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Zasto testirati razlike u srednjoj vrijednosti?

Primjer:

Kako izlozenost zagadivacu iz vode (poliklorirani bifenili, PCB) utjece na imunoloski
odgovor vodozemaca i koji su daljnji u€inci na dinamiku populacije i zdravlje
ekosustava?

Ciljevi studije:
1. Istraziti promjene ekspresije gena u genima povezanim s imunoloskim sustavom
kod vodozemaca izlozenih zagadenju (npr. CYP1A1, IL-6, IL-1B and TNF-a).
2. Istraziti imunolosku reakciju (npr. razinu citokina) kod izlozenih vodozemaca.

3. Kvantificirati razinu oneciscujucih tvari u vodi i procijeniti njihov ekoloski utjecaj na
ekosustav.

4. Mijeriti prezivljenje, reprodukciju i ponasanje vodozemaca u zagadenim naspram
kontrolnih okolisa.
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Zasto testirati razlike u srednjoj vrijednosti?

* Testiranje znanstvenih ili istrazivackih hipoteza o parametrima populacije.
Povecava |i PCB razinu ekspresije CYP1A1?

 Jesu li uocene razlike posljedica prirodne varijacije ili znacajnog ucinka.
Jesu li razlike razini ekspresije CYP1A1 uzrokovane tretmanom ili slucajnom
varijacijom?
» Kvantifikacija veli¢ine u€inka (ne samo postoiji li razlika, nego i kolika je razlika)
Koliko razina PCB-a utjeCe ekspresiju gena CYP1A1?
* Identifikacija trendova tijekom vremena (promjene unutar iste grupe
ispitanika/subjekata)

Je li se razina ekspresije gena CYP1A1 vratila na normalnu razinu nakon uklanjanja
oneciséenja?



Testiranje hipoteza

* Na temelju prethodnih istrazivanja pretpostavljamo da je srednja vrijednost
ekspresije gena CYP1A1 50 FPKM.

» Kako testirati ovu hipotezu?

* Podupiru li nasi podaci ovu hipotezu?
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Testiranje statistickih hipoteza
- Statisticka hipoteza — pretpostavka o parametru populacije (moze i ne mora biti
istinita)

- Nulta hipoteza (H,) — hipoteza koju testiramo, uglavhom hipoteza koja govori da
SuU nasa opazanja rezultat slucajnosti

- Alternativna hipoteza(H, ili H,) — hipoteza koja govori da na ispitanike u uzorku
utjeCe neki ne-slucajni (non-random) uzrok

« |spitujemo nasumican uzorak iz populacije

 Ako su podaci iz uzorka u skladu s nultom hipotezom (na odredenoj razini
pouzdanosti) ne odbacujemo ju, u suprothom — odbacujemo nultu hipotezu



Testiranje hipoteza

* Na temelju prethodnih istrazivanja pretpostavljamo da je srednja vrijednost
ekspresije gena CYP1A1 50 FPKM.

» Kako testirati ovu hipotezu?

* Podupiru li nasi podaci ovu hipotezu?
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Studentov t-test (jedan uzorak)

e t-statistika

-
s/+/n

SEY:s/\/ﬁ

* Ukoliko je nulta hipoteza toCna t-
statistika ce slijediti t-distribuciju
sa n-1 stupnjeva slobode

statistike
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Studentov t-test (jedan uzorak)

H._: K . -
P-vrijednost =2 x podrucje a- M ;é !D'VHJ ed_nost_ =2 x podrucje
ispod krivulje lijevo od Ispod krivulje desno od
negativne test statistike pozitivne test statistike
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Testiranje hipoteza

* Na temelju prethodnih istrazivanja pretpostavljamo da je srednja vrijednost

ekspresije gena CYP1A1 50 FPKM.

* Kako testirati ovu hipotezu? One-sample t-test

* Podupiru li nasi podaci ovu hipotezu?

t.test (pcb datal[pcb dataSExposure == "Low", "GeneExpression"], mu
= 50)
5-
ik
## One Sample t-test
4 ik
## data: pcb datalpck data$Exposure == "Low", "GeneExpression"]
## € = 0.65116, df = 19, p-value = 0.5227
Hs- ## alternative hypothesis: true mean is not equal to 50
% ## 95 percent confidence interwval:
02_ ## 48.43201 52.98423
## sample estimates:
## mean of x
1- ## 50.70812
0- Ne odbacujemo nultu hipotezu!
40 45 50 55 60
CYP1A1 expression (FPKM)
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Sto ako Zelimo usporediti dvije razli¢ite skupine?

* Ekspresija gena CYP1A1 u kontrolnoj skupini i u vodozemaca izlozenih PCB-u.
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Sto ako Zelimo usporediti dvije razli¢ite skupine?

* Ekspresija gena CYP1A1 u kontrolnoj skupini i u vodozemaca izlozenih PCB-u.

CYP1A1 Expression (FPKM)
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Studentov t-test (dva uzorka)

Ho 11 = 11y
Hat 1y # 11y

# Perform t-test to compare gene expression between low and high PCB exposure
t test result <- t.test(GeneExpression ~ Exposure, data = pcb data, var.equal =T )

print (t test result)

##

## Two Sample t-test

##

## data: GeneExpression by Exposure

## £ = 9.8182, df = 38, p-value = 5.67a-12
## alternative hypothesis: true difference in means between group High and group Low is not
equal to O

## 95 percent confidence interval:

## 11.14164 16.92955

## sample estimates:

## mean in group High mean in group Low
## 64.74371 50.70812

03-Dec-24 Odbacujemo nultu hipotezu na razini znacajnosti 0,05!



Jednostrani (one-tailed) Studentov t-test (dva uzorka)

* Nas zapravo zanima povecava li se ekspresija gena CYP1A1 kod vodozemaca

izlozenih PCB-u.

Ho: <Kk
H,:u>k

Ho: >k
H,:u<k

P-vrijednost =
podrucje ispod
krivulje desno od

P-vrijednost =
podrucje ispod

krivulje lijevo od

test statistike

Mtistike

t
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Jednostrani (one-tailed) Studentov t-test (dva uzorka)

* Nas zapravo zanima povecava li se ekspresija gena CYP1A1 kod vodozemaca
izlozenih PCB-u.

4 D 3~ = oy 1 oo 4 TS T et o = AT P O O Ty T Fm A Tarem TeT =3 T v 7 e L T T

t test result one <- t.test(GeneExpression ~ Exposure, data = pcb data, var.equal =T,
alternative = "g")

print (t test result one)

##

## Two Sample t-test

##

## data: GeneExpression by Exposure

## t = 9.8182, df = 38, p-value = 2.835e-12

## alternative hypothesis: true difference in means between group High and group Low is
greater than 0

## 95 percent confidence interval:

## 11.62545 Inf

## sample estimates:

## mean in group High mean in group Low

## 64.74371 50.70812
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Pretpostavke za t-test

* Varijabla koju testiramo je normalno distribuirana
e Uzorci imaju jednake varijance

e Uzorci su medusobno neovisni

Testiranje normalnosti:
 Histogram, QQplot (kvantil-kvantil graf)

e Statisticki testovi (Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov, Anderson-Darling) —
mogu biti preosjetljivi ako je n > 50



Frequency
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Histogram za testiranje normalnosti
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QQplot za testiranje normalnosti

QQ Plot for Normality Test

o _|
M~
n _
Q
=
c o _|
@ ©
S
(@) _
Q
o
o
€ D
©
m —
o _|
S °

Theoretical Quantiles

03-Dec-24

17



Testiranje homogenosti varijance

* Graficke metode (boxplot)

CYP1A1 Expression (FPKM)
40 45 50 55 60 65 70
|

PCB Exposure Level

 Statisticki testovi (Levene-ov test, Bartlettov test)
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Testiranje srednje vrijednosti razine citokina (IL-6)

* Provjera pretpostavki o homogenosti varijance:

9]
0
### Levene's test
o _| {r}
5 ®
£ TeveneTest(CytokineLevel ~ Exposure, data = cytokine_data)
g o |
— ™~
9
Q _ Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
© & 7 : : Df F value Pr(>F)
= ' ' group 1 9.0952 0.004551 ==
o 38
Signif. codes: 0 ‘*=%%’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 “.’ 0.1 * ’
o _

High Low

PCB Exposure Level

03-Dec-24

19



Studentov t-test za nejednake varijance (Welchov test)

tdf o

X,—X, X, =X
SEx. s?2 s

><|

# T-test for cytokine levels r]l r]2

t test cytokine <- t.test (Cytokinelevel ~ Exposure, data = cytokine data, var.equal =

print (t test cytokine)

##

## Welch Two Sample t-test

##

## data: Cytokinelevel by Exposurs

## € = ©.159, df = 27.68¢, p-value = 1.253e-06

## alternative hypothesis: true difference in means between group High and group Low 1is
not equal to 0O

## 95 percent confidence interwval:

## 5.979168 11.942916

#% sample estimates:

## mean in group High mean in group Low

## 24.23050 15.31546

03-Dec-24 Odbacujemo nultu hipotezu na razini znacajnosti 005!



Sto ako uzorci nisu medusobno neovisni

* Npr. Mjerimo promjenu u razini citokina u vrijeme izlaganja PCB-u i 2 tjedna
nakon izlaganja PCB-u

* Hipoteza: Postoji razlika u razini IL-6 ovisno o vremenu mjerenja
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Studentov t-test za povezane uzorke

* Kada usporedujemo dva povezana uzorka cesto nas ne zanimaju
apsolutne vrijednosti vec razlika izmedu izmjerenih vrijednosti za
svaki par observacija u povezanih uzorcima

Uzoraka Uzorak 2 Razlika = Uzorak razlika u
mjerenjima uzet iz
populacije razlika

= Karakterizira ga
srednja vrijednost i
> standardna devijacija
* Srednjavrijednost
razlika u mjerenjima D

X11 )<21 X11"X21
X X X, -X

12 22 12 22

in 2N in 2n _
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Studentov t-test za povezane uzorke

* Nulta hipoteza: Nema razlike medu dva medusobno ovisna mjerenja u nasem
uzorku

» Zbog varijabilnosti ocekujemo da ¢e neke razlike biti pozitivhe, neke negativne, ali
srednja vrijednost tih razlika biti ce jednaka nuli

D—
SE

D

1:n—l —
D

» Koristimo t-test kako bismo utvrdili je li srednja vrijednost razlika znacajno
razlicita od nule

* Nas uzorak je zapravo stupac s razlikama u mjerenjima na kojem ¢emo napraviti t-
test na jednom uzorku s nultom hipotezom da jeu=0
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IL-6 Level (pg/mL)

Studentov t-test za povezane uzorke
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Time

|
2 Weeks After Exposure

##| Welch Two Sample t-test
##

## data: Cytokinelevel by Exposure

## t = 1.3661l, df = 35.587, p-value = 0.1805

## zalternative hypothesis: true difference in means betwese

n group At Exposure and group 2 Weeks After Exposure is no
t egual to O

## 95 percent confidence interval:

## -0.7668215 3.89280175

## sample estimates:

## mean in group At Exposure mean in group 2 We
eks After Exposure

## 24,7520

23.1714

Ne odbacujemo nultu hipotezu na razini znacajnosti 0.05!

##| Paired t-test
##

## data: Cytokinelevel by Exposure

## €t = 3.374, df = 19, p-valus = 0.00313¢

## alternative hypothesis: true mean difference is not equ
al to O

## 95 percent confidence interval:

## 0.6001007 2.5610854

## sample estimates:

## mean difference
i 1.580598

Odbacujemo nultu hipotezu na razini znacajnosti 0.05!
24



Sto kad podaci nisu normalno distribuirani?

* Zelimo testirati koncentraciju PCB-a u stanistima koja jesu/nisu izloZena
zagadenju.

* Koncentracija PCB-a nije normalno distribuirana.

PCB Concentrations in Two Habitats

High Exposure Low Exposure
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03-Dec-24



Neparametarski testovi

» Testovi koji nemaju pretpostavki o distribuciji proucavanih varijabli
» Testiraju se rangovi podataka, a ne same vrijednosti podataka

* Mogu se koristiti za male uzorke (N<30) i za varijable koje ne slijede normalnu
distribuciju (!)

* Manja statisticka snaga testa

* Wilcoxon-Mann-Whitney rank-sum test (Mann-Whitney U) — usporedba dva
neovisna uzorka

* Wilcoxon signed rank test — usporedba dva ovisna uzorka



Wilcoxon-Mann-Whitney Rank Sum Test

 Test statistika racuna se na rangovima, a ne sirovim podacima

* Hipoteza
* H,— dvije populacije imaju identi¢nu distribuciju
* H,— “lokacije populacija se razlikuju”

* Pretpostavke:
* Podaci dolaze iz nasumicnih uzoraka
* Podaci unutar uzoraka su medusobno neovisni
* Uzorci su medusobno neovisni

03-Dec-24
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Wilcoxon-Mann-Whitney Rank Sum Test

* Wilcoxon -Mann-Whitney Rank Sum Test pokusava otkriti pomake u lokaciji
e H1:A>B (A pomaknuta u desno od B)
* H1:A<B (A pomaknuta u lijevo od B)
 H1:A#%B

Ho: A=B H;:A>B

000 002 004 006 008 010
000 002 004 006 008 010

pomak

03-Dec-24
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Wilcoxon-Mann-Whitney Rank Sum Test

Staviti sve observacije u jedan uzorak i rangirati n, + n; observacija kombiniranog uzorka

Wilcoxon rank-sum statistika — suma rangova observacija iz jednog od uzoraka
* W, =suma rangova observacija iz uzorka A
a) H,:A=B b) H;: A>B

(=] [=4]
S S
[] [=]
3 3
(] [==]
s 8
=] | | | | | 1 1 (=1 T T T T | T 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
X X
245 310 11 124 8 7 0 11
- [ X - £
3578 12 = EM
(Hi: A>B) P-value = pr(Wy > wy).
(Hy : A< DB) P-value = pr(Wy < wya)
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Wilcoxon-Mann-Whitney Rank Sum Test

PCB Concentrations in Two Habitats

High Exposure Low Exposure
20
15
&
=
(5]
3
g 10
i
5
. 11 # Test difference in means using a t-test
0 5 10 0 5 10 t test result <- t.test(Concentration ~ Habitat, data = pcb data)
PCB Concentration (mikrog/L) prin: ( t_t est_re sult )

i :._;2.;_-_;’_-'.:';__.___L- using a non-—-param ric test (Wiic 44
o ’ v LESt/ ## Welch Two Sample t-test
wilcox test result <- wilcox.test (Concentration ~ Habitat, data = pc 24
b data) —— - —
- - i ## data: Concentration by Habitat
print (wilcox_test result) 44 t = 3.9501, df = 197.54, p-value = 0.0001086
## alternative hypothesis: true difference in means between group Hi
L4 gh Exposure and group Low Exposure is not equal to 0
## Wilcoxon rank sum test with continuity correction ## 95 percent confidence interval:
44 ## 0.6405625 1.9177830
$# data+ Concentration by Habitat ## sample estimates:
% W = 6697, p-value = 3.3952-05 ## mean in group High Exposure mean in group Low Exposure
#—=rtermative hypotiests+troe=—tocation shift is not equal to O ## 4,722172 3.442999
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Wilcoxon signed rank test

Verzija prethodnog testa gdje se pojedinci mogu mjeriti dvaput ili se mogu uzeti u obzir
mjerenja prije i poslije (spareni test)

Podaci koji imaju isti broj mjerenja.
Upareni uzorci (X,Y,)> D=X-Y,

Ako niti jedan tretman nema ucinka, tada ne samo da bi razlike trebale biti jednako
rasporedene s obje strane 0, nego bi i to koliko su razlike udaljene od O trebale biti isto s
obje strane.

Postupak:
* Izracunajte D;i rangirati
* |zraCunajte W+ = zbroj rangova s pozitivhim predznakom ili W- = zbroj rangova s negativnim
predznakom
 |dejaako je distribucija X (F(x)) ista kao distribucija Y (F(y)), tada je jednako vjerojatno da ée Di
biti pozitivni kao i negativni. Dakle, oko pola rangova je pozitivno, a pola je negativno.ako je
F(y) veéi od F(x), oCekujte da vecina rangova ima pozitivhe predznake i stoga ¢e W+ biti velik

Za n220 priblizno normalno rasporeden



Kada koristiti neparametarske testove

e Podaci koji nisu normalno distribuirani (jako asimetri¢ne distribucije)
e Podaci koji sadrze strsece vrijednosti (outliere)

* Mali broj podataka

Tipovi varijabli:
 Numericke (kvantitativne) - diskretne i kontinuirane

» Kategoricke (kvalitativne) - nominalne i ordinalne

03-Dec-24
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Neparametarski testovi za ordinalne variable

* |zbjegavanje kontaminiranog podrucja

1. Bezizbjegavanja: Vodozemci ostaju u kontaminiranoj zoni unatoc prisutnosti PCB-a.
Blago izbjegavanje: Vodozemci pokazuju povremeno kretanje izvan kontaminirane zone.
3. Umjereno izbjegavanje: Vodozemci Cesto izbjegavaju kontaminirano podrucje, ali se ipak

povremeno vracaju.
4. Strogo izbjegavanje: Vodozemci rijetko ili nikad ne ulaze u kontaminirano podrucje.

N

Polluted Unpolluted

No Avoldance 6 21
Mild Avoidance 9 15
Moderate Avoidance 17 13
Strong Avoidance 18 1
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Neparametarski testovi za ordinalne variable

Amphibian Avoidance Response in Polluted vs Unpolluted Areas
20

15

_ Area - Vrijednosti moramo pretvoriti u
§ Ml poe numericke
. Unpolluted
5

Udaljenosti izmedu brojeva 1, 2, 3, 4 kod

ordinalne varijable ne moraju biti jednake
kao kod numericke varijable

No Avoidance

Mild Avoidance Moderate Avoidance Strong Avoidance
Avoidance Response
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Neparametarski testovi za ordinalne variable

Avoidance Response in Polluted vs Unpolluted Areas

# Convert ordinal variable to numeric for Wilcoxon test
amphibian dataSAvoidance Numeric <- as.numeric(amphibian dataSAvoidance)

# Wilcoxon rank-sum test

w

test result <- wilcox.test (Avoidance Numeric ~ Area, data = amphibian data)
Area

B Poluted
‘ Unpolluted

print (test result)

##

## Wilcoxon rank sum test with continuity correction

##

## data: Avoidance Numeric by Area

## W = 1933, p-valus = 1.106e-06

## alternative hypothesis: true location shift is not equal to 0

Avoidance Response (Numeric)
N

Polluted Unpolluted
Area
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Ostale neparametarske metode

* Kruskal-Wallis test, Friedmanov test — neparametarska ANOVA
* Spearmanov rho i Kendallov tau — naparametarska korelacija

* Ordinalna regresija — neparametarska regresija
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