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1- 
Ouverture de Kaluza

Après avoir ouvert Kaluza, en double cliquant sur le raccourci de bureau : [image: image2.png]
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Cliquer sur Open files… pour aller chercher un ou des protocoles, des composites, des données LMD ou FCS. Une fenêtre s’ouvre, vous permettant d’explorer vos disques pour aller chercher des fichiers.

[image: image88.png]Favorite Links

Documents
B Deskeop

] Recent Places
8 Computer
B Picres

B Music

(B Recently Changed

B sesrches

B Pubic

Folders

Fie name:

Datemodiicd  Type
LATube1

Q Orentation LA Tube3

© Orentation LA Tube

Q Orentaion LA Tube 7

0 Panel orenation Matutes ube 3
@ Panel oretation tube 2

@ Orentation LA Tube2
@ Orentation LA Tubed
© Orentation LA Tube&
Q Orentation LA Tubes
@ Panel oretation tube 1





Cliquer sur le ou les fichiers d’intérêts, puis Open.
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Le fichier choisi s’affiche à l’écran :
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2- L’Analysis list ou liste d’analyse (le rectangle rouge dans la présentation générale)
On trouve une colonne#, une colonne Data Set, une colonne Protocol et une colonne * :
Dans ces colonnes, apparaissent respectivement l’ordre des tubes, le nom des fichiers, le nom des protocoles et * lorsque les fichiers sont modifiés.
L’analysis list peut contenir jusqu'à 400 fichiers.
3- L’Attribute Pane ou panneau des attributs (le rectangle bleu fonce dans la présentation générale)
Il contient 3 fenêtres (entourées ici en bleues claires) : Parameters/Compensation/Color Precedence
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La fenêtre Parameters
On trouve le nom de la donnée (ou bien la liste des données en Composite), ainsi que la liste des paramètres de la donnée. 

La petite bulle [image: image4.png]


indique que le paramètre est présent dans la donnée, mais n’est pas représentée ou utilisée dans le protocole. 

Si des lignes apparaissent comme suit [image: image5.png]VA FS INT
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, cela indique que ce paramètre est présent dans le protocole mais pas dans la donnée (Data Set : LMD ou FCS). Si le logiciel n’a pas reconnu le paramètre alors qu’il est présent, veuillez cliquer sur la ligne et indiquer à quel paramètre il correspond.

S’il y a une multitude de paramètres non reconnus, il se peut que la donnée ne soit pas dans le bon protocole ou qu’il s’agisse d’un format de donnée qui n’est pas automatiquement reconnu par Kaluza.
B) Dans la fenêtre Compensation
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On trouve le nom du Data Set (ou liste en Composite), une barre d’outils et la matrice de compensation. 
NB : La matrice se lit en partant du haut de la colonne, ex FL1 pour le fluorochrome FITC, qui est compense a 24,60% dans la FL2, 8,00% dans la FL3 et 0,50% dans la FL4.
Dans la barre d’outils, l’icône [image: image6.png]


 vous permet d’importer une matrice de compensation déjà sauvegardée. Cet icône vous permet d’importer une matrice au format .compensation ou .txt. De plus, il est possible d’importer une matrice de fichiers .fcs, .lmd, .analysis. Il n’est pas possible d’importer une matrice de fichiers .PRO ou .protocol.
L’icône [image: image7.png]


 vous permet de sauvegarder la matrice de compensation en fichier ayant deux types d’extension .compensation ou .txt.
L’icône [image: image8.png]


 vous permet de remettre la matrice à 0.
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L’icône [image: image9.png]


 vous permet d’afficher des ascenseurs sur les axes des histogrammes bi-paramétriques de fluorescence pour modifier les compensations. 

L’icône [image: image10.png]


 vous permet d’afficher les vecteurs (position) des autofluorescences.

C) La fenêtre Color Precedence
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On trouve la couleur des événements non conditionnés. De plus, vous avez la liste des colors gates et la liste des gates sans couleurs. 
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Il est possible de changer les couleurs en cliquant directement sur le rectangle colorisé. 
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Il est possible d’effacer une gate et/ou d’inactiver sa couleur en faisant un clic droit sur la ligne de la gate. Cliquer sur Delete pour détruire ou Disable coloring pour enlever sa couleur.
De la même façon, il est possible de donner une couleur à une gate qui n’en a pas. Pour ce faire, cliquer sur Gates Without Color, sélectionner la gate d’intérêt, puis en faisant un clic droit, cliquer sur Enable Coloring. 
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Enfin, il est possible de changer l’ordre des gates ou la précédence, en cliquant sur les flèches noires.

4- La fonction zoom et création de nouvelles feuilles (le rectangle jaune dans la présentation générale)
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On trouve la fonction zoom pour modifier la vue de la feuille sélectionnée ainsi que l’onglet New Sheet pour créer une ou des autres feuilles de travail, et/ou des feuilles de rapport (Report Sheet) 
Il suffit de cliquer sur New Plot Sheet pour créer une nouvelle feuille de travail, et sur New Report Sheet pour créer une feuille de rendu (feuille de rapport ou FlowPage).
5- L’espace de travail (le rectangle vert dans la présentation générale)
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On trouve les données représentées selon les Histogrammes ou tables présent dans le protocole. Si la page sélectionnée à l’écran est une Report Sheet (feuille de rendu, rapport, FlowPage), les données sont représentées dans les plots qui pourront servir à faire une impression, pour sauvegarde, au format papier et/ou pdf.
Si la donnée ouverte est un LMD, les fenêtres correspondent aux plots d’acquisition. Il est possible d’en supprimer, d’en ajouter à l’aide de la barre d’outils de création/édition des plots (rectangle violet). 

Si vous ouvrez directement une donnée fcs, il faudra créer un protocole ou en appliquer un.

6- Barre d’outils de création/édition des Histogrammes, Tables, Gates, outils et options d’édition (le rectangle violet dans la présentation générale
On trouve 3 onglets : Plots and Tables, Gates and Tools et Edit

A) L’onglet Plots and Tables
· Fenêtre Plots
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Vous y trouvez les icones de création des plots. Cliquer sur : 
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Cliquer sur : 

· Fenêtre Tables
Cliquer sur :


Pour avoir un Plot de synthèses de statistiques pour toutes les gates présentes dans le protocole d’analyse.

Ce plot ne nécessite pas de conditionnement, il tient compte des équations de gate. 

Pour avoir une fenêtre, de synthèse de certaines informations FCS (Flow Cytometry Standard) contenu dans la donnée. Par exemple : type de cytomètre, la date d’acquisition, l’heure a laquelle elle s’est terminée et le nom de la donnée. 

· Fenêtre Sheet Items
Cliquer sur : 

[image: image11.png]



Vous pourrez ajouter une image de n’importe quel type d’extension : [image: image12.png]Image Files [.bmp.".gi."ipg." jpeg.” ico.”.png.” ti."tift." wdp)
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Ajouter une zone de texte à l’extérieur des Plots, pour laisser des informations sur le tube ou autre…
Par exemple : informations sur le type d’échantillon, la liste de marquages…

B) L’onglet Gates and Tools
· Fenêtre Tools
Il y a 3 sous menus : Tools, Gates et Plot Mode
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 Select est par défaut enclenché, car cela indique que vous avez le curseur en mode sélection, pour attraper les plots, les déplacer, les détruire…

L’icône [image: image14.png]X
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 Annotation, vous permet de rajouter du texte sur un Plot. 

Cette option est différente de l’ajout de texte au sein de la feuille d’analyse. 
L’icône [image: image15.png]Overtay Marker



 vous permet d’ajouter une région linéaire sur un Overlay Plot, afin de calculer des statistiques : 

· Fenêtre Gates
Le sous-menu « Gates » contient tous les icônes de création de gate : 
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Toutes ces régions sont automatiquement créées en Gate par le système, vous pouvez choisir de les utiliser ou non. 

L’icône [image: image18.png]Boolean -



 vous permet de créer des gates booléennes. 

Pour créer une gate booléenne, cliquer sur New Gate
Une ligne apparait, vous pouvez changer le nom. 

Ensuite, il faut saisir une équation logique. Vous avez accès à 3 types de logiques :

NOT B : [image: image19.png]


, A AND B : [image: image20.png]


, A OR B : [image: image21.png]



Pour avoir les points de l’intersection A et B plus ceux de C, il faut écrire :

[image: image22.png]


B = C OR (A AND B)

Si la ligne reste rouge, il y a un problème dans l’équation logique.
· Fenêtre Plot Mode
Il comprend l’icône [image: image23.png]Adjust Compensation



.
Cette icône vous permet d’afficher des curseurs sur les Histogrammes bi-paramétriques, afin d’ajuster ou de faire les compensations de fluorescences. 

C) L’onglet EDIT 
Cet onglet donne accès à 2 sous-menus : Clipboard et Selection
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· Fenêtre Clipboard
Vous pouvez couper[image: image25.png]Cut



, copier[image: image26.png]Copy



, coller[image: image27.png]Coller -



 : classiquement [image: image28.png]Paste.



 ou coller avec lien[image: image29.png][J Paste As Link



, détruire [image: image30.png]Delete



.

· Fenêtre Selection
Vous pouvez tout sélectionner [image: image31.png]Select All



 ou annuler la sélection [image: image32.png]Clear Selection



.
Ces fonctions sont utilisées pour les plots. 

7- Le bouton d’application Kaluza 
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, vous accédez à différentes fonctions. 

L’icône [image: image35.png]


 vous donne accès à la création d’une nouvelle liste d’analyse (Analyst List), un nouveau protocole (Protocol), un nouveau composite avec 2 tubes (Composite), et une liste de 6 tubes pour utiliser l’algorithme automatique de calcul des compensations (Compensation). 

L’icône [image: image36.png]


 vous permet d’aller chercher des fichiers de cytométrie dont voici les extensions [image: image37.png]Flow files [*.fes:" Imd.” protocal:*. composite;” analysis)




L’icône [image: image38.png]


 vous permet de sauvegarder TOUTE la liste d’analyse, qu’elle contienne 1 à 400 fichiers. 

L’icône [image: image39.png]


 donne accès à ce menu : 

Vous pouvez sauvegarder spécifiquement :

- l’analyse sélectionnée[image: image40.png]Analysis
Save the selected analysis.



, 

- la liste d’analyse complète[image: image41.png]Analysis List

Save the selected analysis entries as an analysis
list,



, si plusieurs analyses sont sélectionnées,
- le protocole de la donnée sélectionnée[image: image42.png]Protocol
Save the protocol from the selected analysis.




,

- le composite des données analysées [image: image43.png]Composite
Save the composite from the selected analysis.



, 

- la matrice de compensation de la donnée sélectionnée[image: image44.png]Compensation

Save the compensation matrix from the selected
analysis.



.

L’icône [image: image45.png]


 vous permet d’accéder à ce menu :


Vous pouvez :

- imprimer la feuille sélectionnée (travail ou imported ou new plot sheet ou report sheet) de l’analyse présente à l’écran [image: image46.png]Print current sheet
Print the current sheet in the selected analysis.





- imprimer la ou les reports sheets (feuille de rendu ou de rapport ou FlowPage) des données sélectionnées [image: image47.png]Print report sheets

&) 2] Print the report sheets in the selected analysis
entries.




- imprimer TOUTES les feuilles (Imported, Plot sheet, report sheet) de toutes les données présentes dans la liste d’analyses [image: image48.png]Print all sheets
Print all sheets in the selected analysis entries.




L’icône [image: image49.png]$ Export selected statistics



 vous permet d’exporter toutes les statistiques sélectionnées des données sélectionnées dans votre liste d’analyse. 

Attention, si vous exportez des données, mais qu’il n’y a aucune statistique sélectionnée (les statistiques apparaissent sous le plot), l’outil va créer un fichier .csv qui ne contiendra pas de statistiques. 

8- La petite barre d’outils [image: image50.png]


 :

Vous donne accès aux fonctions Undo [image: image51.bmp] (Retour en arrière) en cas d’erreur, de Redo [image: image52.bmp] (Refait l’action annulée) qui s’oppose à l’action précédente. 

L’icône [image: image53.png]


 vous permet de sauvegarder TOUTE la liste d’analyse, que vous n’ayez qu’une ou plusieurs données sélectionnées.

L’icône [image: image54.bmp] vous permet d’imprimer la feuille sélectionnée, de la donnée sélectionnée. Par exemple, si j’ai un tube à l’écran et que je visionne la « report sheet », l’action sur ce bouton imprimera uniquement cette dernière, même si j’ai d’autres feuilles pour ce tube, et qu’il y a d’autres tubes dans la liste d’analyse.
9- Propriétés des plots 

Pour y accéder faites un clic gauche puis un clic droit sur le plot. Vous accédez au menu radial à 6 sous-menus : 

- En survolant [image: image55.png]


avec la souris :  
on accède aux fonctions d’édition (couper [image: image56.png]


, copier [image: image57.png]


, coller [image: image58.png]


, coller avec lien [image: image59.png]


, détruire [image: image60.png]


 et sauvegarder le plot en tant qu’image [image: image61.png]


)

- En survolant [image: image62.png]


, on accède à l’affichage des statistiques d’intérêts. 


Si on désire exporter des valeurs dans Excel, il faut les sélectionner ici en cochant les cases souhaitées. 


Elles apparaissent sous le plot, si la case Statistic Visible est cochée. 

- En survolant [image: image63.png]


, on accède aux options d’affichages.

Ainsi, il sera possible de faire apparaître plusieurs informations dans le titre du plot ou sur les axes du plot, comme montré ci-dessous : 










 
Exemple :

- En survolant [image: image64.png]


, vous accédez aux fonctions de création de gate : 
- En survolant [image: image65.png]


, vous accédez à la rubrique DATA :

[image: image66.png]Input Gate:
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- En survolant[image: image67.png]


, vous accédez aux propriétés de colorisation :

[image: image68.png]Use Gate Coloring
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4 modes sont accessibles quand l’option  :
Density
Contour with outliers
Contour  
Contour with Density
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10- Propriétés de région :

Pour y accéder faites un clic gauche pour la sélectionner puis un clic droit :



4 icônes sont accessibles : 

· L’icône [image: image70.png]


 vous donne accès aux fonctions d’édition :

Vous pourrez ainsi couper [image: image71.png]


, copier [image: image72.png]


, coller [image: image73.png]


, coller liée [image: image74.png]


, détruire [image: image75.png]


, sauvegarder la région en tant qu’image[image: image76.png]



· L’icône [image: image77.png]


 vous donne accès aux options d’affichage de la région :


Vous pouvez : 

· changer le nom [image: image78.png]CD3+ D4+ Th |




, 
· activer ou désactiver la colorisation [image: image79.png]Color events




,

· choisir la couleur de la gate , [image: image80.png]EEEOO0
EEEEOO

HEEEEEC





· afficher ou non une statistique number, %gated, %total [image: image81.png]Statistic:

None -




, 

· activer ou non le label faisant suite à la statistique [image: image82.png]Statistic: % Total  ~|
4 Show tabel




. Ainsi le nom de la région deviendra [image: image83.png]CD3+ CD4+ Th : 4,58% Total




· L’icône [image: image84.png]


 vous donnera accès aux fonctions de création de gate et annotation (identique à l’onglet Gate and Tools)

· L’icône [image: image85.png]


 vous donnera accès aux coordonnées de la gate et à la fonction de liaison entre gate de même type (liaison possible uniquement entre gates identiques : rectangle avec rectangle ; les quadrants et Hinged ne sont pas liables)


Bouton d’application





5 - Barres d’outils de création/édition des Histogrammes, Tables, Gates, outils et options d’édition





Version de kaluza et help





3 - Fonction zoom et création de page





2 - Attribute Pane





1 - Analysis List





4 - Espace de travail ou feuille de rapport














Changement de gate


Changement du paramètre de l’axe des X


Changement de l’échelle


Augmentation ou diminution du nombre de décades, en mode logicle  le pourcentage de compression de l’axe


Idem pour le paramètre en Y


Changement de résolution du plot min 128x128, max 1024x1024


Permet de renverser le plot tout en conservant la région








Utilisation des couleurs des gates


Utilisation de la couleur des points non conditionnées


Utilisation de différents modes : Densité, Contour avec évènements rares (moins fréquents), Contour, Contour avec densité


Possibilité de changer les seuils de colorisation en « Banded Coloring Mode » 


Changement de couleurs en cliquant sur les rectangles





Utiliser un titre custom pour le plot


Et/ou des noms d’axes custom





Dans l’entête :


Faire apparaitre ou non le nom de la gate dans l’entête du plot


Faire apparaitre le nom de la donnée


Faire apparaitre les noms des paramètres


Faire apparaitre la description des paramètres


Faire apparaitre les échelles des paramètres








Sur les axes :


Faire apparaitre ou non la graduation des axes


Faire apparaitre une grille


Faire apparaitre les noms des paramètres


Faire apparaitre la description des paramètres


Faire apparaitre les échelles des paramètres
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