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Figure 1: Arbre phylogénétique de Chen et al. 2019
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I—Introduction

L Contexte biologique

e Avec |'avenement des données omiques de masses, on a acces a des
données quantitatives trés nombreuses pour plusieurs especes.

e Le but derriere est de trouver les voies métaboliques et les génes impliqués
dans leur fonctionnement.

e Probleme : cela coflite cher de regarder tous les genes.

e On veut alors trouver les génes qui s'expriment différentiellement en
utilisant des méthodes statistiques en contrdlant I'erreur de type I,
c'est-a-dire les faux positifs.

article de Chen:

e En compilant plusieurs jeux de données pour plusieurs espéces avec parfois
plusieurs individus cf I'arbre les auteurs regardent par exemple entre les
especes les génes qui sont différentiellement exprimés dans le foie.

e Pour voir s'il y a une différence entre 2 groupes d'especes (RatMus vs
Autres). 1, Lo etc.
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Mouvement brownien

I—Introduction

O
a
o
R
< o
N I—Mouvement brownien
N
Pour un arbre phylo donné ¢a nous renseigne sur les instants de spéciation, donc
¢ moment de divergence entre 2 espéces représenté ici par les ronds.
P IMPORTANT : I'arbre phylogénétique est supposé connu, calibré! en temps et
1
. 2 [ ] 2 on n'y touche pas, nous.
= — 3
£\ — 4 e |ci représenté I'évolution d'un trait cad d'une valeur quantitaive qu'on
0 T o ’ oz < 4
M ° considere : ex comptage du nombre d’ARN exprimé pour un gene donné.
i u e La valeur du trait peut diverger pour chaque espéece a partir du moment
0.0 25 5.0 75 10.0 L.
Temps de spéciation.

e Processus stochastique utilisé comme support de modélisation le

Figure 2: Exemple d'un arbre phylogénétique dont le trait est généré selon un mouvement brownien.

Mouvement Brownien
e Finalement, on a juste accés aux observations aux feuilles, jamais a ce

qu'il se passe jusqu'alors

W 3/17
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I—Introduction
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Pour un trait Y mesuré chez des especes i et j, Cov(Y}, Yj) = 07, ti; ol
t;j est le temps d'évolution commune. e attention pas l'arbre correspondant au trait simulé dans la slide d'avant
e Une fois qu'on a les observations pour chaque, a partir du MB, on a cette
BM on a tree covariance la
: . i e Vs Vs v e expliciter avec I'exemple
4'3 X Yi/8 3 0 0 0 ) o ) ) )
" |3 4 0 0 0 e La matrice V ici porte alors I'information phylogénétique de I'arbre
: . v=vi|0 0 6 2 2
H . Ya o 0o 2 8 3
Y. Ys o 0 2 3 4

astide and Clavel 2022. 4/17
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I—Iétat de I'art
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("l) Etat de l'art
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e On dispose des observations aux feuilles et de I'arbre, ou du moins de
I"informtion phylo
, e Une méthode classique c'est I'’ANOVA mais ca ne s'applique pas a nos
’ . 7
Etat de I'art données car elles ne sont pas indépendantes

e Alors dans ce projet on va étudier et utiliser une méthode d’ANOVA
phylogénétique que I'on va présenter
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I—Iétat de I'art

ANOVA phylogénétique

S | 1
3 L_ANOVA phylogénétique A g
N
Rappel de I'ANOVA
5 e Pour rappel ici formule de '"ANOVA classique matricielle -; écrire au
Y = XB+u, u~ N0, 05, K) (1) tableau
BRZTH 1 1] e Au tableau pas oublier de dire 81 = pl, 32 = pul — u2

e ou ui et up sont les moyennes du trait pour les groupes 1 et 2 que I'on

N Yin 11 B1 considérera
Y — X = [ } _ 8= =
o 1L, 1 g [ n=m+n ANOVA phylogénétique

e |’'anova phylo consiste a inclure I'information de I'arbre

Yon, | 1 0 e Remarque, ici K correspond a la matrice V présentée quand on parlait de
I'arbre, la covariance des Y, Y;
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Statistique de test

o I—Iétat de I'art
o
R
§ I—Statistique de test
N
Pour ¢/ = 1 : e HO : les 2 groupes ont la méme moyenne, c'est a dire pour notre exemple

que le géne n'est pas diff exprimés le géne a le méme niveau d’expression

0 e On peut noter ici par rapport a la stat de test pour I'anova classique, que
Hy:Bo=0=1¢T8= ol les 2 groupes ont la méme moyenne cela revient a projeter I'écart a la moyenne et les erreurs sur l'inverse de K
la matrice des temps de coévolution.

Hi : B2 # 0, les 2 groupes ont des moyennes différentes e Pour la démo voir les slides en appendices. (Mettre slide 39 et 46 Bastide
o . and Clavel 2022)
On a alors la statistique de test suivante :
e Donc c'est la projection orthogonale par rapport au produit scalaire
Y—Y|2 . (n—2 , (u,vViy—r = u" V1.
I lii(n=2) Fisher(1,n — 2) (2)
Y =Yk %

Fanovaphyio =
P e Pourquoi les dl de la loi de Fisher: 1=K —-1ici K=2etn—2=n— K.
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I—Iétat de I'art

ANOVA phylogénétique et erreur de mesure

2024-03-26

I—ANOVA phylogénétique et erreur de mesure

On ajoute une erreur de mesure qui correspond mieux a la réalité des
données: erreur intraspécifique e Erreur intra-spécifique : variabilité entre les observations

e Donc on ne sait pas comment I'estimation de A fait évoluer les degrés de
phyK), € R Nn(Ov Jgrr/n) (3) libertés et I'idée est donc ici d'utiliser I'approximation de Satterthwaite

pour estimer les degrés de liberté.

Y =XB+u-+e, UNN(OJ

2
(e .
En posant A = 5% et E = u + ¢, on peut obtenir une nouvelle forme

err

e Remarque : il est toujours possible de réaliser le test avec cette statistique

pour Y mais |'on s’attend a ce que le test puisse se tromper.
Y =XB+E, ou Var(E) = V(0) = phy(K Al) = phyV>\ (4)
E ~ N,(0, O'phy Vi)

Probleme: A n'est en général pas connu et il faut I'estimer. Dans ce cas,
le test n'est pas exact et F ne suit plus la méme loi de Fisher.

@
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L Calculs

Calculs
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e Jusqu'ici nous avons étudier le modele d’ANOVA phylo, ¢a a été un
apprentissage. A partir d’ici ce sont nos calculs avec pour but leur

implémentation.

Calculs
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L Calculs

Calcul avec approximation de Satterthwaite
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L Calcul avec approximation de Satterthwaite

Méthode pour approximer les véritables degrés de liberté quand A inconnu

Pour cela on peut voir le modéle comme un modele mixte : e On obtient alors des degrés de liberté approximés, qui nous permettent
d’obtenir une stat de test elle aussi approximée.

HY - \_/H%/A—Idf.‘approx

e A partir de la doc du package ImerTest, en considérant le contexte de

S |y — \A/Hf/il Ho Fisher(1, dfapprox) (5) modele mixte on a une formule approximée des degrés de liberté et donc
o nous avons calculé des formules explicites du gradient de f et de A. Et
Avec df. = 2(f(6))* (6) voila.
P IVE@) TAVE(D)] R . o
e Et nous les avons implémentées pour pouvoir réaliser les tests a partir de
ol £(#) = ¢T C(A)¢ et A matrice de variance-covariance de § = (6§hy, 52)) cette nouvelle statistique.

€(6) = (Cov(B:. B))is
= (XTV(O) 7 X) ™ = (X7 (020, K + 02 l) 2 X)

err’n

j3Kuznetsova, Brockhoff, and Christensen 2017. 8/17
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l—Simulations

Simulations
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Apres avoir implémenté, nous avons donc réalisé des simulations afin de regarder
comment se comporte les méthodes : ANOVA classique, ANOVA phylogénétique
et ANOVA phylogénétique avec approximation de Satterthwaite.

Simulations
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Modalités de simulations L el

O
a
o
R
< s o o
N I—Modalltes de simulations
N e
g vl e & isi
ang ‘% e Afin d'avoir une idée des performances des méthodes, nous avons choisis
. rglugvg de les comparer dans un contexte proche des cas d'application réels.
b el
Scsg % o Nous reprenons I'arbre de Chen et al. 2019
s
uScolus: Aol . .
l Rearl e Et nous allons tester deux situations
o e 1. RatMus contre les autres especes Figure 3a, donc I'information
} e phylogénétique joue un réle.
2. ET les espéces réparties en deux groupes sans lien avec la
classification phylogénique
e Ce a quoi on s'attend LE DESSIN: un trait évoluant selon un processus
b) Groupes sélectionnés sans respect de i i 3 iffé ! i i
(a) Groupes Mus et rats contre les autres I( )h | pes P stochastique, aboutissant a 2 valeurs différentes, I'ANOVA dit qu'il y a un
a phylogenie. saut, mais I'’ANOVA phylogénétique connaissant la matrice K dit que

c'est normal c’est la dérive, on a divergé il y a longtemps.
Figure 3: Arbre et groupes pour les simulations
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Modalités de simulations

L Modalités de simulations
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Nous re-paramétrisons :

03,05,07,09)

e A l'implémentation on ré-écrit le modele pour n'avoir qu'un seul

— 52 2 _
Viot = Ophylo + Oy = 1 s e ) W )
paramétre a faire varier, h, I'héritabilité. Qui se base sur le fait que la

Et alors les paramétres du modele s’expriment : variance totale, v;ot la formule.

2 —
Uphylo = h X Vtot s

05,, =(1—h) X veor

Ainsi, h = 0 signifie qu'il y a seulement du bruit, et h = 1 seulement de
I'information phylogénétique.
Et nous avons réalisé des simulations pour h € {0.3,0.5,0.7,0.9}.

‘w 10/17



Résultats: Erreur de type |

Erreur Type | Erreur Type |
ANOVA ANOVA
100
034
. 024 025
o= o 0.13
200 000
ANOVA Prylo REML ANOVA Phyio REML
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ANOVA Phyio Satterthvite REML ANOVA Phylo Satteriwaite REML
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000 0

RatMy Selectonnés Rathus Seiectionné

Type de groupe

(a) Erreur de type | pour les simulations
avec h=10.3

Type de groupe

(b) Erreur de type | pour les simulations
avec h=10.9

Figure 4: Erreurs de type | pour h € {0.3;0.9}
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l—Simulations

I—Résultats: Erreur de type |

Pour comparer les méthodes nous nous intéressons a deux métriques, I'erreur de type | et la puissance.

L’erreur de type | est particulierement importante a contréler car comme nous en avons parlé plus haut, des faux-positifs
impli aient donc des expériences inutiles et particulierement coiiteuses.

A noter ici que nous ne regardons que les méthodes qui minimisent le crittre REML (Restricted Maximum Likelihood) car ce sont
elles qui fournissent une estimation de la variance non biaisée. Ce critere améliore sensiblement I'estimation de la variance.

Remarque: I'ANOVA telle qu'implémentée dans R utilise directement le REML.

Analyse :

erreur type | pour groupe phylogénétique: h 0.3 ’ANOVA classiques trompe bep, '’ANOVA phylo se trompe,seule ANOVA phylo
Satter est sous la barre des 0.5 = controle bien les faux positifs

h=0.9 : ANOVA classqiue se trompe toujours et plus, ANOVA phylo est au seuil 5 % pas étonnant il y a plus d'info
phylogénétique, avec Satterthwaite on a aucune erreur

au global I'ANOVA phylo avec Satterthaite controle dans les 2 cas I'erreur de type |, et comme on s’y attend I'ANOVA phylo fait
mieux que I'ANOVA classique

groupe pas phylo: h=0.3 'ANOVA se trompe legerement, elle depasse le seuil, les autres sont en dessous a 0.03
pour h =0.9 I'ANOVA se trompe plus, elle depasse le seuil, les autres sont en dessous

touk, avec faible héritabilité on est dasn un résultat proche de I'attendu : I'’ANOVA se trompe a peine, avec forte héritabilité
I'erreur est plus marquée ce qui est étonnant au vu des groupes selectionnes

Tout d'abord nos données ne respectent les hypothéses de I'ANOVA. On suspecte que la manigre dont on a constitué les groupes
n’a pas suffisamment cassé la phylogénie.
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Résultats: puissance L Simulations

Puissance Puissance

ANOVA ANOVA

- Résultats: puissance

2024-03-26

°
Io
(]

puissance statistique: quantifie les vraies positifs il faut qu’elle soit grande

ANOVA Phylo REML ANOVA Phylo REML

e Situation groupe avec info phylogénétique: Revers de la médaille

3

mauvaises puissances voire trées mauvaises: CATASTROPHIQUE

Puissance
Puissance

°
Io

8
[ ]

h = 0.3 + groupes selectionnes: on a des puissance correctes ce qui nous

rassure sur |'implémentation des Méthodes

e h= 0.9 + groupes selectionnes : ANOVA et ANOVA phylo pas tres bonne
’ ™ ) oot puissances, c'est inquiétant : toujours meme hypothese il reste ude I'info

RatMus Selectionnés Ratius Sélectionnés

Type de groupe Type de groupe p hyl o)

e pour SAtterthwaite ca parait bien c'est la meme chose

(a) Puissances pour les simulations avec  (b) Puissances pour les simulations avec
h=0.3 h=0.9

Figure 5: Puissances pour h € {0.3;0.9}

12/17
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2 I—Application aux données réelles
8‘ Application aux données réelles
<
(oY}
o
N
e On a des données pour environ 5400 genes pour 17 especes toujours selon
le meme arbre
. . , , e On passe a un test multiple sur tous les genes : on fait un test par gene et
Appllcat")n aux données réelles on corrige par la technique de Benjamini et Hochberg

e Nous allons appliquer les différentes méthodes aux données compilées par
Chen et al. 2019. |l s'agit de données de RNA-seq chez 17 espéces et de
I'arbre phylogénétique présenté figure 1.
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UpSet diagram

I—UpSet diagram '

4000

2024-03-26

3000

e ANOVA phylo Satterthwait REML surselectionne des genes

mais il y a des recoupements

2000

Taille d'intersection
[ )

e Lrt sous selectionne

1055
e la méthode EVE (Expression Variance and Evolution) c’est |'état de I'art

basé sur Irt
080 35 31 24 5

ANOVA. Phylo.Satterthwaite. REML.Ajustée o I

I EVEAdj [} I

ANOVA Phylo.REML.Ajustée
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Figure 6: UpSet diagram de toutes les méthodes en incluant la méthode EVE {3 /17
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Conclusions et ouvertures
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Conclusions et ouvertures
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I—Conclusions et ouvertures

Conclusions

I—Conclusions

2024-03-26

e Approximation Hessienne : calculée par approximation numérique,
méthode de Richardson.

e La méthode d’ANOVA phylogénétique avec Satterthwaite parait
intéressante, notamment pour le contrble de I'erreur de type |I. Mais
il faudra creuser pour essayer de comprendre la dégradation de la
puissance.

e Au début nous utilisions une approximation de I'hessienne,
remplacée par la forme analytique une fois celle-ci obtenue.

3 14/17
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I—Conclusions et ouvertures

Ouvertures

I—Ouvertures

2024-03-26

e Changer de processus stochastique ? Le processus
d'Ornstein-Uhlenbeck.

e Comprendre pourquoi avec I'approximation de Satterthwaite sur les
données réelles il y a eu une sur-sélection.

e Changer les conditions de simulations : prendre un autre arbre,
autres données, ou ré-échantillonner les groupes.

e Ces méthodes test géne par géne puis corrige pour faire un test
multiple. On pourrait développer des méthodes qui font sur tous les
genes en méme temps (adaptation phylogénétique de la méthode
LIMMA).

e& 15/17
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L Code pour les simulations
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Le code pour les simulations, nos implémentations, le rapport et cette
présentation est disponible sur notre dép6t GitHub :

https:
//github.com/Polarolouis/anova-phylogenetique-projet-msv/


https://github.com/Polarolouis/anova-phylogenetique-projet-msv/
https://github.com/Polarolouis/anova-phylogenetique-projet-msv/
https://github.com/Polarolouis/anova-phylogenetique-projet-msv/
https://github.com/Polarolouis/anova-phylogenetique-projet-msv/
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L Concernant les fautes d’orthographes
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Apres relecture du rapport, nous avons pu constater que celui-ci
contenait de nombreuses coquille. Nous vous présentons nos excuses.



. Projet: ANOVA Phylogénétique
Ornstein-Uhlenb ) ylogenetiq

o
[V}
3
Une autr.e possibilité de processus s.tochasthue est Ic-e processus . § L Ornstein-Uhlenbeck
d'Ornstein-Uhlenbeck (mean-reverting process) décrit par I'EDS suivante: « -
dry = —0(r; — p) + cdW, e Ce processus tend avec le temps vers la valeur u et peut donc modéliser
|'existence d'un optimum pour le trait considéré.
- ° ¢ e C'est le processus qui sous-tend le modéle EVE
ANy dX;=0(u—Xy)dt+odW, e Et |'idée derriere que ce n'est pas le processus qui saute, mais |'optimum

SN et il modélise donc deux niches différentes.

Figure 7: Exemple de trajectoires de processus d'Ornstein-Uhlenbeck (tiré de
Wikipédia)
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TODO Ajouter la formule canonique du modele mixte
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L

e Comment obtenir la stat de test pour ANOVA phylo (Cholesky) questions posables
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e En quoi c’est un modele mixte pour Satterthwaite ?

e Calcul de la Hessienne optim vs formule analytique, mettre formule
analytique

e Le LRT un modele emboité blabla 7

e Sur quoi est basé EVEmodel ?

e Mettre la démo du calcul de la Hessienne

e Ornstein Uhleinbeck : qu'est-ce que ¢a change par rapport au MB ?
EVE dit optimum qui saute pas le processus qui saute Modélise deux
niches différentes. Effet sur la moyenne mais ok, et sur la variance
K., ok pour Satterthwaite mais prendre o en compte aussi Modifie
la structure de variance et ajoute un parametre «, K(«), un saut sur
I"'optima.

e Données de comptage mais transformées donc ok de modéliser par
MB
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e En écologie, ne travaille pas sur autant de traits, spécificité de la I—questions posables
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RNA-seq des milliers de données.

e LIMMA pour le cas non phylogénétique. Pour le cas phylogénétique
phylolimma.

o Méthodes d'amélioration essayer de faire quelque chose qui prennent
en compte plusieurs geénes a la fois

e Est-ce qu'on pourrait faire une méthode comme LIMMA et faire
Satterthwaite ?

e C'est bizarre d'utiliser des mesures

e Questions Mélina :

e Qu'est-ce qu'une ANOVA phylogénétique ? En quoi differe I'’ANOVA
classique et I'ANOVA phylogénétique ?

e Comment modéliser I'évolution d'un trait continu sur un arbre (choix
du processus dans I’ANOVA phylogénétique : savoir qu'il existe
différentes maniéres de faire, soit on prend un brownien, soit on
prend un OU ... )
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questions posables i

L

questions posables
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e Comment prendre en compte les erreurs de mesures dans 'ANOVA
phylogénétique ? (Car ici, dans le cadre de I'expression des génes
chez plusieurs espéces, on mesure plusieurs individus par espéce, on a
donc une variabilité intra-espéce et une variabilité inter-especes. .. il
faut donc prendre en compte cela dans le modele, et c’est d'ailleurs
ce que fait EVE)

e Quel test effectuer pour tester si on a une différence d’expression
significative entre différents groupes d'especes ? (LRT ou test basé
sur la stat de Fisher).

e Qu'est-ce qu'un modeéle mixte ? Comment estimer les parametres
dans un modele mixte ? Quels tests stats 7 Quel est le lien entre une
ANOVA phylo et un modéle mixte ?

e Pourquoi faire du REML au du ML classique ? Dans quel contexte?
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questions posables iv

I—questions posables
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e Pour I'analyse de données réelles, vous avez également été confrontés
a un probleme de tests multiples : puisque vous faites un test par
geénes, et que vous avez des milliers de genes, alors vous devez
"corriger les p-values” pour extraire votre sous-liste de " génes
différentiellement exprimés” (deux approches classiques : Bonferroni
/BH)
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