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Erste Schritte

DECODON GmbH
www.decodon.com

Vielen Dank, dass Sisich fur Delta2D zur Auswertunglhrer 2D-Gek entschieden haben
Delta2Dwird sie dabei moglichskomfortabel und zuverlasig unterstitzen

In dieser Kurzanleitungverden wir Ihnen anhand von Beispieldaten erklane wie Sie mit
Delta2D2D-Gele auswerterkdnnen UnserBeispielprojekizur Erlauterung der Schrittfolge
eine typischen Auswertung bestehtius sechsGelklildern und einer sog. Proteomkarte
Ausgehend von dieserDaten werden Siein dieser Anleitunglernen binnen kurzer Zeit
guantitative und prasenationsreife Ergebnisseu erzeugen

Wenn Sie DIGEGele auswerten mdéchten, achten Sie bitte auf diegriin
hervorgehobenenHinweiseund die Abschnitte mit griinen UberschriftenAnsonsten
kénnen Sie diese einfach ignorieren.

Das bereits vollstandig ausgewertete Beispielprojekt wird mit jedddelta2DInstallation
augyeliefert. Fur ein leichteres Verstandnis der Arbeitsablauierden wir allerdings mit

den Rohdaten beginnenUnter http://www.decodon.com/Support/manuals.htmkdnnen

Siedieseheruntedaden Die DateiDelta2zDsamples.zip(ca 9 MB)enthalt sechs Gelbilder
eine Proteomkartesowie einige sog.Match Maps

Hiweis
Detailliertere Informationen zu Delta2bDinden Sie imDelta2D Manual(Benutzerhandbuch)
Es kann liber das Delta2D 'Help ' Meni oder als PDFDatei aus dem Delta2D
Installationyerzeichnis aufgerufen werden. fter Windows finden Sienach der Installation
im Startmenii zusatzlich einen Link zum Manual. Zudem kann das Manual von unserer
Website heruntergeladen werden und stehtort auch als Online-Version zur Verfiigung.

Um mehr dber Delta2D zu erfahren, kénnen Sie uns gerne via Email an
support@decodon.conoder telefonisch unter+49 (0)3834 515 230erreichen



http://www.decodon.com/Support/manuals.html
mailto:support@decodon.com
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Sieanalysierenlhre Gelbilder innur 6 Schritten Eg

Organisation der Gelbilder

Importieren Sielhre Gelbilderaus klassischenoder DIGE Experimentem Delta2D und
stellen Sie sie zu Replikatgruppen zusammen

Warping mit der Smart Vectors Technolag

Gleichen Sie Laufunterschiedewischenden Spotmusten aus. Schon nach diesem Schritt
sind erste quditative Analysa der Bildermdglich.

Volistandige Expressionsprofile und 100%es Spotmatching

ErzeugerSie eine einheitlich@&nd reprasentativeSpotdetektion fir das gesamte Projekt

Quantitative Auswertung der Daten
Finden Sie Spots mit interessanté&xpressionspfilen.

Spotslabeln

BenennenSie lhreProteinSpots und organisieren Sie die Annotationen.

Ergebnisse exportieren und préasentieren

Erstellen Sie Berichtan Web oder senden Sie Ihre Ergebnisse an andere Anwendungen
zur Prasentation oder fur witerfihrende Analysen.







Organisation der Gebilder

Bitte beginnen Sie die Auswertung mit den Rohdatenvon unserer Website Das @
Beispielexperimenumfasg einer Kontrollprobe und zweibehandelte Proben (1 und 10
Minuten nach Behandluny— mit jeweils zwei Refkaten:

Bilddatei Probe
control_01.gel Kontrolle (Replikat 1)
control_02.gel Kontrolle (Replikat 2)
1min_01.gel 1 Minute nach BehandlungReplikat 1)
1min_02.gel 1 Minute nach BehandlungReplikat 2)
10min_01.gel 10 Minuten nach BehandlungReplikat 1)
10min_02.gel 10 Minuten nach BehandlungReplikat 2)

Hinweis
Wenn Sie die Beispieldaten noch nicht von unserer Website heruntergeladen haben, dann
tun Sie dies bitte jetzt: www.decodon.com/Support/Documentation/Delta2EBamples.zip
Extralieren Sie bitte diesechs Gelbilderdie Proteomkarteund die dazugehérigem Match
Maps aus dem ZIP Archiv

Starten von Delta2D

Unter Windows starten SieDelta2D Uber 'StartlgProgrammeélhDECODONHDelta2D,
bei anderen Betriebssystemen gema@es verwendeten Installatiospfades Zunachst
erscheint der Delta2D Project Manageund Sie werden aufgefordert, ein Projekt zu
offnen.

Projekte bestehen aus Gelbildetmd Analysedaten $pogrenzen Quantitaten etc.).
Das Demoprojekt,welchesbei der Installation von Delta2D mitgeliefert wird, ist beretis
vorhanden



http://www.decodon.com/Support/Documentation/Delta2D-samples.zip

[} Projects - C:\homeldemopool

Search: | | Clear [ [3, Mew ” il Delete ]

[ Change Pool. .. ] [ Cpen ] Cancel ]
-

Nach dem Start von Delta2D zeigt dieser Dialog eine Liste der verfiigbaren Projekte des gerade
geodffneten Pools (s.Text) sowie die Option den Pool zu wechseln.

Einen neuen Pool erstellen

Delta2D speichert alleu Ihren Gelbildern gehdreshen Daten - auch die Bilder selbst in
einem speziell strukturiertenOrdner auf lhren Computer. Wir nennen diesen Ordner
'Pool. Er beinhaltet Unterordner und Dateien, die von Delta2D verwaltet werden.
einem Pool kénnen mehrere Projekte abgelegt werden. Wir empfehleGruppen
wissenschaftlich zusammenhangender Daten, diatirlich aus mehreren (TejProjekten
bestehenkdnnen, in separaterPook abzulegen

1. Klicken Sie auf den ButtoriChange Pool und suchen Sie sich einen Ordner aus,
in dem der neue Pooangelegtwerden soll.

2. Klicken Sie mit der rechten Maustaste in diesen Ordner und wéahlen Sieu' I'h
'‘Ordner’. Geben Sie denmeuen Ordner- dem neuen Poot- den gewiinschten
Namen und beenden Sie die Eingabe nENTER.

3. Klicken Sienun auf 'OK und bestétigen Sie den folgenden Dialog mitJa'.

Hinweis:
Wahlen Sie verschiedene Poolpfade fir Ihre verschiedenen Experimente, um didee
voneinanderund vom Beispielpoolzu trennen. Dadurch kénnen Sie jeden Podainfacher
kopieren, bewegen oder Backupanlegen Meiden Siebitte Netdaufwerke.




Ein neues Projekerstellen

Im 'Projects Dialog sehen Siesine Listeder verfligbaren Projektedes neuen Pools Diese
ist naturlich noch leer.Die Titelleiste des Dialoges zeigt den Pfad zaktuellenPool.

Klicken Sie auf denNew' Button, um ein neues Projekt zu erstelletm folgenden Dialog

konnen SieDetails zum Projekteintragen Geben Siehier den Namen und den Autor

sowie eine kurze Bechreibundes Projektesn.

Lassen Sie bitte die Checkbolse Internal Standarddeaktiviert. Mit 'OK wird das neue

Projekt erstell. Wahlen Sielhr neues Projekt aus der Liste aus und klicken Sie a0Ofpen.

Immer, wenn ein neues Projekt gedffnet wird, wrden automatisch zwei leere Gruppen

erstellt

Hinweis:
Fur DIGEProjekte aktivieren Sie bitte die Checkbdkse Internal Standard

Gruppen fur die Gelbilder anlegen

Wir empfehlen die Gelbilder inGruppen zu oganisieren. Normalerweisaverden Sie in
Ihrem Projekt fur jedes Set von Replikateme Gruppeanlegen
FHir unser Kperiment bendtigen wir genau drei Gruppen Da bereits zwei Gruppen
vorhanden sind, andern wir einfach nur deren Namen
1. Klicken Sie mit der rechten Maustaste auf die erste Gruppe und wahlen Sie
‘Group Properties aus dem Kntextmen.
2. Ersetzen ®den Gruppennamen durchcontrol'. Siekdnnnen auchgerne eine
andere Farbe fir die Gruppe auswahlen. Bestétigen ®i¢'OK.
3. Wiederholen Siel. und 2. fur die zweite Gruppe(neuer Name:1min').

Legen Sie nureine neue Gruppe arfwahlen Siedazu'New aus dem'Group Menl) und
nennen Sie diese '10min’. Gruppen kodnnen jederzeit vertauscht, hinzugefiigt oder
geldscht werden.

Gelbilder zu Ihrem Projekt hinzufiigen

Klicken Sie auf die Grppe 'control’, um Bilder hinzuzufigenDer 'Gel Managet listet jetzt
alle Bilder des aktuellen Pa®huf. Der neue Pool ishattrlich noch leer.

Bitte importieren Sie die ersteiGelbilder Klicken Sie dazu auf den @ton 'Import’ und
wechseln Siezu dem Ordner in dem Siedie Beaspieldaten gespeicherhaben Wahlen Sie




bitte im Unterordner 'samples die Bilder'control_01' und 'control_02 aus indem Sie
beide bei gedriickter'Strg Taste der Tastatumacheinander mit derlinken Maustaste
Nun konnen Sie den Namendes ersten
importierten Bildeseditieren, weitere Infomationen eingeben das Bilddrehen, spiegeln
oder invertieren Klicken Sienochmalsauf 'Next, um diese Schritteflr das zweite Bild zu

anklicken Dann klicken Sie auf 'Next.

wiederholen

Sie konnen jederzeit aufFinish klicken, um alle Bilder ohne weitere Anderungerzu
importieren Importieren Sieauf diese Weise auchlmin_01', 'Imin_02Z, '10min_01 und
'10min_02 in ihre jeweiligen Gruppen Nun sollten alle Bilder in separaten Gruppen

vorliegenund der Projekt Managersollte wie folgt aussehen

® Project Manager - Demonstration

Project Group Pool Reports  window  Help
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Der Project Manager mit den sechs Beispielbildern in den drei Replikat-Gruppen (‘control’, "1min’,
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Ein OGEProjek anlegen

Fir DIGE und andere MultiplexExperimente folgen Sie bitte den bereits genannten
Anweisungen Organisieren Si@lso auch hiedhre Bilder inReplikatguppen. \)
In derfolgenden Tabelle ist der Aufbau einesxemplarischerDIGE Kperiments mit zweli

Proben A und B auf zwei Gelen zu sehen.Replkate werden in der gleichen Gruppeund

die Bilder mit dem hternen Sandardin der Gruppe'standard zusammengefasst.

Bilddatei Farbstoff Gel Probe Gruppe
g001_cy2.tif Cy2 Gel | Interner Standard, @I | Standard
g001_cy3.tif Cy3 Gel | Proke A, Replikatl Proke A
g001_cys5.tif Cy5 Gel l ProbeB, Replikatl Proke B
g002_cy2.tif Cy2 Gel ll Interner Standard Gel | Standard
g002_cy3.tif Cy3 Gel ll Probke B, Replikat2 Proke B
g002_cyh5.tif Cy5 Gel ll Proke A, Replikat2 Proke A

In DIGEEXxperientennutzt Delta2D denlinternen Standard d@ir die Normalisierung Dazu
wird die Quantitat jedes Spots durch die Quantitat des korrespondierenden Spots auf dem
Internen StandareBild des gleichen Gels geteiltDazu mussen Sie Delta2D mitteilen,
welche Bilderdasselbe Ursprungsgel habeond welche Bil@ér den Internen Standard
représentieren

1. Geben Sie an, dass Sie in lhrem Projekt eieternen Standardverwenden
Offnen Sie in Project Manager Filé y'Project properties und aktivieren Sie hier
die 'Use Internal StandardCheckbox.

2. OrdnenSiedie Gelbilderihren Ursprungseglen zu
Dazu6ffnen Sie imProject Manager'Filé h'Gel Image Attributes und wechseln
auf das'Gel Tab. Sie sehenrhier eine Lliste von Gelen (bezeichnet mit romischen
Zahlen) sowiedie Bilder, die zuden Gekn gehdren Sie kdnnen die Beispielgele
umbenennen oder Ihre Gele in die Liste einfugeMit Drag & Drop ordnen Sie die
GelBilder den Urgprungsgelgelen zu, bis keine unklassifizierten Gelbilder mehr
ubrig sind

3. Teilen Sie Delta2D mit, welche Bilder den Intern&andard zeigen
Hir jedes Gl sehen Siem 'Gel Tabdes'Gel Image AttributesDialogeseine Spalte
mit Radio Bittons. Aktivieren Se diesenfir jedesBild, das den iternen Sandard
enthalt (bei Verwendung von Cyrarbstoffenist es normalerweise das Cy2 Bjld







Warping mit der Smart Vectors Technoloig

Hintergrund Warum ist Warping
fur die Auswertung von 2D @lbildern so wichtig?

In der Praxistreten Spots des gleichen Proteins auf verschiedenen Getém exakt an
gleicher Position auf. Diese Laufunterschiede sinddie Ursache fur die Ineffizienz
'traditioneller 2D-Gellldauswertungpakete, die echtesWarping nicht beherrschen

o =
Gebild mit Gitter Das gleiche Gelbild nach dem #¥ping

Wenn Siebereits 'traditionelle’ 2D-Gelauswertungsoftware kennerernen durften haben
Sie wahrscheinlichauch schondie 'automatisch gefundenen Matchings auf Basis der
Spotumrisse in langwieriger und ermidender Kleinarbeit korrigie missen

Mit einer Bildverarbeitungsmethode namen#/arping gleicht Delta2D Laufunterschiede
zwischen 2D-Gelbildern schon vor Spotdetektion und quantitativer Analyse aus: Das
Ergebnis sind scheinbarperfekte Gele auf denen deiche Spotsimmer an gleichen
Positionen auftreten.

DECODON fihrte im Jahr 2000 mit Delta2D 1d@s Warping fur die Auswertung von2D
Gelbildern ein.

Hinweis
DIGE ud andere Multiplex Technikenermdéglichen es, mehrereProben auf einem Gelkzu
trennen. Dadurch wid das Problem unterschiedlicher Spotpositioneatwas gemildert
Zwischen den verschiedenen Geldneten jedoch immer nochLaufunterschiede auf




