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Plan i cel



Zakres materiatu

o Wprowadzenie do biostatystyki

° Populacje i proby danych

° Testowanie hipotez i estymacja

° Testy statystyczne I: testy t

° Testy statystyczne II: test t sparowany, dane kategoryczne, testy nieparametryczne
° Regresja liniowa

° Regresja nieliniowa

° JakoS¢ dopasowania regresji

o Korelacja

Q Analiza wariancji (ANOVA)



Zasady zaliczenia

Zaliczenie

Kurs konczy sie zaliczeniem pisemnym — sprawdza rozumienie pojec oraz umiejetnosc doboru
i interpretacji wtasciwego testu, nie odtwarzanie wzorow z pamieci.



Nieobecnosci i konsultacje

Obecnos¢

- dopuszczalne nieobecnosci: do 20% zajec¢ — przy 10 wyktadach najwyzej 2 (czyli jedno spotkanie)
- przekroczenie limitu rozpatrywane zgodnie z regulaminem studiow

- usprawiedliwienie — niezwtocznie po ustaniu przyczyny

Konsultacje: poniedziatek 14:00-15:30, pokoj 306 w Katedrze Genetyki
(prosze o wczesniejszy kontakt mailowy: bartosz.czech@upwr.edu.pl)



Literatura

Podreczniki Darmowe, dostepne online

- Dobek, Szwaczkowski — Statystyka Matematyczna dla - Childs i in. — Introductory Biostatistics with R

ety (o taiory) - Holmes, Huber — Modern Statistics for Modern Biology
+ Whitlock, Schluter — The Analysis of Biological Data . Navarro — Learning Statistics with R
- Beckerman, Childs, Petchey — Getting Started with R . Openintro Statistics

- Wickham i in. — R for Data Science


https://tuos-bio-data-skills.github.io/intro-stats-book/
https://www.huber.embl.de/msmb/
https://learningstatisticswithr.com/
https://www.openintro.org/book/os/
https://r4ds.hadley.nz/

Plan dzisiejszego wyktadu

a Proces naukowy i hipotezy — od obserwacji do wniosku
a Typy zmiennych i skale pomiarowe
9 JakoS¢ pomiaru: doktadnosc i precyzja

° Pierwszy kontakt z R



Po co statystyka w biologii



Czym jest biostatystyka?

Biostatystyka (biostatistics)
Biostatystyka to dziat statystyki stosowany do danych z badan biologicznych i medycznych — zestaw
metod, ktorymi planujemy doswiadczenie, analizujemy wyniki i wyciggamy z nich wnioski.

- Towarzyszy catemu badaniu — od zaplanowania doSwiadczenia, przez analize danych, po wniosek

- Potrzebna, bo biologia jest z natury zmienna: dwie myszy z miotu roznia sie masa, dwie kolonie
rosng w roznym tempie, dwa powtorzenia qPCR dajg inny wynik

- Pozwala oddzieli¢ prawdziwy sygnat — efekt leku, mutacji czy nawozu — od szumu, czyli
przypadkowej zmiennosci

Pytanie, na ktore odpowiada ten przedmiot

Skad wiemy, ze réznica miedzy grupami jest rzeczywista, a nie przypadkowa?



Statystyka wpisana w biologie

- Grzegorz Mendel odkryt prawa dziedziczenia, bo policzyt tysiace roslin grochu i poréwnat proporcje z
oczekiwaniami

- Ronald Fisher stworzyt podstawy planowania dosSwiadczen, analizujac wyniki pol doswiadczalnych

- Dzis genomika, ekologia i farmakologia opieraja swoje wnioski na analizie danych



Sygnat kontra szum
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Ta sama roznica Srednich (3 g) i liczebnos¢, rozny rozrzut. Wniosek zalezy od roznicy wzgledem rozrzutu.



Dwa zadania statystyki

Statystyka opisowa (descriptive statistics) Statystyka wnioskujaca (inferential statistics)
Podsumowuje to, co faktycznie zmierzylismy: Przenosi wniosek z proby na populacje (wszystkie
Srednie, wykresy, tabele. Nie wychodzi poza probe. obiekty, o ktorych chcemy wnioskowa¢ — szczegoty

Sredni e ; na W2), zawsze z okreslona niepewnoscia.
,Jaka byta Srednia masa w mojej grupie 20 myszy?” ) a p a

,Czy podanie leku zmienia Srednig mase myszy tego szczepu?”



Po co to biologowi?

- Praca dyplomowa: ,Czy moj zwigzek / nawoz / dieta rzeczywiScie dziata?” — bez testu to tylko
wrazenie

- Czytanie publikacji: zapis ,p = 0,03, n = 12, log,FC = 1,8" (log, krotnosci zmiany ekspresji, tu ok.
3,5-krotny wzrost) trzeba rozumiec, by oceni¢ wiarygodnos¢ wnioskow

- Planowanie eksperymentu: ,lle zwierzat, powtorzen, prob potrzeba, zeby w ogole cos wykryc?”

- Krytyczna ocena cudzej pracy: ,Czy autorzy zastosowali wtasciwy test, czy naciagneli wynik?”



Filozofia tego kursu

Zasada przewodnia

Nie uczymy wzorow na pamiec ani liczenia recznego. Uczymy sie myslec o danych: dobiera¢ wtasciwy
test, rozumiec jego wynik i unikac typowych putapek.

- Obliczenia wykonuje sie w R — na ¢wiczeniach
- Na wyktadzie budujemy intuicje: co liczymy, kiedy i dlaczego oraz jak odczytac wynik z komputera

- Miara sukcesu: umiejetnoSc¢ odczytania wyniku testu lub wykresu i oceny, czy wniosek jest uczciwy



1. Proces naukowy



Cykl badania naukowego

Obserwacja Eksperyment . .
Hipoteza Analiza Whniosek
/ pytame / dane
7

nowy wniosek rodzi nowe pytanie



Hipoteza badawcza i test statystyczny

Hipoteza badawcza (research hypothesis)
Sprawdzalne przypuszczenie o zaleznosci miedzy cechami lub o réznicy miedzy grupami, sformutowane

przed zebraniem danych.

Test statystyczny (statistical test)
Procedura, ktdra na podstawie danych z proby ocenia, czy sa one zgodne z zatozeniem braku efektu
(hipoteza zerowa); wynik to decyzja: odrzucic to zatozenie albo nie.

Hipoteze badawcza przektada sie na pare hipotez statystycznych (zerowa i alternatywna), a test
sprawdza, czy dane pozwalaja odrzucic hipoteze zerowa na korzysc alternatywnej. Szczegoty na wy-
ktadzie 3.



Cechy dobrej hipotezy

- Testowalna — da sie ja sprawdzi¢ danymi
- Falsyfikowalna — da sie wyobrazi¢ wynik, ktory by ja obalit

- Konkretna — mowi o mierzalnej wielkosci, nie o wrazeniu

JTen gen jest wazny dla wzrostu bakterii” ,waznos¢” ,Odsetek kolonii opornych na ampicyline jest
nie jest mierzalna wielkoscia — nie wiadomo, co z czym wyzszy u szczepu z plazmidem niosacym gen bla
porownac. (B-laktamazy) niz bez niego.”




Hipoteza PRZED zebraniem danych

HARKing (Hypothesizing After the Results are Known)

Dopasowanie hipotezy do juz zobaczonych danych. Przeglada sie dziesigtki genow, jeden okazuje sie
istotny przez przypadek i dopiero wtedy powstaje hipoteza, ze to wtasnie on byt przedmiotem badania.

- Przy wielu poroéwnaniach bardzo prawdopodobne jest, ze ktores okaze sie ,istotne” przez przypadek
- Hipoteza dobrana po fakcie nie zostata przetestowana — wymaga potwierdzenia na nowych danych

- Dlatego rzetelne badania rejestruje sie z gory (preregistration)



Dwie hipotezy: zerowa i alternatywna

Hy — zerowa H; — alternatywna

- ,Nic sie nie dzieje”, brak efektu, status quo - ,Cos sie dzieje”, jest efekt
- To ja test bierze pod lupe - To zwykle nasza hipoteza badawcza
- Zawsze zawiera rownosc: brak roznicy - Zawiera roznice / zaleznosé

Przyktad: nokaut genu a masa ciata myszy

Hq: Srednia masa myszy typu dzikiego = Srednia masa myszy z nokautem.
H,: Srednie masy sie roznia.



Analogia sadowa

Sad
- Domniemanie niewinnosci = punkt wyjscia
- Oskarzyciel musi udowodni¢ wine
- Brak dowodow — ,niewinny”

- ,niewinny” 7& ,na pewno nie zrobit”

Test statystyczny

- Hg (brak efektu) = punkt wyjscia
- Dane musza wykazac efekt
- Stabe dowody — ,nie odrzucamy Hy"

- to nie znaczy ,efektu nie ma”

Nie odrzuci¢ Hy # udowodnic Hy. Brak dowodu efektu to nie dowdd braku efektu.



Zasady planowania doSwiadczenia

- Replikacja (replication) — wiele niezaleznych osobnikow - Grupa kontrolna (control group) — punkt
w kazdej grupie (powtdrzenia biologiczne); bez niej nie da sie odniesienia bez badanego czynnika (np. sam
oddzieli¢ efektu od zmiennosci migdzy osobnikami nosnik zamiast leku)

- Randomizacja (randomization) — losowy przydziat - Slepa proba (blinding) — oceniajacy wynik
osobnikow do grup; wyrownuje miedzy grupami czynniki nie wie, ktora grupa jest ktora

uboczne (np. wiek, mase), takze nieznane

- Kontrola lokalna (local control) — taczenie podobnych
osobnikow w bloki (np. miot, szklarnia) i porownywanie grup
w obrebie bloku

Bez randomizacji badacz moze — nawet nieSwiadomie — umiesci¢ w grupie leczonej zwierzeta mtodsze lub
zdrowsze. Bez grupy kontrolnej nie odrozni sie efektu leku od naturalnego przebiegu choroby.



2. Zmienne i skale pomiarowe




Czym jest zmienna?

Zmienna (variable)
Cecha mierzona lub obserwowana, ktorej wartosci roznia sie miedzy jednostkami badania (osobnikami,
probkami, poletkami).

Typ zmiennej wyznacza dozwolone metody — najwazniejsza decyzja w catej analizie.

Najczestszy btad poczatkujacego

n

Dobor testu do ,co chce udowodnic” zamiast do ,jaki typ danych mam”.



Drzewo typow zmiennych

Zmienna

IloSciowa
i Kategoryczna
(liczbowa)

Ciagta Dyskretna Nominalna Porzadkowa

masa, stezenie, pH liczba kolonii, jaj grupa krwi, pte¢ stadium, nasilenie
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Przyktady z laboratorium

Typ Cecha biologiczna Co mozna policzyc
Ciagta Masa guza, stezenie biatka, pH, dtugosc korzenia Srednia, SD, test t
Dyskretna Liczba kolonii, liczba jaj, liczba mutacji Srednia; testy dla zliczen
Nominalna Genotyp (WT/mutant), ptec, przezyt/zginat Proporcje, chi-kwadrat
Porzadkowa  Stadium (I-1V), skala nasilenia objawow Mediana, testy rangowe

Porzadkowa ma kolejnosé, ale odstepy nie sa okreSlone: roznica miedzy stadium | a Il nie musi by¢ ,taka sama” jak miedzy Ill a IV.
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Skale pomiarowe (Stevens)

Skala

Co ma sens

Przyktad

Nominalna
Porzadkowa
Interwatowa

Ilorazowa

tylko =, 7& (rozroznienie kategorii)
dodatkowo <, > (kolejnosc)
dodatkowo roznice

dodatkowo ilorazy (,dwa razy wiecej”)

grupa krwi, gatunek
stadium nowotworu
temperatura w °C

masa, stezenie, liczba kolonii

- Kazda kolejna skala dopuszcza operacje poprzedniej i jedna nowa

- Podziat na ciagte i dyskretne jest niezalezny od skali: liczba kolonii jest dyskretna i ilorazowa

- Zmienna dychotomiczna (dichotomous, binarna) — nominalna o dwoch kategoriach: przezyt/zginat, WT/mutant
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Skala interwatowa a ilorazowa

Rowne odstepy, ale zero jest umowne. Nie wolno Zero jest bezwzgledne — oznacza catkowity brak

mowic ,dwa razy wiecej”. wielkosci (0 mg = brak masy). Dlatego stosunki

. N . maja sens.
Temperatura w °C: 20° nie jest ,dwa razy cieplejsze” niz 10°. 13

Masa, stezenie, dtugosc: 10 mg to naprawde dwa razy wiecej niz
5 mg.

Wiekszos¢ pomiarow biologicznych jest ilorazowa.



Putapka: liczba to nie zawsze zmienna iloSciowa

To, ze cos jest zapisane cyfra, nie znaczy, ze wolno liczy¢ z tego Srednia.

- Numer klatki, numer probki, kod pacjenta — to etykiety, nie wielkoSci; srednia nie ma sensu
- Skala bolu 1-10 — porzadkowa; réznica ,3—4" nie musi odpowiadac réznicy ,7—8"

- Genotyp zapisany jako liczba kopii allelu (0 / 1/ 2) — zliczenie, czyli ilosciowa dyskretna; tak traktuje
sie go w modelu addytywnym. Ten sam genotyp zapisany jako AA / Aa / aa — kategorie

Test kontrolny

,Czy Srednia z tych liczb ma sens biologiczny?” Jesli nie — to nie jest zmienna iloSciowa.

25



Cwiczenie: rozpoznawanie typu zmiennej

Cecha Typ

Stezenie glukozy we krwi [mg/dl]
Liczba mtodych w miocie

Grupa krwi (A, B, AB, 0)

Stopien ztosliwosci (G1-G4)

Genotyp 0 / 1 / 2 (liczba kopii allelu)
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Cwiczenie: rozpoznawanie typu zmiennej

Cecha Typ

Stezenie glukozy we krwi [mg/dl] ilosciowa ciagta
Liczba mtodych w miocie

Grupa krwi (A, B, AB, 0)

Stopien ztosliwosci (G1-G4)

Genotyp 0 / 1 / 2 (liczba kopii allelu)
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Cwiczenie: rozpoznawanie typu zmiennej

Cecha Typ
Stezenie glukozy we krwi [mg/dl] ilosciowa ciagta
Liczba mtodych w miocie ilosciowa dyskretna

Grupa krwi (A, B, AB, 0)
Stopien ztosliwosci (G1-G4)
Genotyp 0 / 1 / 2 (liczba kopii allelu)
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Cwiczenie: rozpoznawanie typu zmiennej

Cecha

Typ

Stezenie glukozy we krwi [mg/dl]
Liczba mtodych w miocie

Grupa krwi (A, B, AB, 0)

Stopien ztosliwosci (G1-G4)

Genotyp 0 / 1 / 2 (liczba kopii allelu)

iloSciowa ciagta
ilosciowa dyskretna

nominalna
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Cwiczenie: rozpoznawanie typu zmiennej

Cecha

Typ

Stezenie glukozy we krwi [mg/dl]
Liczba mtodych w miocie

Grupa krwi (A, B, AB, 0)

Stopien ztosliwosci (G1-G4)

Genotyp 0 / 1 / 2 (liczba kopii allelu)

iloSciowa ciagta
ilosciowa dyskretna
nominalna

porzadkowa
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Cwiczenie: rozpoznawanie typu zmiennej

Cecha Typ

Stezenie glukozy we krwi [mg/dl] ilosciowa ciagta

Liczba mtodych w miocie ilosciowa dyskretna

Grupa krwi (A, B, AB, 0) nominalna

Stopien ztosliwosci (G1-G4) porzadkowa

Genotyp 0 / 1 / 2 (liczba kopii allelu) ilosciowa dyskretna (model addytywny)
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Zmienna zalezna i niezalezna

Niezalezna (X) — objasniajaca Zalezna (Y) — objasniana

To, co zmieniamy lub wedtug czego dzielimy grupy: Odpowiedz, ktora mierzymy: masa, ekspresja,

dawka, genotyp, traktowanie, temperatura. przezycie, plon.

Pytanie badawcze zwykle brzmi: ,,Czy Y zalezy od X?”
o wptywie przyczynowym mozna mowic dopiero w eksperymencie z losowym przydziatem

Dawka leku (X) — wielkos¢ guza (Y).  Genotyp (X) — tempo wzrostu (Y).



Zmienna zaktocajaca

Zmienna zaktocajaca (confounder)
Czynnik, ktory wptywa na Y i jest powigzany z X, ale nie jest skutkiem X; jesli go pominga¢, zaleznos¢ X-Y
jest znieksztatcona.

Wiek
nierowny rozktad wieku

miedzy grupami (dobér) -~ wptyw

-
-

Genotyp (X) f--------------oommm

pozorny zwiazek?

Jesli myszy jednego genotypu dobrano starsze, ,efekt genotypu” na mase moze by¢ w rzeczywistosci
efektem wieku.

28



3. JakoSC pomiaru




Doktadnosc a precyzja

Doktadnosé (accuracy) dokiadny S

Zgodnosc Sredniej z pomiaréw z wartoscia i precyzyjny AR iy

prawdziwa (SciSlej: poprawnosé, trueness).

)

Precyzja (precision)

Zgodnosc wynikow kolejnych pomiarow miedzy
SOba' doktadny,

. ani, ani
nieprecyzyjny

To dwie rozne rzeczy. Pomiar moze by¢ precyzyjny,
a mimo to systematycznie zty.
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Przyktady z pracowni

Sytuacja

Problem

Objaw

Pipeta Zle skalibrowana (95 zamiast 100 ul)
Pipeta zuzyta, ttok ,skacze”
Spektrofotometr bez proby zerowej

Zmienne ustawienie oka przy odczycie menisku

niedoktadnosc
brak precyzji
niedoktadnosé

brak precyzji

wyniki systematycznie zanizone
duzy rozrzut powtorzen
state przesuniecie odczytow

losowe wahania odczytu

30



Btad systematyczny a losowy

Systematyczny (bias) Losowy (random)
- Przesuwa wyniki zawsze w te sama strone - Rozrzuca wyniki w obie strony
- Psuje doktadnosc - Psuje precyzje
- Nie znika przy usrednianiu powtorzen - USrednia sie — wiecej powtorzen go redukuje

Reguta praktyczna

Powtarzanie pomiaru redukuje btad losowy, ale NIE naprawia btedu systematycznego. Ten trzeba usungc
u zrodta — kalibracja, proba zerowa (blank), kontrole. Sto pomiarow Zle skalibrowana pipeta to sto
zanizonych wynikow.



Jednostki i cyfry znaczace

- Kazda liczba w biologii ma jednostke — bez niej ,stezenie 5" nic nie znaczy

- Liczba cyfr znaczacych mowi, jak precyzyjny byt pomiar — zapis 12,7384 g” obiecuje rozdzielczosc¢
(najmniejsza rozroznialng roznice) do dziesiatych czesci miligrama, ktorej zwykta waga laboratoryjna
nie ma

- Nie raportowac wiecej cyfr, niz naprawde daje metoda pomiaru
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4, Pierwszy kontakt z R




Dane w R: ramka danych

Obserwacje = wiersze, zmienne = kolumny; taka tabela to ramka danych (data frame).

Jak to czytac

myszy <- data.frame(

genotyp = c("WT","WwT","wT","KO","KO","KO"), str() podaje typ kolumny: chr — tekst (zmienna
masa_g = c(22.1, 23.4, 21.8, 25.6, 26.9, 24.8) nominalna), num — liczby (zmienna iloSciowa).
) tapply() liczy Srednia i odchylenie standardowe (SD
str(myszy)

— miara rozrzutu wokot $redniej, W2) osobno w grupach.
tapply(myszy$masa_g, myszy$genotyp, mean)

tapply(myszy$masa_g, myszy$genotyp, sd)
Sygnat czy szum?

'data.frame': 6 obs. of 2 variables: Srednie grup roznia sie o ponad 3 g, a rozrzut wewngtrz
$ genotyp: chr "WT" "WT" "WT" "KO" ... grup wynosi ok. 1g. Czy to efekt nokautu, czy przypadek,
$ masa_g : num 22.1 23.4 21.8 25.6 26.9 24.8 rozstrzyga dopiero test statystyczny (W3-Wa).

Ko wT

25.76667 22.43333

Ko wT

1.0598742 0.8504901
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Wykres jednym poleceniem

boxplot(masa_g ~ genotyp, data myszy,

ylab = "masa (g)", col = "grey85")

Zapisy ~ x

,masa w zaleznosci od genotypu”; data = myszy wskazuje, gdzie
szukac¢ kolumn. Ten sam zapis wroci przy testach i regresji.

22 23 24 25 26 27

Jak czyta¢ pudetko

Linia w $rodku to mediana (wartos¢ srodkowa), brzegi pudetka to
kwartyle — miedzy nimi lezy Srodkowa potowa danych. Wasy
siegaja najdalszych obserwacji lezacych nie dalej niz 1,5 dtugosci
pudetka od jego brzegow; punkty dalej to kandydaci na wartosci
odstajace (W2).

masa (g)

KO WT 3



Podsumowanie




Do zapamigtania

- Biologia jest zmienna — zadaniem statystyki jest oddzieli¢ sygnat od szumu

- Hipoteze formutujemy przed danymi, nie po zobaczeniu wyniku; plan doSwiadczenia opiera sie na
replikacji, randomizacji i kontroli lokalnej

- Typ zmiennej i skala pomiarowa (nominalna, porzadkowa, interwatowa, ilorazowa) rzadza wyborem
testu; liczba 7& zmienna iloSciowa

- Doktadnosc = precyzja — btad systematyczny sie nie usrednia, trzeba go usunac u zrodta
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Na nastepny wyktad

Wyktad 2: Populacje i proby danych

Nauczymy sie opisywac zmiennos¢ liczbami: Srednia i mediana, odchylenie standardowe, rozktad
normalny oraz kluczowe rozroznienie SD kontra SE.



Dziekuje za uwage

dr inz. Bartosz Czech - bartosz.czechqupwr.edu.pl
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