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Visestrukosti u biomedicini

Visestrukosti (3+) u biomedicini cesto poticu od:
= vise tretmana (komparativnih grupa)
= viSe podgrupa (planiranih; dobijenih stratifikacijom)
= viSe promenljivih (u sluzbi primarnog cilja istrazivanja)
= viSe merenja vrednosti (jedne ili vise) varijabli
= vise statistickih analiza (eng. Interim analysis)

koje su u funkciji kontrole toka istrazivanja, itd.

Mnostvo, samim svojim prisustvom, omogucava viSestruku

primenu statistickih testova nad istim setom podataka
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Visestrukosti u biomedicini

Na taj nacin nastaje

problem visestruke komparacije

(Multiple comparisons problem)

jer dolazi do

inflacije greske I vrste

(Alpha inflation problem)
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Visestrukosti u biomedicini

Kako su ove pojave

nedovoljno poznate mnogim istrazivacima,

statisticka analiza se kod visestrukosti
sprovodi rutinski (bez planiranih pristupa),
dobijeni rezultati tumace uobicajeno
(bez neophodnih ogranicenja)

sto Cesto rezultira

veoma pogresnim zakljuccima.
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Visestrukosti u biomedicini

Cak i kada nema planiranih viSestrukosti
" u potrazi za odgovorima

= statisticki znacajnim rezultatima

" jli usled neiskustva, neznanja

moze doci do pojave visestrukosti

U biomedicini, tipican primer ovakve
situacije jeste analiza velikog broja

podgrupa nastalih stratifikacijom uzorka
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Biomedicina: stratifikacija uzorka

Terapija

Terapija A

Terapija B
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Biomedicina: stratifikacija uzorka

Terapija + Pol

Terapija A
B muski

B zenski

Terapija B
B muski

B Zenski
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Biomedicina: stratifikacija uzorka

Terapija + Pol + Starost

Terapija A
B muski
B <45
>45

B zenski

B <45
= >45

Terapija B
B muski
B <45
[ >45
B zenski

B <45
B >45
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Testiranje:

Terapija A Terapija B
Uticaj terapije

. muski (<45) '~ S Wity B muski (<45)

..:.>.. .<..:...'
L] muski(245) - ——— = [l muski (>45)

B Zenski (<45) f\ (8 ;_, B Zenski(<45)
R <w,
B senski (>45) & __ _ & [ 7ienski (>45)

Uticaj pola Uticaj starosti
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Problem viSestruke komparacije
(Multiple comparisons problem)

PreviSe testova nad istim setom podataka :

= uzrokuju ,slucajne” rezultate, otkriéa, zakljucke
tj. vode u greske u odlucivanju o Ho

= nose rizik od lazno pozitivnih rezultata
usled inflacije greske | vrste (a)
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Problem visestruke komparacije
(Multiple comparisons problem)

= k - broj uzorackih podgrupa (keN, k>1)

= m=k-(k - 1)/2 - broj testova (razliciti parovi)

" - nivo znacajnosti testa

= verovatnoca slucajne greske I vrste:
p=1-(1-a)m

2 O=U.L
m testova 1 2 3 4 5 10 15

p=1-(1-a)m 0.05 | 0.10 | 0.14 | 0.18 | 0.23 | 0.40 | 0.54

Inflacija greske I vrste
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ylstrazivacka p-vrednost”

Svako “istrazivacko p”, bez unapred preciziranih:

= ciljeva (primarnog, sekundarnog i ostalih)

= svih oblika viSestrukosti (podgrupe, ponovljena merenja...)
= statistickih metoda i pristupa viSestrukostima

* minimuma prihvatljivog nivoa statisticke znacajnosti
za rezultate viSestrukih testiranja, itd.
naziva se nominalna p-vrednost

Nominalna p-vrednost obicno uzrokuje gresku u tumacenju
jer ukazuje na vezu koja je Cesto rezultat slucajnosti!

Nominalna p-vrednost ne moze biti

osnov kauzalnih zakljucaka!

Ona samo upucuje na moguci pravac povezanosti!
(zahteva dodatne analize)
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ViSestrukosti: reSenja

Navedeni problemi mogu se izbeci

pazljivim planiranjem istrazivanja
planiranjem buduce statisticke analize

To znaci da u fazi planiranja treba izvrsiti:
= jdentifikaciju visestrukosti

(postojecih; potencijalnih)
= jzbedi ih, ako je moguce
= ukoliko ih je nemoguce izbedi

izabrati, cesto i opravdati,

optimalni pristup visestrukostima
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Optimalni pristup visestrukostima

1. Redukcija viSestrukosti

a) identifikacija “kljucne” varijable
kada postoji vise primarnih
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Izbor primarne varijable
u biomedicini

= cesto nije ocigledan
= treba je pazljivo definisati

Hipertenzija:
v'Primarna varijabla - sistolni, dijastolni pritisak

Onkologija:

? Primarna varijabla - odgovor na Th (CR, PR, SD, PD)
? Primarna varijabla - prezivljavanje (OS, DFS, PFS...)
? Primarna varijabla - vreme do relapsa, PD...

Gerijatrija / palijativna terapija:
? Primarna varijabla - procena funkcionalnog stanja
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Primarna varijabla: moguci pristupi

Istrazivanje: efikasnost le€enja anemije
Primarna varijabla: nivo hemoglobina (Hgb)
Komparativna studija: lek 1 vs lek 2

Trajanje: 6 nedelja

Primarni cilj:

= jspitivanje razlika Hgb na pocetku i kraju

= jspitivanje razlika Hgb tokom vise merenja

" jspitivanje porasta Hgb tokom istrazivanja

" jspitivanje da li Hgb dostize granicu
normalnih vrednosti

" jtd.
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Optimalni pristup viSestrukostima

Identifikacija “kljucne”

varijable kada postoji vise
primarnih

Primarni cilj:

= jspitivanje razlika Hgb na pocetku i kraju

= jspitivanje razlika Hgb tokom vise merenja
= jspitivanje porasta Hgb tokom istrazivanja

ispitivanje da li Hgb dostize granicu

normalnih vrednosti

= jtd.
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Optimalni pristup visestrukostima

1. Redukcija viSestrukosti

a) identifikacija “kljucne” varijable
kada postoji vise primarnih

b) izbor biomedicinski najznacajnijeg
ili “kriticnog” kontrasta kod
visestrukih komparacija
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Optimalni pristup viSestrukostima

Izbor biomedicinski najznacajnijeg ili

“kriticnog” kontrasta kod viSestrukih
komparacija

A

T°C
® o
. . [ 4 . v -
o Klinicki znacajno:
pocetna vs krajnja
R vrednost
>

0. 1. 2. 3. 4, dani
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Optimalni pristup viSestrukostima

1. Redukcija viSestrukosti

a) identifikacija “kljucne” varijable
kada postoji vise primarnih

b) izbor biomedicinski najznacajnijeg
ili “kriticnog” kontrasta kod
visestrukih komparacija

c) upotreba “sumarnih” varijabli
za ponovljena merenja
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Optimalni pristup viSestrukostima

Upotreba “sumarnih” varijabli
za ponovljena merenja

J
AUC - povrSina ispod krive

Nalazenja zajednicke ,mere” za zavisna visestruka merenja

A
T°C
[ SN
a
a Zajednicka mera:
AUC
? (Area Under the Curve)
>

0. 1. 2. 3. 4, dani
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Optimalni pristup visestrukostima

Upotreba “sumarnih” varijabli
za ponovljena merenja

J
Nagib linearne regresije

Nalazenja zajednicke ,mere” za zavisna visestruka merenja
A

T°C
~
Q y=ax+b

o Zajednicka mera:
Nagib linearne regresije (a)

>

0. 1. 2. 3. 4, dani
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Optimalni pristup viSestrukostima

1. Redukcija viSestrukosti

a) identifikacija “kljucne” varijable
kada postoji vise primarnih;

b) izbor biomedicinski najznacajnijeg
ili “kriticnog” kontrasta kod
visestrukih komparacija

c) upotreba “sumarnih” varijabli
za ponovljena merenja

d) upotreba kompozitnih varijabli
koje nastaju kombinovanjem
vise pojedinacnih varijabli
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Optimalni pristup visestrukostima

Upotreba kompozitnih varijabli
koje nastaju kombinovanjem vise
pojedinacnih varijabli
Y

Grupisanje pitanja u anketi
(izraCunavanje skorova)
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Primer: SF-36 Health Survey

Koristi se za procenu kvaliteta zivota

obolelih kroz sledece aspekte:
= fizicki
= psihicki
= porodicni
= profesionalni
= socijalni

Na osnovu opserviranih saznanja zakljucuje se
o potrebama obolelih i moguc¢nostima
poboljsanja lecenja

Standardna anketa, sa metodologijom
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Primer: SF-36 Health Survey

1. Uopsteno o zdraviju \ v . .
2. Sadasnje zdravlje u odnosu na proslogodisnje 1 . O pste Zd r‘avlje pacuenta

3. Ograniéenost u aktivnostima zbog zdravstvenog stanja
Naporna aktivost

Umerena aktivnosN | 44 ¢
Dizanje/nosenje stvari
2. Fizi€ko funkcionisanje

Stepenice /nekoliko spratova
VA

Stepenice /1 sprat
Savijanje/€uéanje/saginjanj
Hodanje/vise od 1 km
Hodanje/nekoliko stotina m
Hodanje/stotinak m

j-  Samostalno kupanje/oblaéenje
4. Problemi kao rezultat naruSeno fizi€kog zdravije

a. Smaniivanie vremena pbotrosenoa na rad ili u_dragim akti

—

TF@meo0 T

= 3. Uloga - fiziCka

’/

=

5. Prol e @ ®
Grupisanje odgovora (skorovi)
6. Fizit
;. Ezl:aj telesnog bol_a r\va normalarl posao . b_ bOClJ al no TunKC|0n ISa nJ e
9. Kako su vam st\;;attj':]i,,lz:\?ocl): ruke” i kako ste se osecali
Vrlo nervozni
Potisteni

Spokojni, smireni
Imali ste dosta energije
Utuéeni i umorni
Osecali ste iscrpljenosti
Srecni

Imall ste osecaj umora

6. Mentalno zdravlje

—F@ o ooTw

/. Vitalnost

11 Koliko je za vas TACNA ili NETACNA gvaka’od sledeéiif tvrdnji?

Zdrav sam kao i ostali
Odcekujem pogorsanj
QOdlicno sam zdravij

aoow

8. Telesna bol

VI Simpozijum ,, MATEMATIKA | PRIMENE oktobar 2015; Visestrukosti u biomedicini: Problem inflacije greske | vrste i neka resenja - Dusica Gavrilovic 26



Optimalni pristup viSestrukostima

2. Izbor pogodhijih
statistickih metoda
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ANCOVA®, MANOVA*, MANCOVA¥...

Kada postoje:

= faktori nehomogenosti

= poznate kovarijable

= confounding factor

= viSe zavisnih promenljivih...

Slucajne promenljive

Nezavisne Zavisne Kovarijable
ANOVA 1+ 1 -
ANCOVA 1+ 1 1+
MANOVA 1+ 2+ -
MANCOVA 1+ 2+ 1+

*Ukoliko su ispunjeni svi uslovi za njihovu primenu!
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Statisticke metode: neke karakteristike

Ispituju povezanostizmedu
nezavisnih varijabli i

Mera centr.tendencije

Primer statistickih testova

Povezanostizmedu
zavisnih varijabli

Priroda testiranja

Uticaj na gresku | vrste

Univarijantne (UV)

1 zavisne varijabla

srednja vrednost

t-test
ANOVA
ANCOVA

ne vode racuna

odvojene analize za svaku
zavisnu varijablu

zbog visestrukih
testiranja uticaja
nezavisnih varijabli na
svaku od zavisnih
varijabli, povecava se

inflacija greske | vrste

Multivarijantne (MV)*
2 ili viSe zavisnih varijabli

vektor srednjih vrednosti

Hotelling — ov T?
MANOVA
MANCOVA

vode racuna

istovremeno se analizira
vise zavisnih varijabli

e omogucavaju procenu
zajednickog modela

* zato je cesto moguce
generisati samo jednu test
veli¢inu za testiranje MV Ho

* bez inflacije greske | vrste

*Ukoliko su ispunjeni svi uslovi za njihovu primenul!
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Optimalni pristup viSestrukostima

3. Korigovanje granice
statistiCke znacajnosti

za rezultate visestrukih
testiranja

Podesavanje strozijeg praga

| statisticke znacajnosti
Y za rezultate

et visestrukih testiranja
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Optimalni pristup viSestrukostima

U slucaju postojanja visestrukih
komparacija, za njihove rezultate
koriste se korigovane granice
statisticke znacajnosti.

Postoji viSe metoda i algoritama

Korekcija Bonferonija (Bonferroni correction)
bez uslova o nezavisnosti grupa:

Ako je m eN broj poredenja i a zadati nivo znacajnosti, tada
treba odbaciti svaku hipotezu Hoyi ie{1,2,3,...,m} ukoliko je
pripadajuca verovatnoca p,. < o _gdeje o =a /m
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Optimalni pristup viSestrukostima

U slucaju postojanja visestrukih
komparacija, za njihove rezultate
koriste se korigovane granice
statisticke znacajnosti.

Postoji viSe metoda i algoritama

Sidakova procedura (Sidak's multiple testing procedure)
Za nezavisne grupe

Ako je m eN broj poredenja i a zadati nivo znacajnosti, tada
treba odbaciti svaku hipotezu HO,,ie{1,2,3,...,m} ukoliko je
pripadajuca verovatnoda p,, < o gde je o =1—(1—a)¥/m
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Optimalni pristup viSestrukostima

U slucaju postojanja visestrukih
komparacija, za njihove rezultate
koriste se korigovane granice
statisticke znacajnosti.

Postoji viSe metoda i algoritama

Holmova procedura, Holm-Bonferoni metod

(Holm’s step-up procedure; Holm—Bonferroni method)
bez uslova o nezavisnosti grupa

Neka su py;<...<pgp, sortirane verovatnoce dobijene testiranjem
odgovarajucih hipoteza H,,...,H,,,. Za zadato a neka je
r=min{i| pg>a/(m+1-i)}gdeie&ll,,... m}

Tada se odbacuju hipoteze Hy,...,Hq) -

= Ako je r=1, ne odbacuje se ni jedna hipoteza.

= Ako je re @, odbacuju se sve hipoteze.

VI Simpozijum ,, MATEMATIKA | PRIMENE” oktobar 2015; Visestrukosti u biomedicini: Problem inflacije greske | vrste i neka resenja - Dusica Gavrilovic 33




Optimalni pristup viSestrukostima

U slucaju postojanja visestrukih
komparacija, za njihove rezultate
koriste se korigovane granice
statisticke znacajnosti.

Postoji viSe metoda i algoritama

Hosbergova procedura (eng. Hochberg’s step-up procedure)
bez uslova o nezavisnosti grupa
Neka su pgy;<...£pg, SOrtirane verovatnoce dobijene testiranjem
odgovarajucih hipoteza Hy,,...,Hy,,- Za zadato a neka je
r=max{i| pg<a/(m+1-i)}gdeie&fl,,...,m}.
Tada se odbacuju hipoteze H,,,...,H,,
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Optimalni pristup viSestrukostima

U slucaju postojanja visestrukih
komparacija, za njihove rezultate
koriste se korigovane granice
statisticke znacajnosti.

Postoji viSe metoda i algoritama

=" HoSbergov metod je moc¢niji od Holmovog
= Hosbergova i Holmova metoda mocnije od Bonferonijeve

Postoje preporuke:

Ako je meN broj poredenja, tada se za

v'm<10 koristi korekcija Bonferonija

v'm>10 koristi Holmova ili Hosbergova procedura
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Pristup visestrukim testiranjima: bez korekcije

Neki statistiCari smatraju da ne treba vrsiti korekciju granice statisticke
znacajnosti za rezultate visestrukih testiranja:

1.kada su visestruka testiranja u funkciji tumacenja rezultata

neki statistiCari preporucuju da se tada prikazu svi rezultati (sve p -
vrednosti) i odgovarajuci intervali poverenja, uz jasnu naglasenost da
nema korekcije granice znacajnosti za visestruka testiranja.

2.ako se sprovodi samo nekoliko planiranih poredenja
- naucno ili prakti¢no opravdanih
- ukoliko nisu planirane, ne smeju se sprovoditi

3.kada su poredenja na komplementrnim podgrupama

tj. za testiranja koja se sprovode unutar medusobno disjunktnih
podgrupa (napr. muskarci /Zzene) jer se ponekad smatra da ovakva
poredenja mogu pruziti podrsku primarnom cilju istrazivanja

Medutim, recezenti obicno traze korekcije!
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Drugi pristupi visestrukim testiranjima

= Poslednjih godina se vrse brojna istrazivanja u genetici

* Tokom eksperimenata na DNK, RNK mogu se generisati veoma velike
kolicine podataka koje omogucavaju procenu ukupnog stanja celija ili
organizma

" Medutim, tako velika kolicina podataka moze biti teSka za analizu,
narocito u odsustvu pogodnog zapisa za ekspresije gena

= Za potrebe takvih istrazivanja sve viSe se korise tzv. Microarray analysis
tehnike, namenjene tumacenju podataka dobijenih u eksperimentima

* Ove tehnike omogucavaju ispitivanje stanja (ekspresije) velikog broja
gena, u nekim slucajevima cak ispitivanje u samo jednom eksperimentu
celog genoma nekog organizma

U takvim istrazivanjima se istovremeno testira hiljade hipoteza

te je problem viSestrukih testiranja jako izrazen
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Drugi pristupi visestrukim testiranjima: m

Neka se nad istim setom podataka testira m nultih hipoteza

Hy; U = 1,...,m) kojima odgovaraju H,; (j = 1,...,m) alternativne hipoteze

Realnost

Stat. znacajno

Nije stat. znacajno
Ukupno

Rezultat
testiranja H,

* m: ukupan broj testiranja (tj. ukupan broj testiranih nultih hipoteza)

= m,: broj stvarno tacnih nultih hipoteza

= m-m,: broj stvarno tacnih alternativnih hipoteza

= VV: broj lazno pozitivnih rezultata (false positives - Type | error -"false discoveries”)
= S: broj potvrdenih stvarno pozitivnih rezultata (true positives - "true discoveries”)
= T: broj lazno negativnih rezultata (false negatives -Type Il error)

= U: broj potvrdenih stvarno negativnih rezultata (true negatives)

= R: broj odbacenih nultih hipoteza (rejected null hypotheses - "discoveries”)
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Drugi pristupi visestrukim testiranjima: m

Neka se nad istim setom podataka testira m nultih hipoteza

Hy; U = 1,...,m) kojima odgovaraju H,; (j = 1,...,m) alternativne hipoteze

Rezultat

Realnost
o
T
lm . A
§ Stat. znacajno
-_,E Nije stat. znadajno
9 Ukupno

Uobicajeni pristup za problem viSestruke komparacije jeste
podesavanje strozijeg praga statisticke znacajnosti za rezultate
visestrukih testiranja.

VI Simpozijum ,,

MATEMATIKA | PRIMENE” oktobar 2015; Visestrukosti u biomedicini: Problem inflacije greske | vrste i neka resenja - Dusica Gavrilovic 39



Drugi pristupi visestrukim testiranjima: m

Neka se nad istim setom podataka testira m nultih hipoteza

Hy; U = 1,...,m) kojima odgovaraju H,; (j = 1,...,m) alternativne hipoteze

Realnost

Stat. znacajno

Nije stat. znacajno
Ukupno

Rezultat
testiranja H,

FWER (Familywise error rate):
verovatnoca bar jednog lazno pozitivhog rezultata
(greska I vrste)

FWER =P(V21)=1-P(V=0)

V: broj lazno pozitivnih rezultata (false positives - Type I error -"false discoveries”)
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Drugi pristupi visestrukim testiranjima: m

Neka se nad istim setom podataka testira m nultih hipoteza

Hy; U = 1,...,m) kojima odgovaraju H,; (j = 1,...,m) alternativne hipoteze

Realnost

Stat. znacajno

Nije stat. znacajno
Ukupno

Rezultat
testiranja H,

VCIICRANVLERIE Bl oo = FWER =P(V21)=1-P(V=0); a = 0.05

to znaci da se mozete ocekivati da u svim sprovedenim komparacijama,
tacne nulte hipoteze (m,) budu slucajno statisticki znacajne u svega 5%
slucajeva.
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Drugi pristupi visestrukim testiranjima: m

Neka se nad istim setom podataka testira m nultih hipoteza

Hy; U = 1,...,m) kojima odgovaraju H,; (j = 1,...,m) alternativne hipoteze

Realnost

Stat. znacajno

Nije stat. znacajno
Ukupno

Rezultat
testiranja H,

Cilj strozijeg definisanja granice stat. znacajnosti znaci da, pod
pretpostavkom da su sve H, tacne, postoji 95% Sansi da komparacije
ne dovode do slucajno statisticki znacajnog rezultata

Kako se a=0.05 odnosi na ceo eksperiment, postavljena granica

FWER se naziva i Experimentwise Error Rate (EWER)
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Drugi pristupi visestrukim testiranjima: m

= Genetaske analize i Microarray analysis tehnike
omogucavaju istovremeno testiranje hiljada hipoteza

= Kontrola FWER u takvim situacijama
nije pogodna jer je suvise konzervativna

= Jedna od alternativa:
kontrola False Discovery Rate (FDR)

Realnost

Stat. znacajno

Nije stat. znacajno

Rezultat
testiranja H,

Ukupno

FDR = E(V/(V+S)) = E(V/R)

V: broj lazno pozitivnih rezultata (false positives - Type | error -"false discoveries”)
R: broj odbacenih nultih hipoteza (rejected null hypotheses - "discoveries”)
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Drugi pristupi visestrukim testiranjima: m

= Genetaske analize i Microarray analysis tehnike
omogucavaju istovremeno testiranje hiljada hipoteza

= Kontrola FWER u takvim situacijama
nije pogodna jer je suvise konzervativna

= Jedna od alternativa:
kontrola False Discovery Rate (FDR)

Problem viSestrukosti je veoma Sirok i veoma aktuelan.

Poslednjih godina se koristi i Bajesovski pristup.
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Problem viSestrukosti i reSenja: zakljucak
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VI Simpozijum ,, MATEMATIKA | PRIMENE” oktobar 2015;

Pravilnom edukacijom istrazivaca i statisticara

= 0 problemima koje izazivaju visestrukosti
u istrazivanjima

" i mogucim pristupima u njihovom resavanju
postavljaju se dobre osnove za izbegavanje
ili minimiziranje raznih gresaka

Takva edukacija treba da bude
kontinuirana i da prati savremene

trendove u oblasti biostatistike,

uz stalno naglasavanje vaznosti

faze PLANIRANIJA istrazivanja.
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