: 0,1,2...) — Casto se testuji jako spojita data

Binarni data — pouze dvé moznosti (zdravy/nemocny)

o~

~

&




Stupen dosazeneho vzdelani predstavuje
data...

1 1 1 1 1
A. Ordinalni
B. Intervalova
C. Binarni
D. Spojita
E. Kvalitativni
A B C D E




Formulace statistickych hypotez

e Vyzkumna hypotéza (napf. IéCivo A ma lepsi efekt nez |éCivo B, krevni tlak pfi zavedené |écbé
klesa, existuje vztah mezi pohlavim a télesnou vyskou atd...) — Ize formulovat jak pro experiment,
tak i v ramci pozorovani

 Statistické testovani vyzkumné hypotézy — vpodstaté dlikaz sporem

* Pro ucely testovani definujeme nulovou hypotézu H, (tj. napf. mezi skupinami neni rozdil v
primeérech, neni rozdil v rozptylech, mezi dvéma parametry neni vztah, parametr se v ¢ase
nemeéni...resp. rozdily jsou dany nahodou)

* Tuto nulovou hypotézu se snazime vyvratit (resp. prokazat, ze je vysoce nepravdépodobnd)
* V pfipadé neplatnosti nulové hypotézy plati jeji negace — alternativni hypotéza H,

* Vysledek testu hypotéz tedy zni:
* A) nezamitnuti nulové hypotézy (na urcité hladiné statistické vyznamnosti a)

e B) zamitnuti nulové hypotézy ve prospéch alternativni



Chyby v testovani hypotez

Skutecna povaha
nulové hypotézy

Statistické H, plati H, neplati

rozhodnuti

Zamitnuti chyba I. | Spravné

Ho typu (a) (1-B)

Potvrzeni Hy,| Spravné |chyba II.
(1-a) typu (B)

Pravdépodobnost chyby I. typu (a) — také hladina
statistické vyznamnosti

a se definuje jiz pred testovanim — v biomediciné
je zvykem obvykle 0,05 (tj. pokud je H,
zamitnuta, pak si mGZzeme byt na 95% jisti, ze
skute¢né neplati a pozorovany rozdil/vztah je
skutecny)

1-B — také sila testu

Statisticka vyznamnost p — pravdépodobnost, Ze
jsme pozorovany vysledek ziskali pri platnosti
nulové hypotézy

Je-li p < a, zamitame na dané hladiné
vyznamnosti nulovou hypotézu a plati tedy
hypotéza alternativni

Rikdme, Ze rozdil (efekt) je statisticky
signifikantni (coZ samozrejmé nemusi znamenat,
ze je signifikantni — vyznamny — i prakticky)



Statisticke testy

* Pro rGzné druhy statistickych hypotéz
pouzivame rlzné statistické testy

* Poutziti jednotlivych testd se ridi:

pocCtem srovnavanych skupin
charakterem dat (kategoridlni vs. spojita)
rozlozenim dat

vzajemnou zavislosti dat




Sila testu...

A. Je vyjadrenim jeho praktické (ne statistické) vyznamnosti

B. Roste se zvétsujici se variabilitou dat

1 1 1 1 1
C. Udava schopnost testu opravnéné zamitnout nulovou hypotézu
D. Se znadi pismenem p
E. Je pravdépodobnost, ze pfi zamitnuti nulové hypotézy bude
platit hypotéza alternativni
A B € D E




Vzajemné vztahy parametru u jednoho
vyberu

Vztah dvou spojitych proménnych — korelace

Vyjadrenim je korela¢ni koeficient (r)

r obecné vyjadruje miru zavislosti obou proménnych

MuzZe dosahovat hodnot od -1 do 1, kde 0 znaci Zadnou zavislost, 1 znaci 100% kladnou zavislost (s jednim
faktorem stoupa druhy) a -1 naprostou zapornou zavislost
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Priklady korelacnich koeficientu

» Pearsonuv koeficient (parametricky) — hodnoti
linearni zavislost mezi promennymi

« Hlavni podminkou je priblizne normalni rozlozeni dat

« Spearmanuyv koeficient (neparametricky) — hodnoti
zavislost v poradi hodnot obou promennych

* Ani jeden z koeficientu ovSem neodhali zavislost
napr. u krivky ve tvaru U

* Mimo korelacniho koeficientu Ize urcCit i odpovidajici
p-hodnotu (Cili pravdépodobnost, ze je pozorovana
korelace dana nahodou)



Porovnavani spojité promenne u dvou a vice

vyberu
* H, — mezi obemva vylg.erly neni Equal Means
rozdil v hodnoté spojité Unequal
promeénné (resp. je dan Variances

nahodou - napf. koncentrace
glykovaného hemoglobinu u
|écenych a nelécenych
diabetikl se nelisi)

* Obecné lze testovat shodu
polohy (Castéji, viz dale) nebo
variability (napf. F-test, Unequal Means
Levendv test) Equal Variances



Parametricke vs. neparametrické testy

Parametrické Neparametrické

* Pracuji s hodnotami * Pracuji s poradim hodnot

e Maji vyssi silu, ale pouze za splnéni ¢ Sila je ponékud nizsi (ovSem u velkych
predpokladt (hl. normalni souboru se rozdil stird)

rozlozeni dat v kazdém vybéru) o : .
* Jsou ,robustnéjsi“ — nejsou na rozlozeni dat

* Neni-li rozlozeni dat normalni, tolik zavislé
muUzeme se pokusit je

: * Lze je pouzit i u diskrétnich dat
transformovat (normalizovat) &P

Normalitu je mozno testovat testy normality (napf. Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilks — porovnavaji skutecné rozlozeni s
normalnim) a ,okometrickym“ zhodnocenim, zda histogramy odpovidaji Gaussové krivce, u malych souborl vhodnéjsi

normal probability plot



Parove vs. neparove testy

Parové Neparové
* Pouzivané tehdy, kdyz kazdé hodnote z * Pouzivané u na sobé nezavislych skupin
vybéru A muzeme priradit hodnotu z vybéru (mohou byt i rdzné velké)

B, ktera se lisi pravé jen pfrislusnosti k vybéru
(napf. platy v nemocnici: reditel A — reditel B;
primar A — primar B... az uklizecka A —
uklizecka B) e O parovém Ci neparovém designu je tfeba
rozhodnout uz pred zacatkem studie
(parovani je organizacné narocCné, ale parové
testy maji vyssi silu)

* Porovnavaji skutecné hodnoty proménnych
(nebo jejich poradi) mezi skupinami

* Nejcastéji pro vyvoj souboru v case
(hmotnost pacientl ted a po 5 letech: pacient
XY ted je stejna osoba jako po 5 letech, stejné
jako dalSi pacienti — vybéry se liSi pouze
casovym udajem)

* Hodnoti rozdily mezi obéma vybéry (nebo
jejich poradi)



Jednostranne vs. oboustranne testy

Jednostranné Oboustranné

(one-tailed) (two-tailed)

* H, je postavena asymetricky, napfr. IéCivo A neni * H, je symetricka: neni rozdil mezi IéCivem A a
lepsSi nez |éCivo B — ale uz nas nezajima, jestli je |éCivem B (tj. A neni ani lepsi, ani horsi nez B)

nebo neni horsi * Odhaluji tedy odchylky na obé strany

* Maji vétsi silu
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e Obvykle vhodnégjsi — a priori nevime, jak pokus
dopadne, a zajimaji nas oba mozné efekty

o |z critical a | zcritical a | zcritical
0.10] -1.28 0.10] *1.65 0.10 1.28
0.05| -1.85 0.03] 196 0.05 1.65
0.01| -2.33 0.01| *£2.58 0.01 2.33




Priklady testu pro spojita data — 2 vybéry

parametricky neparametricky

Parovy Parovy (zavisly) t-test Wilcoxon(v parovy test
Znaménkovy test

Neparovy Neparovy (nezavisly) t-test Mann-Whitney(v U-test *
Kolmogorov-Smirnoviyv test

* *ma témeér stejnou silu, jako t-test, ale predpoklada alespon pfriblizné podobnou
variabilitu obou vybér( (stejné jako t-test)



Priklady testu pro spojita data — vice vybéru

parametricky neparametricky

Parovy ANOVA (analyza rozptylu) pro FriedmanQv test (,,ANOVA®)
opakovana méreni (RMANOVA)

Neparovy Jednocestna ANOVA (a jeji varianty)  Kruskal-Wallistv test (,ANOVA")

* Vyloudi-li ANOVA H,, je tfeba se ptat, mezi kterymi konkrétnimi vybeéry je rozdil —
post hoc testy



AL A 4

Vyberte nejvhodnegjsi test

V ramci studie dostavaji pacienti novy lék proti epilepsii
nebo placebo. Studie je randomizovana (lék je nahodné
losovan). Zarazeni jsou pacienti, ktefi maji nejméné jeden a
nejvySe deset zachvatu za tfi mésice. Hodnocenym
parametrem je pocet epileptickych zachvatt v prvnim roce.

A. Parovy t-test
B. Neparovy t-test
C. Mann-Whitney U-test

D. Znaménkovy test

E. ANOVA pro opakovana méreni !

11 11 A
A B € D E



Problém mnohonasobného srovnani

* Provedeme-li vice testu najednou, zvysuje se pravdépodobnost, Ze néktery z nich
da signifikantni vysledek pouze diky nahodé (tj. chyba I. typu — neopravnéné
zamitnuti H,) — problém zejm. pfi post hoc testech u ANOVA

* Napr. pri deseti testech a a = 0,05 je pravdepodobnost, ze pfi platnosti H, ani
jeden test neda signifikantni vysledek rovna (1-a)® =60%, tj. ve 40% dojde k
neopravneénému zamitnuti H,.

e Proto riznymi korekcemi (Bonferroni, Benjamini-Hochberg...) hladinu a snizujeme
(a tedy zprisnujeme kritéria pro zamitnuti H,).

* Bonferroniho korekce: puvodni a se déli poctem testu (nebo jsou p-hodnoty testu
nasobené poctem testu pri nezménéné a).

* velmi, konzervativni®



Post hoc testy u ANOVA

e kazdy s kazdym (,,fotbalové zapasy“)
* Bonferroniho korekce a /[n(n—1)/ 2]
* Tukey, Scheffé (ANOVA)
e Dunn (Kruskal-Wallis)
* Neményi (Friedman)

* s kontrolni skupinou
e Bonferroniho korekce a / (n — 1)
* A priori nas nezajima srovnani dalSich skupin mezi sebou
* Dunnett (ANOVA)
e Dunnett rank sum (neparametrické testy)



JManualni“ korekce na mnohonasobné srovnani

 Tam, kde neexistuji standardizované post hoc testy jako soucast statistického software

* napfl. genetické testy — parametr u fady kandidatnich polymorfism(, srovnani kategorialnich dat u
vice skupin

e Bonferroni: a se vydéli poctem testu (k)

* Bonferroni-Holm: kazdy test ma jinou a-hodnotu. U testu s nejmensi p-hodnotou je
a(corr) rovna a/k, u druhého a/(k-1), u tfetiho a/(k-2) ... az u posledniho je rovna o

* Benjamini-Hochberg (FDR): kazdy test ma jinou a-hodnotu. U testu s nejmensi p-
hodnotou je a(corr) rovna a/k, u druhého a/(k/2), u tretiho a/(k/3) ... az u posledniho je
rovna a

* Narazime-li na p > a(corr), jsou vysledky dalSich testl statisticky nevyznamné



Kontingencni tabulky

* Vztah dvou kategorialnich proménnych Ize vyjadrit kontingencni tabulkou n x n resp. n x m (priklad

pro tabulku 3 x 2)

Pocet z Cislo
Genotyp ADRB1
CC

CG

GG

Celkovy soucet

Skupina

control TTC
15
12
27

Celkovy soucet
15
10
1

26

30

22

53



Testy pro kategorialni data

60 % MUZI

ZENY 40 %

binarni proménna — kategorialni proménna s pouze 2
hodnotami
 1/0, ano/ne, ...

Néekdy je vyhodny prevod vétSich tabulek na tabulku 2x2
[lze zejména u ordinalnich dat — napr. kategorie srdecCniho
selhani NYHA I-1V Ize prevést na binarni data jako lehké
selhani (NYHA I+ll) a tézké selhani (NYHA [11+1V)]

Z kontingenc¢ni tabulky lze spoditat jeji pravdépodobnost
pri platnosti H, (tedy p-hodnotu) i velikost sledovaného
efektu — v nasem prikladu napr. vztah mezi mutaci a
nemoci (ukazatele RR — relativni riziko; OR — pomér Sanci)

U tabulek s binarnimi promeénnymi Ize vyuzit i parovy
design (typicky zdravi a nemocni v Case)

Vzdy je nutno predem urcit, ktera proménna je nezavisla a
ktera zavisla

nemoc zdravi
mutace 50 2
ne 4 48




Relativni riziko a pomer sanci u tabulek 2x2

Disease ]
* = + =
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b

Exposure
Smoking

i

Felative Risk =
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e pravdépodobnost vs. Sance

* RR je vhodné pro prospektivni studie,
u OR na designu nezalezi

* Pokud je zavisla (modelovana)
proménna vzdy stejna (napr. nemoc v
tabulce vlevo), jsou hodnoty RR
(a/(a+b)) a OR (a/b) podobné u nizké
incidence jevu a

* RR je intuitivnéji pochopitelné, OR je
univerzalnéjsi, oblibené napr. v
logistické regresi



Priklady testu pro kategorialni data

Kontingencni tabulky | Vice kategorii/vice méreni
2x2

Parovy McNemar(v test Cochran(iv Q test (vice méreni,
bindrni data)
Znaménkovy test (dvé méreni,
ordindlni data)

Neparovy Chi-kvadrat (x?) test *  Chi-kvadrat (x?) test *
Fisher exact test Cochran-Armitage test (tabulky
3x2, ordinalni data)

* predpoklada jisté minimalni cetnosti v kazdém poli kontingencni tabulky
(ccan >5)
¥ pri vylou€eni Hy nutno doplnit testy pro 2 x 2 tabulky s korekci

pri mnohonasobném srovnani



Priklad
Cilem studie bylo testovani vztahu

mezi krevni skupinou v ABO Correct

systému (A, B, AB a 0) a pfitomnosti ™"
akutnich komplikaci krevni 1
transfuze. Kolik poli ma prislusna ’
kontingencni tabulka? z

Others



Priklad

V predchozim pripadeé bylo pri testovani

x? testem zjisténo p < 0.05 a nasledovala

série post hoc testl pro tabulky 2x2 i‘:\grv‘s;
,kazdy s kazdym®. V jednom z nich byl

zjisten vyssi vyskyt komplikaci u
pacientl s krevni skupinou AB oproti
skupiné A, p = 0,05 (5 %). Jak se p-
hodnota zméni po Bonferroniho korekci
(korigujeme zde p, ne a)? Vysledek DI
uvedte v celych procentech (prirozené

Cislo), pripadné na né zaokrouhlete.

1

2

3

4



Regresni modely

e ,Regrese k priméru” (Galton) — ale metody jiz Friedrich Gauss

e Cilem je odhadnout hodnotu modelované veliCiny (zavisla proménna =
regresand) pomoci jinych znamych parametru (faktord = regresord —
kategorialni a spojité proménné)

* Lze odhadnout miru prispéni jednotlivych faktorl samostatné (univariacni
modely) i spolecné ve vzajemné interakci (multivariacni modely)

* Predpoklad: faktory jsou nezavislé
* Nejcastéji
* Linearni regrese (zavisla proménna je spojitd)

 Logisticka regrese (zavisla proménna je binarni)
* Coxova regrese (zavislou proménnou je preziti — endpoint a ¢as preziti)



Vyjadreni prispevku jednotlivych faktoru

Linearni regrese — regresni koeficient B (standardizovany, nestandardizovany) a 95%
interval spolehlivosti (Cl) — tj. odhad, kde je koeficient s 95% pravdépodobnosti

* Na rozdil od korelace zalezi na tom, ktera proménna je zavisla a ktera nezavisla
* Je-li regresor kategorialni, jedna se fakticky o ANOVu

Logisticka regrese — OR a 95% interval spolehlivosti
Coxova regrese — pomeér rizik (HR) a 95% interval spolehlivosti

Zahrnuje-li B £ 95% Cl hodnotu 0O, neni prispevek daneho faktoru statisticky
vyznamny (tj. nelze rozhodnout, jestli vyslednou hodnotu zvysSuje nebo snizuje)

U OR a HR plati totéz, zahrnuje-li 95% Cl hodnotu 1 (pod 1 snizuje pravdépodobnost
udalosti, nad 1 zvysuje)

95% Cl tak mUzou nahradit p-hodnotu

Je-li nezavisla Froménné kategorialni, je nutno jednu kategorii urcit jako referencni
a regresni koeficienty / OR / HR patfi zvlast kazdé dalsi kategorii

Je-li nezavisla proménna spojita, odpovida vidy B / OR / HR 1 jednotce (napf. 1 roku
veku — predpoklada se linearni efekt (jinak lepsi kategorizace)



Vyberte spravneée tvrzeni

V prurezové studii v populaci 700 hospitalizovanych pacientll mezi 80 — 90 lety byly u 40 % zjistény
znamky kognitivni dysfunkce. Asociace s kandidatnimi rizikovymi faktory (vék, hypertenze, diabetes) byla
hodnocena univariacni logistickou regresi. Pfitomnost kognitivni dysfunkce byla postupné asociovana s:
vekem (pro kazdy dalsi rok OR =1.20; 95 % Cl = 1.12 — 1.40), hypertenzi (OR 1.40; 95 % CI 1.20—-1.78) i
diabetem (OR 2.80; 95 % CI 2.00 — 6.40)

1 1 1 1 1
A. faktor véku neni pro kognitivni dysfunkci statisticky vyznamny
B. Pravdépodobnost vzniku kognitivni dysfunkce je dvakrat vétsi u diabetikd
nez u hypertonikU
C. Vek, diabetes i hypertenze jsou navzajem nezavislé rizikové faktory
D. P-hodnota je ve vSech pripadech < 0.05
E. Lze usoudit na pri¢innou souvislost mezi jednotlivymi faktory a kognitivni
dysfunkci A B C D E




Co s ordinalnimi daty?

* Testy pro kategorialni data, ANOVA (ale: ignorujeme serazeni)
* Neparametrické testy (je-li hodné kategorii)
* Dichotomizace a testy pro binarni data (v mediciné asi nejcastéji)

 Specialni testy — Cochran-Armitage (typicky genetika), znaménkovy
test (ale: ignoruje hodnoty, kde nedoslo ke zméné)



Analyza preziti

* Cetnost udalosti (koncovy bod, endpoint) obvykle klesa s klesajicim
poctem Ucastniku studie (,,prezivsi“)

e Cenzorovana data
* pred koncem studie nedoslo k udalosti
e ztraceni ze studie
e Umrti z jiné priciny

* Kaplan-Meierovy krivky

* Log rank test



Kaplan-Meierova krivka preziti
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- log-rank test
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18 — CAD

Insignificant atherosclerosis
No atherosclerosis



Vyberte spravnou odpoved...

Do studie, zabyvaijici se rizikem recidivy infarktu myokardu (endpoint), se prihlasili Ctyri
pacienti. V nasledujicich letech postupné doslo k nasledujicimu vyvoiji: jeden pacient se
odstehoval do Argentiny a ztratil se tak ze studie, poté jeden dostal infarkt a pristi meésic
zemrel pri autonehodé, nasledné jeden zemrel na nador plic a posledni se ve zdravi dozil
konce studie. Posledni bod Kaplan-Meierovy kFfivky je na hodnoté:

A. 66,6% : 1 | 1 |
B. 50%
C. 33,3%
D. 25%
E. 0%
A B C D E




Shlukova (clusterova) analyza

* vicerozmerna analyza
* méreni vzdalenosti

* radici algoritmus

e standardizace dat

* k means clustering (predem znamy pocet clusteru)
* hierarchicky strom (dendrogram)



Vyberte spravnou odpoved...

Na opustény ostrov se dostanou antropologové, kteri zde objevi neznamé lebky. Pomoci shlukové

(clusterové) analyzy je budou chtit priradit k nékteré z okolnich Zijicich populaci. Vedle genetickych marker
stanovi i kraniadlni index (v procentech, prumér = 85, sm. odch. = 10), facidlni index (v procentech, pramér =
80, sm. odch. = 5) a objem mozkovny (v cm3, primér = 1500, sm. odch. = 200). Co se stane, nebudou-Ili data

pred analyzou standardizovana?
1

1 1 1 1
A. Nic, standardizace se pouziva pro prehlednost.
B. Objem mozkovny nebude z hlediska analyzy relevantni.
C. Clusterova analyza nebude technicky mozna.
D. Zarazeni do clusteru bude zaviset predevsim na objemu mozkovny.
E. Vzroste vzajemna korelace kranialniho a facialniho indexu.
A B C D

E



