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Analisis de las imagenes de los geles en sélo 5 pasos =

!

@l Setup Project

Cree sus proyectos a partir de experimentos tradicionales o multiplex, tales como
Refraction-2D o DIGE.
Importe las imagenes de sus geles a Delta2D y ordene las replicas en grupos.

2’ Warp Images

Defina una estrategia de warping, utilice el warping automatico de Delta2D, y
revise los warpings.

3 Detect and Quantify Spots

Realice la deteccion de spots en todo el proyecto.

@ Analyze Expression Profiles

Encuentre los spots de interés.

ﬂ Present Results

Exporte los resultados a otras aplicaciones para su presentacion o para realizar
otros analisis.

Nota:
Si todavia no lo ha hecho, por favor descargue los datos de ejemplo que utilizamos en esta

guia en www.decodon.com/delta2d-getting-started.html. Descomprima el archivo. Este
contiene las siguientes imagenes de geles y los 'match map' necesarios para el warping:

Grupo Imagen (dos replicas por grupo)
control control_01.gel, control_02.gel

1 min 1min_01.gel, Tmin_02.gel

10 min 10min_01.gel , 10min_02.gel




Cree un conjunto de datos nuevos

1. Haga clic sobre el boton 'Change Pool' y navegue hasta la carpeta donde desea
almacenar su nuevo conjunto de datos.

2. Haga clic sobre el boton derecho del mouse y seleccione 'Create Folder’, a
continuacion haga clic sobre la nueva carpeta para cambiar su nombre. Escriba un
nombre para su nuevo conjunto de datos.

3. Haga clic sobre (e« y confirme el siguiente didlogo con (e

Cree y abra un nuevo proyecto

El cuadro de didlogo 'Projects' aparece de nuevo y muestra la lista vacia de proyectos
disponibles.

1. Haga clic sobre el boton para crear un nuevo proyecto.

2. Escriba el nombre para su nuevo proyecto y confirme con (e« .

3. Seleccione el nuevo proyecto de la lista y presione (oeen

' Projects - C:\Users\DECODON\.Delta2D\demopool

(changegosl.. | [ open ][ conce |

Cuadro de didlogo 'Projects' de Delta2D.

Organice las imagenes de los geles en grupos

Ahora vamos a crear tres grupos para nuestro experimento, uno para cada par de

replicas. Primero vamos a utilizar los dos grupos que ya figuran en la 'Light Table':

1. Haga clic en el boton derecho del mouse sobre el primer grupo y seleccione
‘Properties' del menu contextual.

2. Sustituya el nombre del grupo por ‘control. Si lo desea, elija otro color y confirme
con ek,

3. Repita los pasos 1y 2 para el segundo grupo y asignele el nombre ‘Tmin’.
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Project Edit Gels Pool Reports Window Tools Help
i W ; 8. - 4 T 5 =i = o
BPE VMDA XS «2X Rl EEd §ER
: Workflow <@ % |: Project Explorer [ Light Table % |-y Dual View iz Warping Setup_&| [112) (=] (2]
© Layout: Column  Free ‘Q —— & q ®
) Setup Project (z)
My First Project @ control
Details
~ Import your gel images into the pool. |5
Open the Light Table to arganize gel images in replicate groups.
Use the Gel Image Attributes dialog to assign samples, channels
{dyes), and gels for your images.
Groups @ Group2
* control (na images) add...
® Group 2 (no images) add...
Add a new group...
| ) warpImages () | -
il

El 'Workflow' y 'Light Table' de Delta2D mostrando un proyecto vacio.

Cree un nuevo grupo '10min’, haciendo clic en el vinculo 'Add a new group...' del
Workflow.

Agregue imagenes de geles a sus grupos

B e o e o T o — =5 1. Dentro del Workflow, haga clic en el
A | o= ] vinculo 'Add..." situado junto al grupo
lmages i oo control. /
== — 2. Haga clic en [Imeortimages y seleccione las

imagenes ‘control_01'y ‘control_02' de
los datos de ejemplo utilizando el botén
izquierdo del mouse en combinacion con
la tecla CTRL. Haga clic en (next
e 3. Ahora puede editar el nombre y otros
datos descriptivos, y hacer algunas
Gel Import Manager de Delta2D. operaciones basicas como rotar, invertir o

filtrar las impurezas o artefactos de la
tincion de su imagen. Haga clic nuevamente en [Next. para repetir este paso en la
siguiente imagen.
4. Haga clic en #nish. para guardar las modificaciones y cerrar el dialogo.

Por favor, importe las imagenes de muestra 'Imin_01' y '"1min_02"' asi como también
“10min_01"y "10min_02" a sus respectivos grupos.
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Dos imagenes de geles, superpuestas en una
imagen de doble canal, luego de la deformacién
(warping). Las diferencias en los niveles de
expresion son claramente visibles.

Dos imagenes de geles, superpuestas en
una imagen de doble canal, sin deformar
(not warped).

Defina una estrategia de warping

1. Cambie a la segunda etapa del Workflow llamada "Warp Images"'.
2. Haga clic en el vinculo 'Warp Strategy...' para abrir el ‘Warping Strategy Manager".
3. Seleccione 'Group Warping Strategy' y confirme los parametros por defecto con lex .

m

Select warping strategy

5 ampammmsrae

Group Warping Strategy

Within groups, warp to the
first gel image. Between
groups, warp to the first
image of the first group.

Warp Mode Within Groups
[ ) Automatic - g L NovE

i i
8

Warp Mode Between Groups
[ 1) Automatic -

o J[ o |

Cuadro de didlogo ‘Warping Strategy Manager".

4. Abra la ventana ‘Warping Setup' haciendo clic en el vinculo 'Setup direct warpings'
del Workflow. La ventana debe tener un aspecto similar a la siguiente imagen:

-




[ petazn [E==R
Project Edit Gels Pool Reports Window Tools Help

BREBYIR*®- o2 RLBEHESHEER

[ Light Table_m |22 Warping Setup 2 N
 Layout: Radial Herardhical re @ —— @ Q@

Connect images

Setup direct warpings such that all gel images in the project can
be conn ctly or indirectly. You ean use the Warp
e define direct narping connectons for all

All gelimages are connected.

Automatic warping

Use the Job Manager to let Delta2D find warpings for multile
geli tomatic

Review direct warpings

istImage 2nd Image

lcontrol_01 lcontrel_02

leontrol_01 1min_01

min_01 1min_02

control_01 10min_01

©ee e

10min_01 10min_02

ere
additional vectors using the Find Match -

La ventana Warping Setup luego de aplicar la Group Warping Strategy.

Utilice el warping automatico de Delta2D

1. Haga clic en el vinculo 'Job Manager'.
2. Ahora haga clic en el boton » dentro del 'Job Manager'. Monitoreara y ejecutara
todos los trabajos automaticos de warping.

Verifique los resultados de warping

Review direct warpings 1. Haga doble-clic en la fila de la tabla que se

PeTem— e p—— encuentra debajo de ‘'Review Direct

control 01 |contral_02 © Review |approve Warpings' donde se encuentra el simbolo

control_01 imin_01 ) [Review Q

min_01 imin_02 O [Review 2. Se abre la ventana 'Dual View' mostrando

ontrol 01 iomn. 01 © pevien la superposicion de las dos respectivas

10min_01 10min_02 &) [Review imégenes_

Control de warping directo (Paso 2 del 3. Verifique también si el fondo de la imagen
Workflow). se ha ocultado utilizando el boton

'‘Show/Hide Background' (H) ubicado en
la barra de herramientas.




“=

Nota:
Para trabajar con los 'match vectors', seleccione la herramienta 'Match Vector Tool' (botén
superior del panel de herramientas vertical izquierdo de la ventana 'Dual View').

Para facilitar el trabajo, puede activar la funciéon "Snap Match Vectors To Spots" de la
siguiente manera: 'Tools' > 'Options' > 'Delta2D' > 'Match Vectors'. Para desactivar
temporariamente esta funcion utilice la tecla CTRL.

Si hay regiones donde los vectores 'match' parecen no ser correctos, usted puede
ubicarlos y cambiarlos manualmente:

Seleccionar un vector — haga clic izquierdo sobre el vector.

Seleccionar multiples vectores — dibuje un rectangulo con el mouse (mantenga
presionado el boton izquierdo). Todos los vectores que se encuentran
dentro del rectangulo quedaran seleccionados.

Eliminar un vector 'match' — haga clic derecho sobre el vector y seleccione
‘Delete’ o 'Delete Selected'.

AnRadir un nuevo vector 'match' — primero haga clic sobre el spot en la imagen
naranja, y luego en el correspondiente spot en la imagen azul.

Cambiar un vector 'match' — arrastre un extremo del vector para cambiar su
posicion.

Nota:
Para deshacer una operacién que involucre vector ‘match’ haga clic en el botén 'Undo’ ™.

Haga clic en el boton "= para aplicar los vectores nuevos. Usted puede iterativamente
agregar, corregir y eliminar los vectores 'match' hasta la obtencion de un resultado
satisfactorio.
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a Detect and Quantify Spots

Genere una imagen de fusidn

1. Cambie a la etapa del Workflow denominada 'Detect and Quantify Spots' y haga clic
en el vinculo 'Fuse all images' para abrir el cuadro de dialogo 'Image Fusion'.

2. Haga clicen Fuse para utilizar la configuracién por defecto y permita que Delta2D cree
una nueva imagen.

Detecte los spots en la imagen de fusion

1. Haga clic en el vinculo 'Detect Spots on Fused Image..." del Workflow.

2. En el siguiente cuadro de dialogo, acepte los parametros de deteccion propuestos
presionando [ox .

Una vez finalizada la deteccion, la imagen de fusion aparecera con los contornos de los

spots detectados.

1. Abra la nueva imagen de fusion haciendo clic en 'Open Fused Image using Union...".
2. Se abre una ventana '‘Dual View"' mostrando una vista simple de la imagen de fusion.

i Edite los spots en la imagen de fusién

Nota:
Seleccione 'Spot Editing Tool' (cuarto
boton del panel de herramientas vertical
izquierdo de la ventana Dual View) para
editar los spots.

Agregar un nuevo spot

Se recomienda encarecidamente editar los > >
spots EN LA IMAGEN DE FUSION
SOLAMENTE. Region de la imagen antes / después de agregar un
spot. (Simplemente haga clic en el centro
de un spot sin detectar para agregarlo.)
Separar un spot Unir spots

2.9 B

Dos spots, detectados como unoy
separados. (Haga un clic en el centro del
spot que no fue detectado por separado.)

Ejemplo de spots unidos.
(Arrastre una linea desde el centro de
un spot hasta el otro.)




Mueva los marcadores de los spots

Los marcadores de los spots se pueden mover arrastrandolos con el boton izquierdo del
mouse.

Descarte un marcador de spot
Haga clic con el boton derecho del mouse sobre el marcador de spot para eliminarlo.

Elimine un spot

1. Active 'Spot Selection Tool' y seleccione un spot o un grupo de spots.

2. Haga clic con el boton derecho del mouse y seleccione 'Cancel Spot' / 'Cancel
Selected Spots'.

Para ver todos los spots cancelados con los contornos en linea punteada, seleccione

'Spots' > 'Show Canceled Spots' del menu de Dual View.

Transfiera los spots

1. Haga clic en el vinculo 'Transfer Spots from Fused Image..." de la etapa 'Detect and
Quantify Spots' del Workflow.

2. Se abrira el cuadro de didlogo 'Transfer Spots'. Confirme los parametros por defecto
presionando ek,

chres: | 3] @ — {1 @ Q [/ = [#]=

Fonh'ol_ﬂ 1 [-control_02:

s A

A LA -

« [ m | 3

Visualizacion de los contornos de los spots luego de la transferencia de spots. Elija el vinculo 'Gel
Image Regions' del Workflow para abrir esta vista. El patrén de spots es el mismo en todos los
geles, llevando al 100% de coincidencia de spots.




y Analyze Expression Profiles

Filtre los perfiles de expresion de interés

Nota:

La tabla 'Quantitation Table' esta sincronizada con todas las otras vistas de Delta2D: por
ejemplo seleccionando un perfil de expresion en la tabla, podra seleccionar el mismo spot en

la 'Dual View'.

%Volume Gel 1_treated 2006/10/02 212

0 25 20 15 10 5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 70 75 80

IS

ide values from: |-1.5 | fegsEE )

580 0f 930 spots shown (62.4%).

w:[15 | Fiter actve

Cow )& =)

 Edit Filter; Ratio of mean ‘10 min'/ volume ‘control

Cuadro de dialogo de filtro

Encontremos los spots dos veces
sobreregulados o subregulados:

1. Abra la 'Quantitation Table' y
cambie a la tabla 'Statistics'.

2. Busque en el grupo 1min la columna
'‘Ratio mean % volume 1min / mean
% volume control'.

3. Haga clic en el encabezado de la
columna etiquetada 'Filter".

4. Inserte los margenes de filtro ‘Show
values from' '0.5'y 'to"' '2".

5. La opcion  'Filter active' se

seleccionara automaticamente, de ser necesario ademas puede activar la opcion
'Negated'. La ultima accion cambiara el texto del cuadro de didlogo del filtro a *Hide
values from' '0.5' y 'to' '2". Confirme con lex .

6. Abra la '‘Dual View' con las imagenes ‘control_01'y "1min_01". Solo los contornos de
los spots que cumplan el criterio seran visibles.

Analisis estadistico avanzado

Delta2D incluye un método estadistico multivariado avanzado para el analisis de los geles

2D, entre ellos:
- Visualizacion Heat map de los perfiles de

expresion
Varios métodos de reagrupamiento como
Hierarchical Clustering, k-means /
medians Clustering
Numerosas variaciones del t-Test
Analisis de la varianza (ANOVA)

Tests no paramétricos como Wilcoxon /
Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Mack-
Skillings, y el test Fisher-Exact

Pavlidis Template Matching para los perfiles de
expresion y las imagenes de los geles (PTM)
Analisis de componentes principales (PCA)

10
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Nota:

El proyecto de ejemplo en realidad es demasiado pequefio para confiar en los resultados
estadisticos, sin embargo ayuda a entender cémo funciona el analisis estadistico de Delta2D.

Obteniendo una visién general de los datos de expresién — 'heat map'

LHEE

<4 Analysis for Project D " 5|
File Analysis AdjustData Metrics Display Utilitie

E%liwnwmi

st KMC  KMS PTM  TIEST ANOVA ANOVAZ NONPAR

%

pca

‘.. [F] Cluster Manager
) [TM Analysis Results
- £ History

Heat map del proyecto de ejemplo.

Haga clic en el vinculo 'Analysis' en la
etapa 'Analyze Expression Profiles' del
Workflow.

La leyenda de la parte superior muestra el
codigo de color para la intensidad de los
spots. Cada columna contiene todas las
intensidades de los spots de la imagen de
un gel. Cada fila muestra la intensidad de
un spot en todas las diferentes imagenes
de su proyecto. Los datos estan
normalizados / estandarizados por defecto.

Descubriendo patrones en los perfiles de expresién

1. Presione el boton == de la barra
de herramientas. Elija '‘Gene Tree',
‘Euclidian Distance' y 'Complete
Linkage'.

2. Confirme presionando ‘e

El arbol representa similitudes entre los

perfiles de expresion.

Si realiza esto para el 'Sample Tree',

todas las replicas de la misma muestra

deberian aparecer en el mismo grupo

(subarbol). Si esto no sucede, indicaria

que el proyecto contiene datos

atipicos — debido por ejemplo a una
imagen muy diferente a sus replicas
consecuencia de un  problema

i Analysis for Project v %

File Analysis AdjustData Metrics Display Utilitie

‘E%-i

PTM  TTEST A

I
[m] uusmr Managev
(B Analysis Results
[B]Dsta Source Selection
& MHeL ()

[ Gene Node Height Plot
@ General Information
history

Agrupacion jerarquica (Hierarchical Clustering) de
los perfiles de expresion.

experimental. En este caso, deberia considerar eliminar la imagen del proyecto (como ha
ocultado la imagen de fusidn, abra el analisis nuevamente).
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Encontrando proteinas expresadas diferencialmente: Tests estadisticos

7 TTEST: T-test = T TEL T, _P* S T [ W - =
P vio @ Deita2D Ess v 0eto20 |
Between subjects | pared ‘ | One Class | Between subjects | paied| |
i G een | \ M | o secin] cumtrsecion]
Sample Clusters I | || sample Clusters
Seri.. Sou. Factor Clu... Cluster Label Re... Size Color ~ Group Assignment Seri.. Sou. Factor Clu... Cluster Label Re. Size: Color  Group Assignment
1 |Group|Gell..|Grou. |control \5 1 |Group|Gell..|Grou. |contral =

e

[ Cluster Label: 1 min

10 min

Grou_10mn

[ Cluster Label: 1 min

Default Slide Name Group

Group [Gel Image] Gel Image [Group] Default Slide Name Group Group [Ge! Image] Gel Image [Group]
1min_01 |1 min |1 min [1min_01] |imin_01 [1 min] | ||| 1min_01 |1 min |1 min [1min_o1] |1min_01 [1 min] |
1min_02 [1min |1 min [1min_02] |1min_02 [1 min] 1min_02 |1 min [1min [1min_02] [1min_02 [1 min] |

Variance Assumption | P-Value Parameters | p-yalue/ False Discovery Corrections | Hierarchical Clustering || | variance Assumption | P-Value Parameters | P-Value/ False Discovery Carrections | Hierarchical Clustering
~PValue p-value |

S TR ) justalpha (no correction) ) standard Bonferroni correcton () adjusted Bonferroni correction

@ p-values based on permutation: [Step-down westfall and Young methods (for permutatons orly):  mine (@) maxT |

e

There are & unique permutations

[w\m confidence of [1 - aipha] :
@ Randomly group samples times | © EITHER, The number of false sgnificant genes should notexc... [0 |
f &) OR, The proportion of false sigrificant genes should not exceed
@) Use all permutations %

@ Fast Complete computation (possibly sl...
Overal alpha (critical p-value}: 0.01] [] Calaate adjusted p values for false discovery control

[ [eme ] [« ]| [@ '

) ot {2t

Parametros del t-Test.

—

Haga clic en el boton e .

Seleccione 'p-values based on permutations' (primera flecha roja).
En el area 'False discovery control' del cuadro de didlogo, defina los limites para el
numero de spots falsos positivos en el set de resultados utilizando 'number of false

positive genes should not exceed' o 'proportion of false positive genes should
not exceed' (segunda flecha roja).

Confirme con ek para mostrar el 'heat map' con los spots estadisticamente
significativos.
Nota:

Hay mucho mas para saber sobre los analisis estadisticos de Delta2D. Por favor, consulte los

manuales de Delta2D y TMeV o contactenos a través de support@decodon.com para una
demostracién web gratuita.
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Cree presentaciones interactivas en informes HTML
Elija del menu 'Reports’ uno de los siguientes informes:

Project m % Spot 5
Summary Spot Album Quantities F) Labels

Informacion general Informacion detallada de los spots Lista de todas las
sobre las muestras, seleccionados / marcados. Haga clic en el etiquetas (labels) o
grupos, imagenes grafico de barras / Spot ID para aquellas para los

de los geles, etc. seleccionar los spots en Delta2D y abrir el spots seleccionados /
informe detallado correspondiente. marcados incl. scout
data.
Nota:

Para marcar spots elija '"Mark' > 'Mark selected spots' en la tabla 'Quantitation Table' o haga
clic derecho y seleccione ‘Mark spot' en la 'Dual View'.

Exporte tablas a MS Excel

1. Abra la tabla 'Quantitation Table'.
2. Del menu de la tabla, elija '"Export' > 'Export to Excel'.

Exporte vistas de las imagenes a MS PowerPoint

1. Abra 'Dual View' para cualquier par de imagenes.
2. Elija 'Export' > 'Export to PowerPoint' y confirme con lex .
3. Siga las instrucciones de la pantalla para crear la diapositiva de MS PowerPoint.

Nota:
Los macros deben estar habilitados en MS Excel y MS PowerPoint para poder exportar los
datos. l.e. es necesario que los parametros de seguridad macro estén en medios o bajos.

Exporte las listas de seleccidn ('picklists’)

1. Abra 'Dual View' para cualquier par de imagenes de geles.

2. Elija "Export' > 'Export Picklists', seleccione su sistema robdtico de muestreo de spots
(Spot Picker) y el gel del cual quiere que se recorten los spots.

3. Confirme con ek,
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iDonde puedo obtener mas informacion sobre Delta2D?

La forma mas facil de aprender mas es visitar nuestro sitio web http://www.decodon.com
o contactarnos por Email a support@decodon.com. Estaremos encantados de responder
sus consultas o hacer una demostracion en directo via Internet.

Nota:
Si necesita mas informacion detallada sobre Delta2D, por favor consulte el manual de
Delta2D. Puede acceder al manual a través del mend 'Help' > 'Help ...' de Delta2D, o

buscandolo en el directorio de instalacion como un archivo PDF. En Windows, existe un
vinculo directo al manual en el menu Inicio. El manual también esta disponible para ser
descargado en nuestro sitio web o para navegacion online!

Su equipo DECODON

Si tiene algun comentario o sugerencia sobre este manual 'Getting Started with Delta2D
Guide' o sobre cualquier otro de nuestros documentos estaremos encantados de oirla.




Want to know more? Contact us today to arrange your personal
live web demo. All you need is a web browser and a phone —an
expert will show you how you can apply Delta2D to your specific

2D gel analysis needs.

You can download an evaluation version of Delta2D from
www.decodon.com. Your questions and remarks are welcome, call us
at +49 3834 515230 or send an email to info@decodon.com.

Supported image file formats: Delta2D supports virtually all calibrated
and uncalibrated image file formats on the market today,

including tiff (8 bit, 12 bit, 16 bit), IMG (Fuji, GE), GEL (GE), JPEG, BMP,
GIF, PNG, PNM.

Supported Protein Labels and Stainings: Delta2D supports virtually all
protein labels and stainings, including Silver, Coomassie, Colloidal
Coomassie, Sypro Ruby, Flamingo, Krypton, LavaPurple, Diamond ProQ,
Emerald ProQ, Cy-Dyes, G-Dyes, radioactive labels etc.

Supported Spot Picking Devices: Delta2D supports spot pickers from
Molecular Dynamics, Genomic Solutions, Bruker, GE and others. Please
contact DECODON for details.

Supported Operating Systems (*recommended): Delta2D runs on
Windows 7 / 8/ 10 at 32 or 64* bit, Mac OS X 10.7.3 (Lion) and newer,
and most flavours of 32 bit or 64 bit* Linux.

Hardware Requirements:

Minimum Hardware:

PC with 2 GB RAM or Intel based Mac

Recommended Hardware:

Dual or Quad Core Processor with 2 GHz or better, 8 GB RAM,

in combination with a 64-Bit operating system

Copyright and Trademarks

All material in this brochure is Copyright ©DECODON GmbH. All Rights
Reserved. DECODON, DECODON logo, and Delta2D are trademarks or
registered trademarks of DECODON GmbH in Germany and in several
other countries all over the world. All other products mentioned are
trademarks or registered trademarks of their respective companies.

Delta2D Getting Started Document version 45_001.

‘ Delta2D

DECODON GmbH
Walther-Rathenau-Str. 49a
17489 Greifswald, Germany

www.decodon.com
info@decodon.com

phone: +49(0)3834 515230
fax: +49(0)3834 515239




