points de vigilance en statistiques
Gaélle LELANDAIS



Résultats d’'une analyse différentielle

(et apres ?)

S g DESeq?2 _ ,
R > Table de comptage (counts) > » Table finale des résultats

e

e

<

N i, ) OO RNAseq_counts ilosis.txt ;15;,f3 A |éIJQE§==§E=§E§§Eﬂ§£§in1
e, Vi ) . Normoxia_l Horm Horm Mormozxio, 4 I Normoxiao & baseMean, logzFoldChange  1fcSE  stat  pyalue,
Hypoxia_1 Hypoxia_2 Hypoxia_3 Hypoxia_4 CPARZ_484758 £ L196487485943552 m
CPARZ_4B4758 539 495 630 612 627 642 462 11 319 619 1. 7RS4 TABI42 500 .
CPARZ_Z12578  BGQ 45 576 639 935 716 438 536 255 493 CPARZ_Z1Z57G  BRO.3ITWIGZO4E797 1. AZATIRABEEL1 263 .1 2662336800635
CPARZ_362138 167 83 230 151 186 136 112 385 183 172 1. 22693361 B356274 0. 824 TR4 300262 74 [ et
CPARZ_ZAO76E 869 1438 972 178G 1E&& 1329 BGG &79 313 1286 CPARZ_IEZ136  173.840d021340063 1. IEAZI424511A4E \3ZAZEARZ1ITIIA4
CPARZ_483268 2549 2313 3115 2081 5234 3529 3373 3209 6EL 2873 1. AOZ4IERAETETIER /. 2741 TRA4E 72664
CPARZ_ZG9A4E 533 313 646 532 335 396 262 879 266 743 CPARZ_Z28976@  954.765738326101 -8.114@835759305a79
CPARZ_304848 44 42 57 44 3 43 41 76 25 71 8.164726548629648 -8.692273165023535 8.,498765836610937 8.684520147169239
CPARZ_211588 621 835 736 783 1156 868 529 635 293 5aa CPARZ_4B33268  2857.44347832337 8. 355640546962554 8.197651959599545
CPARZ_182548 1672 243z 18456 Z13¢ 3653 3621 1478 1967 812 1978 1.81456562245785 B.B6959991 791 74566 8.137646093209541
CPARZ_1A995A 1772 2769 2176 2424 1629 1441 454 CPARZ_ZA9848  491.88A116175746 8.14A995597A15593 8.389119624371794
CPARZ_BAGZEA 166 144 157 179 181 223 163 1. 4561 AARZE405AT4 1. 64529611 9826955 1. TA4IZII04E0 7IEE
CP4RZ_BA3988 1623 1435 1328 1414 1894 1664 544 CPARZ_GA4A4A  §A.1SROZIGER46ED 1. J4BIZ 9251 TS . 26131 e4231 35524
CPARZ_106740 233 138 273 224 a7 2e8 &7 1.32149846395716 f.1363362143R6602 £, 201 ZB6ATA4 5996
CP4RZ_ZB6166 785 933 831 823 1129 7239 438 CPARZ_ZI1EEA 664 .TIRTETIZE726 . ABR49621 61691736 0.119238536927136
% CPARZ_lA14Z8 383 552 448 526 612 388 246 f.054450544 785 8.056552069626565 B.065154140922596

CPARZ_SG5288 378 E1E5 413 568 850 567 418

CPARZ_1AZ548 . 8.,236796415663559 8,14591116775271

~ CPARZ _ZBZ358 1253 2899 1529 1826 2918 1964 a6l 1

P CPARZ_7A3028 3668 EEET 45158 E199 Bgol 4491 2378

3 g CPARZ _BAZ2450 219 291 284 382 233 166 117 | O 2 FO |d 4358'?‘64236.91329 Va | e a nd
> N CPARZ 1885168 1115 1985 1332 1616 1293 1419 415 g B.A92657 p u
3 CPARZ_1AG3A 5283 7896 6291  71A5 11283 19386 9428 . H4RTE2E656
K - CPARZ 487748 323 422 422 435 L) 628 361 r A A7ETLA L
O CPARZ_BAZ34H 648 848 822 0B 1686 1236 488 C h an e R 4FAR4E3 TR ad -
N\ CPARZ_185328 8675 131890 16318 11985 16549 8986 4857 P g y A.915mA p J s
. N ~ = S CPARZ 381218 167 191 216 204 548 451 289 A. 5395147586 ) v
\\\\‘ ~\\\;\ %, S EEﬁEijﬁSéEiE ;33 13?1 232 ESI 1;2? 32; igg CPARZ_ZBELEA  622.9420449989741 -B.399161611153727 p

Votre travail consiste maintenant a creer votre liste de genes candidats. Les parametres statistiques peuvent
vous aider a prendre des decisions raisonnées et argumentées. lls ne décident pas a votre place.



Confrontation des points de vue piowogique et

statistique)

Dun point de vue biologique, un gene
differentiellement  exprime  est un géne dont
I'expression est soumise a des mecanismes de
regulations differents entre les conditions.

D’un point de vue statistique, un géne différentiellement

exprimé est un géne dont la [0l de probabilite (qui decrit
son niveau d’expression) est différente entre les conditions.

» Simulation de données* :

» Stratégie expérimentale utilisées :
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Les parametres statistigues calculés, sont
conditionnés aux modélisations statistiques
sous-jacentes. Ces modéles ne

correspondent pas exactement a la réalité.

« Tous les modeles sont faux, mais certains

sont utiles » (George Box)

* Simulations réalisées pour la formation du DU « Création, analyse et valorisation des données omiques »




Pourquoil le risque d’erreur existe ?

e > Considérons un géne différentiellement exprimé (point de vue statistique). Son expression
o suit deux lois de probabilité distinctes (décrivent des populations).

» Considérons que des mesures de
'expression du gene ont été realisées
(décrivent des échantillons).

0.020 1 I

0.015 1

® Possibilite 1 : Echantillons A et B tres différents. Ce que nous

opuation observons est conforme a la réalité, le risque de se tromper
ulati ]

0,010 est assez faible.

popA

popB

| ® Possibilite 2 : Echantillons A et B peu différents. Pourtant le
e oo différentiel d’expression existe (!). Le risque de se tromper
N est alors élevé.

0.000 1

Inférence statistique consiste a « imaginer » comment sont les

T I T T
m? f'v_a&\m ? 0 populations a partir des observations des échantillons.
|

* Simulations réalisées pour la formation du DU « Création, analyse et valorisation
des données omiques »

Echantillon A Echantillon B



Des situations plus ou moins complexes

. » Laproblematique de |a taille d'effet existe également au niveau des populations. Dans
——  lesdeuxcas, le gene est différentiellement exprime (point de vue statistique).
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Inférence statistique difficile Inférence statistique trés difficile




Des situations plus ou moins complexes

» La problématique de la taille d’effet existe également au niveau des populations. Dans
les deux cas, le gene est différentiellement exprimé (point de vue statistique).

Lors d'une analyse différentielle, les inconnues sont tres nombreuses

Existe-t-il une regulation differentiée du gene ? (problématique biologique). Cette régulation a-
t-elle un effet visible sur les mesures expérimentales réalisees ? Les modeélisations
statistiqgues de l'expression du gene sont-elles pertinentes pour cette régulation ? Les

- données sont-elles suffisantes pour estimer les parametres des modeles ? (problématique

statistique). Et bien d'autres...

Une grande vigilance est nécessaire lors de l'interpréetation des résultats.
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Inférence statistique tres difficile

Inférence statistique difficile
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Hypothéses statistiques (appes)

> Quelle est |a source des différences observées entre les échantillons Aet B ?
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Echantillon A Echantillon B

Echantillon A Echantillon B

Le choix repose sur les observations des echantillons



R |Sq ues d ’e Freurs (associés a la prise de décision)

» H, (hasard seul) » H (hasard + expression différentiel) » Faux positit : Considérer que la différence est
g significative (choisir H,) alors qu’elle ne l'est pas (H,
est vraie).

0.015 0.015

» Faux negatif : Considérer que la différence n'est

Population

0.010 0.010

e pas significative (choisir Hy) alors qu’elle I'est (H, est
_ vraie).
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: S N | Le choix repose sur les observations des échantillons
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N Hestumaip H, est vraie
| H, est choisie Vrai négatif @  Faux négatif (risque de 2" espece) K

H, est choisie Faux positif (risque de 1¢= espece) ¥ Vrai positif V]



Hyp()thése Nu I Ie (seule modélisation possible)

» H, (hasard seul) » H, (hasard + expression différentiel)
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Hypothése considérée comme VRAIE pour Hypothése qui ne peut étre modélisée car

la modélisation et les tests statistiques dépendante de parametres inconnus
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Interpréter le résultat d’un test statistique |

(point de vigilance 1/2)

» Une régle de décision (valable pour tous les génes) a été construite, sur la base d’'une
valeur de risque de 1 espéce (0.05 ou 0.01 généralement, risque a priori).

» Hy (hasard seul) @ Si la valeur P (pour un géne donng) est Inferieure au risque a prior, la

différence observée est « significative ». Un test statistique fournit une
probabilité des observations (difiérences) conditionnellement a I'hypothese
nulle. C'est donc Pr(Donnees | Hy).

0.020 1

0.0151

X Un test statistique ne nous dit pas quelle hypothese est la plus probable

e '- 0.010 , T , .
8 3 compte tenu des données, c’est-a-dire Pr(H, | Données) et Pr(H, | Données).

N\ \\\ e 0.005 1

0.000 1

A 4k

1
100 150 200

vale Vigilance donc vis-a-vis des interprétations rapides telles que « pls-Ha—p-

Hypothése considérée comme VRAIE pour p

J

XpHME-» OU « te; : ible-».

la modélisation et les tests statistiques




Interpréter le résultat d’un test statistique

(point de vigilance 2/2)
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@ Unfiltre surla valeur P est réalisé pour créer la lisie de genes candidats (différentiellement exprimés). La valeur P
: . est ainsi le seull de signification observe, permettant d'évoquer pour certains génes un résultat de test « trés
significatif » (<0.01) ou seulement « significatif » (< 0.1)".

.~ % Obtenirun résultat de test significatif ne démontre pas que les hypotheses sont ou ne sont pas vraies. Tous
e e les calculs ont été réalisés en considérant que c’est 'hypothése qui H, est vraie.

Vigilance donc vis-a-vis d’ |nterpretat|ons teIIes que «

exprimé-» ou bien «

* Notez que si la valeur P est comparée a un risque a priori, le test sera juste « significatif » ou « non significatif ».
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Problématique des tests multiples

» Lors d’'une analyse différentielle, la méme question est posée plusieurs milliers

e de fois (nombre de génes présents dans la table de comptage).
e Quelle est la question ? enaysedrerenteley | Dans le cas ol les conditions A et B seraient
S identigues, aucun géne ne serait différentiellement
exprime (I'hypothése H, devrait étre choisie pour tous les génes).
—
| wesdn Le risque de considérer que la difference est
. S S | significative (choisir H,) alors qu'elle ne I'est pas (H, est
ranscriptome <A <AC Transcriptome , ) . .
H ere
X ol 0 vraie) est égale au risque de 1 espéce (souvent 0.05).
SR Ol =027 . o o
~ L Gone diférent » Si 10 000 tests statistiques sont réalisés, il est attendu (en
N\ . éne différentiellement exprimé

N moyenne®) 000 genes pour lesquels Hy est choisie alors
— » Tous les génes sont étudiés successivement

\‘\ | \\\ . o (répétition de la question plusieurs dizaines de milliers de fois) q ue HO eSt Vraie'
| Hestviaie H, est vraie
H, est choisie Vrai négatif ©  Faux négatif (risque de 2" espece) K
H, est choisie Faux positif (risque de 1¢® espece) & Vrai positif V]

* Espérance de la loi binomiale de parametre p = 0.05 et n = 10 000.



Quelle valeur P utiliser ?

T e DESeq?2 _ ,
B > Table de comptage (counts) S » Table finale des résultats
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Il existe differentes strategies pour « ajuster » la valeur P, et ainsi tenir compte de la problématique des
tests multiples. Si les valeurs P ajustees sont plus elevees que les valeurs P initiales, elles ne changent
pas l'ordre des genes. Celui qui avait la plus petite valeur P aura toujours la plus petite valeur P ajustée.
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Bilan

» La mise en application de méthodes statistiques et tres utile pour identifier (sans a
priori) des genes intéressants, bons candidats pour étre différentiellement exprimés.

Bilan des représentations graphiques

(application WEB)
| > Filtre de sélection par défaut : padj < 0.01 ou FC > 2 V|g|| ance ViS-é-ViS de la sur-

interprétation des resultats
(positivement ou négativement)

. _ . MA plot Volcano plot Scatter plot
\ 3 Tf ~ | » Données initiales, pour un géne donné Les Statistiques Sont une aide

précieuse a la prise de décision
(mais vous seul(e) restez responsable)




Ressource(s) complémentaire(s)

* Vidéo de présentation du cours (replay, 16 minutes)
https://youtu.be/CIP 7tO0]|OsM
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https://youtu.be/CiP7tO0jOsM
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