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Szémos korszer(i neuropszichofarmakolégiai vizsgalati modszer jellegzetessége, hogy aranylag

kevés vizsgalati egyénrél (n) nagyon sok adatot (paramétert, P) gy(jt. Példaképpen emlithetjiik

a képalkotd modszereket (pl. funkcionalis magneses rezonancia és egyéb képalkoto eljaraso-
kat), az elektroenkefalografiat (EEG), vagy a genomikai vizsgalatokat. Egyetlen microarray chip

példaul tdbb ezer probat tartalmazhat, azaz a P ezres nagysagrendekkel haladhatja meg az

n-t. Az ilyen elrendezésli vizsgalatok elemzése komoly statisztikai problémakat vet fel, amit

a statisztikai szakirodalomban kis,n"nagy,P” problémanak neveznek. A tdbbszords tesztelés

problémaja akkor Iép fel, ha két vagy tobb csoportba tartozé egyéneket hasonlitunk 6ssze

amért P szamu jellemzé alapjan. Amennyiben az 8sszehasonlitas az egyes jellemzdék alapjan

torténik, akkor akar tobb ezer statisztikai hipotézisvizsgalat elvégzése is szlikségessé valhat.
Amennyiben a tobbszoros tesztelés okozta megndvekedett klasszifikacios hibat nem vessziik
figyelembe, akkor szdmos statisztikailag szignifikans kiilonbséget fedezhetiink fel a vizsgalati

csoportok kozott. Azonban ezeknek a felfedezéseknek egy része valdjaban a véletlen miive és

ezek a kisérleti eredmények altaldban nem reprodukalhatéak. A problémara tébb megoldas

is szliletett. Ezek kozil cikkiinkben a klaszter szintl 6sszehasonlitast, valamint a hamis talalati

aranyon alapul¢ statisztikai tesztet mutatjuk be.

(Neuropsychopharmacol Hung 2015; 17(1): 023-030)
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bevezetd jellegi orvosi statisztikai tankonyvek

kedvenc példdja, hogy adott egy vizsgalat, ahol
a betegek egy része placebot kap, a masik csoport
meg egy Uj vérnyomascsokkent6t, és a vizsgalat végén
megmérjiik mindkét csoportban a vérnyomast. Min-
den beteghez egyetlen egy vizsgalati érték tartozik.
A két csoport értékeit a jol ismert kétmintas t-probaval
hasonlitjuk 6ssze, és az eredményt szignifikdnsnak
mindsitjiik, ha a t statisztikdhoz tartozé p valészint-
ségi érték kisebb, mint 0,05. Ebben az esetben, az ,,n”
avizsgalatba bevont betegek szdma és a paraméterek
szdama (P) egyenld 1-gyel (hiszen csak egy paramétert
mértiink, a vérnyomast).

A valds élethez joval kozelebb 4ll, amikor egy
egyénrdl, vizsgalati objektumrdl nem egy, hanem tobb
adatot gytjtiink, példaul 6t kiilonb6z6 médon mér-
juk a gydgyszer hatdsat a betegre. Ekkor a P egyenld
5-tel. A naiv elképzelés az lenne, hogy az 6t para-
métert egyenként hasonlitjuk 6ssze, és ha egyetlen
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teszt p-értéke is kisebb, mint 0,05, akkor a gyogyszer
hatasa szignifikins p<0,05 szinten. Ez a megkozelités
azonban hibds, mert a statisztikai probak szdmanak
novekedésével a dontési hibak 6sszeadddnak, és az
Osszesitett dontési hiba végiil lényegesen meghalad-
hatja a 0,05 értéket.

Tobb megoldas ismeretes annak érdekében, hogy
a statisztikai dontések szamaval az &sszesitett hiba ne
novekedjen (Neuhauser, 2006). A gyogyszerek torzs-
koényvezéséhez megkovetelt ,,dontd” (pivotal) klinikai
vizsgélatokban hasznaljak a legegyszertibb modszert.
Csak egy elsdleges végpont van, és a dontésnél csak
ezt veszik figyelembe. Akdrhany ,,masodlagos” vég-
pontban jon ki pozitiv eredmény, csakis a protokoll-
ban rogzitett elsédleges végpont szamit. Igy csak egy
dontés van, és a tobbszoros tesztelés okozta hibak
Osszeadddasa elkeriilhetd. A tudoményban azonban
nehéz elére megjosolni, mi lesz érdekes megfigyelés,
és nem ésszert egy felfedezést azért nem figyelembe
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venni, mert nem szerepelt a protokollban. Ezért olyan

statisztikai modszereket hasznélnak, amelyek az 6sz-
szesitett dontési hibat egy konstans, tipikusan 0,05

alatt tartjak. Az angol nyelvii szakirodalom az Gssze-
sitett dontések hibajara mint ,,family-wise error rate”
(FWER) hivatkozik (van den Oord, 2008). A FWER
kontrollalasra szamos statisztikai teszt 1étezik kiilon-
boz6 szerz6i nevek alatt (Cleophas és Zwinderman,
2006; Neuhauser, 2006).

A legegyszertibb FWER-t kontrollal6 teszt az
ugynevezett Bonferroni teszt, ami azt mondja, hogy
hasznéljunk tetszéstink szerinti szamu tesztet, de ha
P szamu tesztet végziink, akkor mindegyik tesztet p/P
szignifikanciaszinten végezziik el. Példaul legyen egy
klinikai vizsgalatban 3 paraméter, amelyek jellemez-
hetik az eltérést a kezelt- és a kezeletlen beteg csopor-
tok kozt. A két csoport 6sszehasonlitasara, Bonferroni
szerint, harom hipotézisvizsgalatot kell végezni az
egyes paraméterek szerint, de az egyes tesztek esetén
a szignifikancia 0,05/3=0,016 kell, hogy legyen. Ebben
az esetben az Osszesitett hiba kisebb lesz, mint 0,05.
A Bonferroni eljaras és a hasonlo elvek szerint mii-
kod6 mas probak elfogadhaté hatékonysaggal (sta-
tisztikai erével) miikodnek, ha 5-10 dsszehasonlitds
végziink, de efolotti szamu statisztikai vizsgalat felett
mar gondok adédhatnak.

Tételezziik most fel, hogy a két csoportot nem 3,
hanem 100 paraméter alapjan hasonlitjuk Ossze.
Ekkor az egyenkénti tesztek szignifikanciaszint-
hatarait 5 x 10 szinten kéne meghuzni, holott pél-
daul p<0,001 esetén mar minden eredményt ,nagyon
erGsen” szignifikdnsnak szoktunk hivni. Bonferroni
szerint igy nem mondhatnank, hogy p<0,001 szinten
akét csoport eltér, még akkor se, ha a két csoport mind
a szaz paraméterben kiilonbozik egymastél p<0,001
szinten. A pszichofarmakoldgidban hasznalt korszert
vizsgdlé modszerek esetén azonban nem ritka, hogy
tizezres nagysagrendben (vagy még annal is nagyobb
szdmban) gyUjtiink adatokat egyetlen egyedrél. Ime,
két allatkisérletes példa Intézetiink gyakorlatdbdl.

Patkany agyban transzkripcids microarray segit-
ségével néztiik, hogy ecstasy (3,4-metiléndioxi-
metamfetamin, MDMA) vagy venlafaxin (VLX)
kezelés hatdsara milyen gének mutatnak emel-
kedett vagy csokkent expressziét a kontroll-
hoz képest (Petschner et al., 2013; Tamasi et
al., 2014). A vizsgalatokhoz Illumina RatRef-12
microarray chip-et hasznaltunk. Egy chip 22523
proba szekvenciat tartalmazott. Minden vizsgalt
agyteriilet esetén 7 vagy 8 minta segitségével
mértitk az expressziovaltozds mértékét. Azaz,
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ebben a vizsgalatban agytertiletenként n=14 (16)
és P=22523.

Allatkisérletes modellben escitalopram hatésat

vizsgaltuk elektroenkefalogrif (EEG) segitségé-
vel krénikus alvasmegvonast kovetden a kontroll

kezeléshez viszonyitva (Kostyalik et al., 2014).
Az EEG jeleket 4 masodperces id6kozokben ér-
tékeltiik ki a 0,5-60 Hz frekvencia tartomanyban,
fél Hertzes 1épéskozzel. Ennek megfeleléen egy
kétoras vizsgalat esetén Gsszesen 119 (frekvencia-
intervallumok teljes szama)x(3600/4) (az idéinter-
vallumok teljes szama)x2 (az 6rak szdma)=214200

adatpont keletkezik. A vizsgalatban 6-6 allat vett

részt. Azaz, ha a teljes EEG-spektrumot akarjuk
6sszehasonlitani a két csoport kozott, akkor n=12

és P=214200.

Human pszichofarmakologiai vizsgalatokban
gyakran legaldbb ekkora szamokkal talalkozunk. Egy
fMRI ,,kép” alapegysége a voxel, ami lényegileg egy
pixel 3D-ben (Lange, 2003). A kérdés, hogy a voxel
aktivitasa n6 vagy csokken a kontrollhoz képest. Egy
fMRI pillanatfelvétel kozel 100000 voxelt tartalmaz
azaz P=100000.

Természetesen a pszichofarmakol6gian kiviil sza-
mos egyéb tudomanyteriilet van ahol a kis ,,n” nagy

»P” problémaval a statisztikusok talalkoztak (National
Research Council (U.S.). Committee on Mathematical
Sciences Research for DOE's Computational Biology,
2005). A probléma megoldasara tobb javaslat sziiletett,
amelyek kozill mi a tomeges, egy-szempontos anali-
zisen alapul6 (massive univariate analysis) megkoze-
litést ismertetjiik (Groppe et al., 2011).

HALMAZOK (KLASZTEREK) OSSZEHASONLITASA

Egy microarray vizsgélatndl nem egy gén, hanem
sokkal inkabb egy szabalyozasi utvonalban tor-
ténd véltozas az érdekes. Igy tanulményainkban mi
azt vizsgaltuk, hogy mi a hatdsa az MDMA vagy
a venlafaxin adagoldsnak a kiilonféle jelatviteli atvo-
nalakra (Petschner et al., 2013; Tamasi et al., 2014).
Ha egy ilyen utvonal aktivitdsa megnd, akkor feltehetd,
hogy nem egy, hanem szamtalan gén 4tirédasaban
all be valtozas. (Az egyszertség kedvéért az aktivitas
valtozas el6jelétl most eltekintiink.) A géneket az
irodalombol ismerjiik. Jeloljiik T-vel a kezelt cso-
portba, C-vel a kontroll csoportba tartozé géneket.
A kérdés tehat az, hogy kiilonbozik-e egymastol a
két halmaz, nevezetesen {T, T,... T,} és {C, C....C }
génjeinek aktivitdsa.
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A kiilonbséget vizsgalhatjuk tagonként is, mint
T, versus C, és T, versus C,, ugyanakkor kénnyen
el6fordulhat, hogy minden gén expresszi6ja csak kis
mértékben véltozik, igy az egyéni hatds kicsi marad.
Ha minden génexpresszi6 csak husz szazalékkal valto-
zik, akkor az egyenkénti hatds még alacsony, de mivel
azonos utvonalban jatszanak szerepet, a multiplikativ,
azaz egymasra épiil6 osszesitett hatas (1,2x1,2x1,2...)
oriasi lehet.

A masik probléma maga a teszt. A Bonferroni
(vagy barmely hasonlé) FWER-t megérz6 teszt kii-
16ndsen hatastalan (szakszdval konzervativ) lenne,
mert ezek a tesztek mind azon alapulnak, hogy az
elvégzendd ,k” szamu Osszehasonlitas fiiggetlen dol-
gokat hasonlit dssze. Esetiinkben azonban ez nem
igy van, hiszen egy adott utvonalon lev$ gének akti-
vitdsa egymastdl szinte biztosan nem fiiggetlen. Még
nyilvanvaldbb a probléma az fMRI esetén. Itt egy
agyteriilet fMRI aktivitasdnak névekedése nem egy
voxel, hanem egy, a térben sszefiiggd voxel csoport
aktivitasnak novekedésével jar. A voxelenkénti 6sz-
szehasonlitas itt teljességgel irracionalis, mivel nem
feltételezhetd, hogy az egymas melletti voxelek akti-
vitasa fiiggetlen volna.

A kérdés megvélaszolasa, hogy hogyan lehet
hatékonyan Osszehasonlitani két halmazt, hogy
a fenti bukatokat elkertljiik, nem egyszert. Léteznek
komplex modszerek (pld. Hoteling t-teszt), de ezek
a tesztek olyan feltevéseken alapulnak, amelyeket
kis ,,n” esetén (a mi esetiinkben a microarray chipek
szama) képtelenség kielégiteni. Ennél célszertibb
a permutacios teszttel valé megkozelités, amelyet
a legtobb bioinformatikai- és képalkot6 szoftver szé-
leskortien hasznal.

Permutdcios teszt

A permutdcios teszt Otlete viszonylag egyszert
(Ludbrook, 1994). Tételezziik fel, hogy van egy ki-
sérletiink, amiben van egy kontroll csoport (C) és
egy kezelt csoport (T). Az egyszeriiség kedvéért le-
gyen mindkét csoportban az elemszdm egyenlSen n.
A minket érdeklé kérdés az, hogy a két csoport atla-
ganak kiilonbsége (d) mennyiben tekinthet6 véletlen-
szer(i kiilonbségnek. Az 6tlet az, hogy ha a kezelésnek
nincs hatdsa, akkor teljesen mindegy, hogy a T vagy
a C csoportban szerepel egy érték. Ezek alapjan az
algoritmus igy néz ki:

1. Egyesitsd a T és C csoportokat, ez lesz az U

csoport.
2. Véletlenszertien valassz ki az egyesitett U csoport-
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bdl n értéket, mintha ez lenne egy 4j T” csoport.
Ez val6szintileg tartalmazni fog az eredeti T és
C csoportbdl is értékeket, de ha nincs kiilonbség
T és C kozott, akkor mindegy, honnan vettitk
az értéket.

3. Hasonloképpen vélassz n értéket a C’ csoport
részére és szamold ki a T°-C’ csoport kiilonbségét.
A kapott kiilonbséget, d’-t, pedig raktérozd el.

4. Ismételd meg a 2-3. 1épést sokszor, tipikusan
1000-szer vagy ennél is tobbszor.

Az elraktarozott d’ értékek adjak a d null-eloszlasat,
azaz a kiilonbség eloszlasat, ha T és C kozott tényleg
nincs lényegi kiilonbség. Ha az eredeti killonbségiink
d, nagyobb vagy kisebb, mint a feljegyzett d’ értékek
95 szazaléka, akkor ez mar kell6en valészintitlen ese-
ménynek szamit statisztikailag és azt mondhatjuk,
hogy a T és C csoport szignifikdnsan eltérnek egy-
mastol (p<0,05 szinten).

A permutacios teszt nagyon szemléletes és szam-
talan elénye van. Alapvetden kevés matematikai felte-
vést6l fiigg. Ennek kovetkeztében a kiilonbség helyett
barmilyen mas statisztikai valtozoét is hasznalhattunk
volna a fenti példankban, akkor is helyes valaszt ka-
punk. Példdul kivancsiak lehettiink volna, hogy a két
csoport (T és C) maximuma tér-e el egymastol szigni-
fikansan. Az sem probléma, ha az egy csoportban levé
megfigyelések egymastdl nem fiiggetlenek. Ugyan-
akkor a permutacion alapul6 tesztek hatranya, hogy
alkalmazésuk kellden gyors szamitogépet igényel, és
ezért hasznalatuk csak mostanaban kezd terjedni.
Az alédbbiakban két példaval illusztraljuk egymastol
nem fiiggetlen megfigyelésekbdl allo csoport dssze-
hasonlitdsat permutacids teszttel.

Permutdcids teszt és fMRI

Az fMRI esetén, mint emlitettiik, az alap megfigyelési
egység a voxel. A kérdés, hogy mikor mondhatjuk,
hogy két, voxelekbdl allo, osszefiiggd teriilet aktivi-
tasa eltér egymastol. Példdul mérjiik egy kép hatasat
n onkéntesen, és szeretnénk Gsszehasonlitani, hogy
a kép hatdsara egy kilenc voxelbdl allo, 3x3 elren-
dezésii tertilet aktivitasa novekszik-e vagy sem.
Nichols és Holmes (Nichols és Holmes, 2002) ,,super
threshold” elnevezésti, a probléméra megoldast nyujto
algoritmusa a kévetkez6:

1. Els6 lépésben voxelenként hasonlitsuk dssze
a beavatkozas el6tti és utani értékeket az n 6n-
kéntesben egymintas t-probaval. Ha kilenc voxelt
hasonlitunk 6ssze, akkor eredményiil kilenc t-ér-
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téket kaptunk. Valasszuk ki ezek koziil az abszolut
értékben legnagyobbat. Legyenezt .

2. Permutacids lépés. Ahhoz, hogy eldontsiik, hogy
a kapott t__ szignifikdns-e, hatdrozzuk meg
at_null-eloszldsat a permutdcios tesztnél leirt
modon, tetszdlegesen hozzarendelve egy adott
voxel értékéhez a stimulus vagy kontroll értéket.
A tovabbi lépések megegyeznek a permutacios
tesztnél leirtakkal.

A moddszer el6nye, hogy az igy megallapitott
szignifikanciaszint figyelembe veszi mind a tobb-
sz0rds tesztelést, mind a valaszok korrelaltsaganak
hatésat. Raadasul konnyen moédosithatd, hogy ne csak
azt nézze, hogy mennyivel véltozik az intenzitas egy
adott teriileten, hanem azt, hogy mennyivel valtozik
meg az adott intenzitasu teriilet. S6t, a két szempont
akar egytittesen is mérhet6 (Bullmore et al., 1999;
Hayasaka és Nichols, 2003). A modszer természeten
nem kotott az fMRI-hez, hasonléan hasznalhaté az
agyteriiletek aktivitas valtozasanak kévetésére EEG-
vel (Groppe et al., 2011).

Permutdcids teszt és microarray adatok

A szakirodalomban mdra adottak a jelatviteli,
metabolikus vagy mas sejtfunkciéhoz kapcsolhaté
génlistak. (Elvileg nem olyan kénny( eldonteni,
hogy adott gén milyen folyamathoz tartozik, de ezt
a folyamatot bioldgiai adatbazisok segitségével és
bioinformatikai moédszerek alkalmazasaval méra
lényegében automatizaltdk.) A microarray elemzés
sordn a feladat tigy néz ki, hogy adott az S, S, ... és
S_ génlista és azt kell eldonteni, hogy egy S, génlista
(atvonal) mennyivel véltozik, mennyire mutat jelleg-
zetes valtozast a kezelésre. Az altalunk is hasznalt és
alegaltalanosabban elterjedt in. gene set enrichment
algorithm (GSEA) eljaras a kovetkez6 (Subramanian
et al., 2005):

1. Minden gént hasonlitsunk 6ssze a kezelt és keze-
letlen csoport kozott. Erre alegegyszertibb méd-
szer a kétmintas t-teszt. Ha n szamu chip segitsé-
gével mérjiik a kontroll csoport expresszidjat, és
szintén n szamu chip segitségével a kezelt csoport
génexpresszidjat, akkor minden egyes gén esetén
a kétmintas teszt ad egy t-értéket.

2. Rendezziik sorba az igy kapott t-értékeket egy
T-listaba. Ha a chip péld4aul 20000 gén aktivi-
tasanak mérésére képes, akkor 20000 t-értéket
rendeziink sorba. A lista i-edik elemét, tehat
az i-edik t-értéket, jelolje T(i).
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3. Definidljunk egy, a T hosszusagaval megegyezd,
tombot. Legyen ennek neve S.

4. Fokuszaljunk csakis egy adott U utvonalra, azaz
egy darab génlistara.

5. Menjiink végig a listan, és ha az U-hoz, vagyis az
adott utvonalhoz tartozo gént latunk, akkor S(i)
értéke legyen egyenldé S(i-1)+wT(i)i, ellenkezd
esetben S(i)=S(i-1)-wT(i). A w stly az U-hoz
tartozo gének és a teljes génlistan szerepld gének
szamatol figg.

6. Az U ttvonalhoz igy tartozik egy un. ,enrichment
score” (ES), ahol ES=max(S).

7. Az ES értéke fiigg az U utvonalban szerepl6 gé-
nek szamatol, ezért tovabbi normalizaciéra van
szitkség. Ez lesz az in. ,normalized enrichment
score” (NES).

8. Permutacios 1épés. Annak megitélésére, hogy
a kapott NES szignifikans vagy nem, futassuk le
az algoritmus 1-7. 1épését, permutdlva a kezelt és
kontroll cimkék (S) hozzarendelését a chipekhez.
Az altalanos ajanlas, hogy legalabb 1000 permu-
taciot végezziink.

9. Az igy megkapott értékeket hasonlitsuk 6ssze
a valds NES értékkel. Ha a NES nagyobb, mint
a permutacidval kapott értékek 95%-a, akkor
az U tutvonalhoz tartozd gének megvaltoztak,
egyébként nem.

10. Végezziik el az 1-9 1épést minden U tutvonalra.

Megjegyezziik, hogy a GSEA tobb variansa is
ismeretes (Nam és Kim, 2008), és a fenti sémdban,
az egyszerliség kedvéért, feltettiik, hogy a kezelés
mindig néveli az aktivitast. A GSEA lényege azonban
az, hogy nagymértékben csokkentettiik a ,,P” méretét,
mert kivalasztottuk a sziamunkra érdekes gén halma-
zokat az Osszes gén koziil. Az 6sszes tobbi elhagydsaval
ezek az analizisben nem vesznek részt és igy a nagy

,P” értéke dramaian csokken. Statisztikai szempont-
bdl éppen ez az egyik hasonldsag az fMRI-nél leirt
»super threshold” és a GSEA eljaras kozott. Nem az
egyes elemeket, hanem azokbdl képzett halmazokat
hasonlitunk 6ssze egy megfeleléen valasztott statisz-
tika segitségével és a lényegtelen halmazokat a tovabbi
elemzésb6l kizarjuk. Ez j6 6tletnek tiinik, a tobbszoros
tesztelés problémat nagymértékben leegyszerisiti,
de végleg nem oldja meg.

Példaképpen valasszunk ki a ,,super threshold”
algoritmus segitségével a 100000 voxelbSl 1000
klasztert, amelyiknél a beavatkozds szignifikans
(p<0,05) valtozast okozott. Azonban a talalt 1000
klaszter koziil 50 téves, un. ,false positive”, mert az
egyszeri hipotézisvizsgalatok hibaja 9sszeadodik.
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Hasonléan tételezziik fel, hogy az ezer génutvonal
koziil a GSEA szaz klasztert azonosit szignifikans-
nak p<0,05 szinten. De ebbdl a szazbdl 6t atlagosan
téves. Rdadasul arra is kivancsiak lehetiink, hogy egy
adott génudtvonalon melyek azok a gének, amelyek
atirdsa tényleg nagymértékben valtozott és melyeké
nem. Ha egy ttvonalon van 100 gén (az altalanos
ajanlas, hogy egy utvonalon minimum 15 és maxi-
mum 500 gén legyen (Petschner, Tamasi et al. 2013)),
akkor megint megoldhatatlan tesztelési problémaba
titkoziink. A probléma megoldasa a klasszikus sta-
tisztikai hipotézisvizsgalat alapvetd feltevéseinek
kiterjesztése.

A HAMIS TALALATI ARANY FOGALMA
ES AZON ALAPULO TESZTEK

Benjamini és Hochberg (Benjamini és Hochberg,
1995) voltak az els6k, akik a hamis talalati arany, an-
gol roviditéssel FDR (false discovery rate), fogalmat
bevezették és az azon alapul6 statisztikai hipotézis-
vizsgélati eljarast kidolgoztak. Ahhoz, hogy megért-
siik ezt az eljarast, célszerti megismételni, hogy mit
jelent a statisztikai teszt p-értéke. Ez kozelitéleg azt
jelenti, hogy mennyi annak a val6szintisége, hogy egy
allitasra tévesen mondom azt, hogy a két csoport eltér,
mivel val6jaban azonosak. Ha szazszor végezziik el az
6sszehasonlitast, akkor maximum 6tszor tévedhetiink,
tehat otszor éllithatjuk tévesen, hogy szignifikans
killonbég van koztiik, mikor nincs (feltéve, hogy
p=0,05). Ha tobb tesztet végziink a klasszikus FWER-t
kontrollalé tesztek (pl. Bonferroni-teszt) segitségével,
ez akkor is igy van. Azaz ha szazszor végziink el egy
olyan tesztsorozatot, amelynek minden lépésében
100 statisztikai 0sszehasonlitast végziink, akkor is
maximum 6t téves allitdst engediink meg, de most
100x100=10000 hipotézisvizsgalatbdl. Ugyanakkor
azzal nem foglakozunk, hogy hany esetben éllitottuk
tévesen azt, hogy az eltérés nem szignifikdns, holott
valdjaban az. A Klasszikus eljarasok csak arra fokuszal-
nak, hogy alacsony limit alatt tartsak a tévesen szig-
nifikdnsnak mondhaté eltérések szamat és felteszik,
hogy az sszes hiba attdl fiigg, hogy hany statisztikai
osszehasonlitast tesziink.

Benjamini és Hochberg (Benjamini és Hochberg,
1995) ugy érvelt, hogy a kutatékat nem az érdekli,
hogy az 6sszes elvégzett tesztbél hany a hibas, hanem
az, hogy hany szazalék a statisztikailag szignifikans-
nak talalt eredmények kozott a hibas, azaz mennyi
az FDR. Benjamini és Hochberg rogton eljarast is
adott, hogy hogyan kell tobbszoros tesztelést végre-
hajtani ugy, hogy az FDR-t ellendrzés alatt tartjuk.
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Ez a Benjamini-Hochberg (B-H) teszt. Az eljaras elég
egyszeru. Végezziink el barmilyen médon m szamu
Osszehasonlitdst, példdul t-tesztet. Az igy kapottp ..p
értékek lesznek a bemeneti értékek. Adjunk meg egy
FDR értéket, legyen példdul FDR=0,1. Akkor a B-H
teszt megmondja, hogy mely allitdsok szignifikdnsak
az adott p szinten ugy, hogy az 6sszes FDR hiba kisebb,
mint az altalunk vélasztott FDR limit. Ha példaul
az FDR=0,1, akkor lehetséges, hogy akar tiz szaza-
léka is a B-H teszt szerinti szignifikans dllitasoknak
téves.

A B-H tesztet Storey fejlesztette tovabb (Storey
és Tibshirani, 2003). Storey algoritmusa segitségével
lényegében iterativ modon lehet kontrollalni az FDR
értéket tobbszoros tesztelés esetén. Egy, a Storey al-
goritmust hasznalo tobbszoros Gsszehasonlitast végzo
eljaras két érteket rendel minden egyes dsszehasonli-
tashoz. Az i-edik génhez rendelt p(i) érték lényegében
megfelel a hagyomanyos p-értéknek és azt mutatja,
hogy mi annak az evidencidja, hogy a kezelés hatasara
az adott génpdr a kezelt és kezeletlen csoportokban
eltér. A Storey-féle q(i) ugyanakkor azt mutatja meg,
hogy mennyi az 6sszesitett hiba, ha az i-dik gént és
az Osszes olyan gént, ahol a p-érték kisebb, mint p(i),
szignifikdnsnak fogadom el. A q(i) hiba lényegében
egy, az i-edik génhez becstilt FDR érték.

Egy, a Storey algoritmust hasznal6é tobbszo-
ros Osszehasonlitast végzo eljaras m szamu génpar
(kezelt — nem kezelt) 6sszehasonlitdsara koriilbeliil
igy néz ki:

1. Add meg a p szignifikancia hatart és azt a maxi-
malis kritikus q FDR-értéket, amely még elfo-
gadhato.

2. Végezd el a kivant m szamu 6sszehasonlitast va-
lamilyen teszt pld. t-teszt segitségével. A kapott
m szamu p-értéket rendezd sorba. Legyenek ezek
p(1) <p2)...... < p(m).

3. Szamold ki alulrdl felfelé az adjusztalt p-értékeket
aB-H teszt segftségével. Legyen ez p_(i). Minden
P,;(1)-hez szdmold ki a megfeleld FDR értéket
Storey algoritmusaval. Ez lesz a q(i).

4. Hap (i)>p vagy q(i)>q, azaz nagyobbak, mint

a limitként megadott értékek akkor az eljaras

véget ért. Az els6 i-1 génekrdl fogjuk allitani, hogy
szignifikdnsan eltérnek a kezelt és kezeletlen cso-
portokban.

Megjegyezziik, hogy az eredeti B-H tesztnek sza-
mos modositasa létezik, de maga az FDR koncepcid
ezekben a tesztekben is valtozatlan maradt (Pounds,
2006).
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B-H teszt alkalmazdsa az idegtudomdnyi
kutatdsokban

Az FDR-en alapuld, tobbszoros dsszehasonlitasi elja-
rasok standard alkotoelemei a statisztikai szoftverek-
nek (Statistica, Graphpad, R, Stata), kivéve az SPSS-t.
Az tMRI adatok feldolgozasara hasznalatos legnép-
szer(ibb szoftverek (AFNI, SPM és BrainVoyager)
mindegyikében elérhetd az FDR opcid. A teszt hasz-
nélata nagyobb biztonsaggal teszi lehetévé a funk-
cionalisan aktiv és inaktiv klaszterek elkiilonitését.
A témarol ezen a téren az elsé sszefoglald kozleményt
Genovese (Genovese et al., 2002) publikalta. Habar
a modszer elterjeddben van, jelenleg még gyakori,
hogy két klasztert akkor is kiilonboz6nek tekintenek,
ha az 6sszehasonlito teszt p-értéke egy el6re definialt
p-értéknél (pld. p<0,01) kisebb. Ez azonban megkér-
ddjelezi az ilyen modon kiértékelt vizsgalatok repro-
dukalhatésagat (Woo et al., 2014).

A sokszoros tesztelés a tobbcsatornas EEG ada-
tok elemzése esetén is fontos probléma. A klaszter
alapu Osszehasonlitasi feladat lényegében meg-
egyezik az fMRI modszerrel kapcsoltban leirtakkal.
A kérdésrél Hemmelmann irt attekinté kozleményt
(Hemmelmann et al.,, 2005). Az FDR opcid itt is sze-
repel a hasznalatos programok (EEGLAB, FieldTrip)
statisztikai eszkoztaraban.

A microarray adatok jelentették a legnagyobb
inspiraciét Benjamini és Hochberg szamara ahhoz,
hogy kozel egy évszazad utan lényegileg véltoztassak
meg a statisztikai tesztek filozofiajat. Az dltalunk is
idézett publikdcionak (Benjamini és Hochberg, 1995)
a Google Scholar szerint 25550 citdcidja volt e sorok
irdsakor. Ezen citaciok donté tobbsége microarray
vagy un. genome-wide association study (GWAS) és
ezen a téren az FDR-t kontrolall tobbszoros hipotézis
vizsgélat lett a standard eljaras (Reiner et al., 2003).
A bioinformatikdban az R programozasi kornyezet
a legelterjedtebb és e nyilt programozasi kornyezet
filozofidjabol adéddan barmely eljaras szabadon kom-
binalhat6 az eredeti B-H teszttel vagy annak valamely
modositott valtozataval.

Ertelemszer(ien az dsszes hasonlo pszichiatriai
vagy neuroldgiai vonatkozasu vizsgélat, legyen az
microarray vagy GWAS (van den Oord, 2008) is ti-
pikusan ezt a mddszert hasznélja. Nem véletleniil,
hiszen ha ilyen médon hasonlitjuk 6ssze az ered-
ményeket, akkor lényegesen tobb esetben mondhat-
juk statisztikailag korrekt mddon, hogy szignifikans
eltérést talaltunk.
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KONKLUZIOK

Az utébbi 15-20 év technikai fejlédése robbanasszert
valtozast idézett el6 a kisérleti adatok mennyiségében.
Egyetlen vizsgalatban tobb tizezer, akdr tobb szazezer
adatot (szamot) is gytjthetiink. A technikai fejlédést
lehet6vé tevé eszkozok latvanyosak és kozismertek.
Joval kevésbé ismert, hogy a roppant adattomeg 4j
kihivast jelentett egy olyan klasszikus tudomanydgnak,
mint a statisztika, és szamos teriileten statisztikai
paradigmavaltozast indukalt. A paradigmavaltasban
természetesen a statisztikusoknak is nagy segitség volt
a gyors és olcso szamitogépek megjelenése. E két hatas
kombinacidjanak j6 példéja a napjainkban terjedd,
permutdcion alapuld teszt, amelynek elve kozel szaz
éve ismert volt, de a gyakorlatban senki sem tudta
kiszamolni. Szamos mas eljaras is kifejlesztésre kertilt
akis ,n” nagy ,,P” problémaval kapcsolatban, de e koz-
lemény keretén beliil csak két igen éltalanosan hasz-
nalt megkozelitést ismertettiink.

A kis ,n” nagy ,,P” probléma egyik lehetséges meg-
oldésa a ,,P” csokkentése, az adatok klaszterba valo
gyljtése, aggregalasa, valamint az azt kdvetd szelektiv
tesztelés. A klaszterértelmezésre két példat is adtunk,
egytel6l mint térben kozeli pontok (voxelek) az fMRI
esetén, masfel6l mint egy adott utvonalon levd gének
halmaza a microarray adatok esetén. Matematikai
szempontbdl a klaszterek 6sszehasonlitdsdanak prob-
lémaja mindkét esetben hasonlé. Ezért nem meglepé,
hogy két teljesen eltéré teriileten hasznalt algorit-
mus, az fMRI adatok feldolgozasandl hasznalt ,,super
threshold” és a microarray adatok esetén hasznalt
GSEA isazonos sématkovet. Kozleményiinkben a klasz-
terek Osszehasonlitasara, szakszoval a klaszterek sta-
tisztikai inferencidjara helyeztiik a hangsulyt, és nem
magara a klasztert 1étrehozé algoritmusra. Azaltal,
hogy el tudtuk dénteni, hogy melyik klaszter szigni-
fikdns és melyik nem, lehetségessé valt, hogy a nem
szignifikdns klaszterbe sorolt adatokat ne vegytik fi-
gyelembe a tovabbi analizis soran, igy az 6sszehason-
litand¢ adatok mennyisége nagymértékben csokkent.
Az aggregalasra, majd azt kovetd szelektiv tesztelésre
a GSEA volt j6 példa. Itt el6szor eldontéttiik, hogy
melyek az érdekes ttvonalak, majd az érdekes ttvo-
nalakon beliil vizsgaltuk, melyek az érdekes gének. Ezt
a tobblépcsés tesztelési eljarast hierarchikus tesztelési
eljarasnak hivjak.

A Klaszterezés ugyan csokkenti a probléma mére-
tét, az elvégzendo tesztek szamat, de nem oldja meg
tobbszoros tesztelés problémajat. Ennél radikalisabb
megolddsra volt sziikség, amelynek keretében kertilt
sor az FDR fogalmanak bevezetésére. Az FDR, nem
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teljes matematikai precizitassal, lényegében egy limit,
ami mutatja, hogy egy kozlemény szignifikans alli-
tasainak maximum mekkora szazaléka lehet hibas.
Vizsgalatainkban (Petschner et al., 2013; Tamasi et al.,
2014) ez a limit 25% volt, ami a microarray analizis-
ben nem jaratos olvasénak nagynak tlinhet, valjaban

azonban ez a standard hibahatar ilyen vizsgalatok
esetén. Microarray, fMRI és egyéb nagy adatmennyi-
séget generald vizsgdlatok gyakran voltak birdlat tar-
gyai, mert az eredményeket mas kutatok nem tudjak
(tudtak) reprodukalni. Az 4j megkozelités legalabb

lehet6vé teszi, hogy kvantitativ médon megbecsiiljiik,
mi annak az esélye, hogy két fiiggetlen vizsgalat meg-
erGsiti egymas éllitasait. Nem mellesleg, hiszen tulaj-
donképpen ez a statisztikai probak elsédleges célja.
A kozleménytinkben vazolt kvantitativ megkozelitésre

nemcsak a vizsgélati eredmények értékelésekor, ha-
nem a vizsgalat tervezéskor is sziikség van. Az alap-
kérdés mindig az elemszam, azaz hogy minimalisan

hény éllat vagy onkéntes kell a kisérlet statisztikai-
lag is korrekt kivitelezéséhez, értékelhetd adatokhoz.
A kérdés megvalaszolasa altalaban komolyabb mate-
matikai ismereteket és szakember segitségét igényli.
Ugyanakkor a szakemberrel val6 konzultacié soran

olyan kérdésekre is fel kell késziilni, hogy mennyi

lehet maximalisan az FDR, a tévesen szignifikansnak
nyilvanitott gének aranya. Ez a kérdés a teriilet sta-
tisztikai metodologidjat nem ismerd kutatd szamara

meglepd lehet. Igy kozleményiink célja elsésorban

az volt, hogy egy hangsulyozottan nem matematikai

jellegli bevezetést adjon a kis ,,n” nagy ,,P” probléma

vilagaba és az alapvetd szempontok korvonalazasaval

eldsegitse a pszichofarmakoldgusok és a statisztikusok
kozti parbeszéd hatékonysagat.

Roviditések jegyzéke

FWER - family-wise error rate

FDR - false discovery rate

GSEA - gene set enrichment algorithm
NES - normalized enrichment score
ES - enrichment score
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A-11/14.).
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One of the characteristics of many methods used in neuropsychopharmacology is that a large
number of parameters (P) are measured in relatively few subjects (n). Functional magnetic
resonance imaging, electroencephalography (EEG) and genomic studies are typical examples.
For example one microarray chip can contain thousands of probes. Therefore, in studies using
microarray chips, P may be several thousand-fold larger than n. Statistical analysis of such
studies is a challenging task and they are refereed to in the statistical literature such as the
small “n” big “P" problem. The problem has many facets including the controversies associ-
ated with multiple hypothesis testing. A typical scenario in this context is, when two or more
groups are compared by the individual attributes. If the increased classification error due to
the multiple testing is neglected, then several highly significant differences will be discovered.
But in reality, some of these significant differences are coincidental, not reproducible findings.
Several methods were proposed to solve this problem. In this review we discuss two of the
proposed solutions, algorithms to compare sets and statistical hypothesis tests controlling

the false discovery rate.

Keywords: functional imaging studies, microarray, false discovery rate, permutation test, gene

set enrichment analysis, fMRI, statistics
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