Ejercicio de Programación con R.

Análisis de microarreglos.

Leer un archivo en formato data frame que contenga los perfiles de expresión de los genes.

1) Comparación entre experimentos:

Cada chip indica la concentración de mRNA en una condición particular (fondo genético + medio de cultivo)

Hay varias formas de obtener valores relativos de expresión:

1. Considerar como referencia la wt crecida en LB y comparar cada experimento con este.

2. Considerar como referencia para cada chip el valor medio de expresión en los otros chips. Esto permite detectar, bajo cada condición, los genes que están significativamente sobre expresados o reprimidos al compararlos con todas las otras condiciones.

Para comparar dos experimentos, tomamos la razón de los logaritmos  de los valores de expresión. (En este caso los microarreglos fueron ya previamente normalizados y los valores ya están en logaritmos.

ri.1_vs_2 = log(xi.1/xi.2) = log(xi.1) -log(xi.2) 

Donde

xi.1 es el valor crudo de expresión del gene i en la condición 1, 
xi.2 es el valor crudo de expresión del gene i  en la condición 2, y 
ri.1_vs_2 es la razon de los logaritmos comparando los calores de expresión del gene i  entre las condiciones 1 y 2.
La ventaja de tomar la razón de los logaritmos es que esta transformación tiene un efecto normalizante (el histograma tiene una forma gausiana), y hace mucho mas fácil interpretar los números (números negativos corresponden a genes reprimidos, valores positivos corresponden a genes sobre expresados). 

2) Estandarización:

Consiste en centrar y reescalar cada experimento.

Un problema común con la estandarización es el elegir los parámetros apropiados para centrar y reescalar. Los parámetros estándar son la medias (estimador de la tendencia central) y la desviación estándar (estimador de la dispersión).

Sin embargo, estos parámetros son muy sensibles a la presencia de valores extremos. En particular, la desviación estándar es afectada de forma cuadrática por  los valores extremos. En datos de microarreglos los valores extremos son muy comunes, ya que de hecho los genes con algún cambio en su regulación están fuera de la distribución normal (La distribución normal refleja las fluctuaciones experimentales de los genes que no cambian su regulación).

Por esto es esencial el uso de estimadores robustos. Para este proposito, se usa la mediana (en lugar de la media) como estimador de la tendencia central, y los rengos intercuartiles como estimador de la desviación estándar.

Todas las razones de logaritmo entre dos condiciones deben ser reescaladas con estimadores robustos.

mest.1_vs_2 = median(ri.1_vs_2) 
Donde mest.1_vs_2 es la medina del la razón de logaritmos de todos los genes entre las condiciones 1 y 2, usados como estimadores robustos de la media. 

sest.1_vs_2 = 0.7413*(Q31_vs_2 - Q11_vs_2) 
Donde 
Q11_vs_2 es el primer cuartil de las rezones de logaritmos entre las condiciones 1 y 2, 
Q31_vs_2 es el tercer cuartil de las rezones de logaritmos entre las condiciones 1 y 2, 
sest.1_vs_2 es el estimador robusto de la desviación estándar de las razones de logaritmos entre las condiciones 1 y 2, 

zi.1_vs_2 = (ri.1_vs_2 - mest.1_vs_2)/sest.1_vs_2 

Donde zi.1_vs_2 es la razón de logaritmos estandarizada para el gen i, entre las condiciones 1 y 2. 
Los resultados estandarizados pueden ser interpretados de la siguiente manera: Al centrar las razones de logaritmo alrededor de la medina, estamos asumiendo que la comparación entre dos condiciones no debería tener un efecto global en la expresión de los genes. Aun que algunos reguladores pudieran afectar un número importante de genes (CRP), no se espera que afecte a la mitad del genoma. El re-escalamiento permite relacionar la razón de logaritmo de cada gen con la fluctuación de todo el genoma. Los valores estandarizados son los z-scores.

3) Selección de genes con una respuesta significativa:

Si asumimos que la razon de logaritmos de los genes que no cambian su expresión sigue una distribución normal, los z-scores definidos anteriormente se pueden convertir fácilmente a P-valores, lo que indica, para cada gene, la probabilidad de observar al azar esa desviación del azar esperado. El P-valor permite ver una estimación por cada gene del riesgo de que sea un falso positivo.

