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Proč musíme kompenzovat? 

laser 

Fluorescence znaku A 

Fluorescence znaku B 

Exprese znaku A 

Exprese znaku B 

+exprese znaku B 

+exprese znaku A 

„overspill“ 

„přesvit“ 

• (bohužel) neplatí, že signál jediného fluorochromu 
detekujeme na jediném detektoru 

• abychom se s tímto problémem  vyrovnali (a věděli, odkud 
pochází signál), musíme tomu: 
• rozumět 
• umět předcházet 
• umět data matematicky upravit (kompenzovat) 



• emise fluorochromu detekována sousedními 
detektory 

• „zbytková“ fluorescence tandemu 

• stejné emisní spektrum při cross laserové excitaci 

Jak vzniká „nechtěný“ signál? 



Spektrum fluorochromu FITC 

Excitační křivka 
fluorochromu 

Emisní spektrum 
fluorochromu (FITC) 

Detektor FITC 

Vlnová délka 
laseru 

Propustí světlo o vlnové délce 530 ± 15nm....515-545nm 



Co detekujeme v PE? 

Excitační křivka 
fluorochromu 

Emisní spektrum 
fluorochromu (FITC) 

Vlnová délka 
laseru 

Detektor FITC 

Detektor PE 

Část signálu je zachycena sousedním detektorem 

Propustí světlo o vlnové délce 585 ± 21nm ... 564-606nm 



• Co se stane když změřím FITC? 

Jak vypadají neupravená (nekompenzovaná) data? 

Detektor pro FITC Detektor pro PE FITC vs PE 

Signál 515-545nm Signál 564-606nm 



A obráceně? 

Excitační křivka 
fluorochromu 

Vlnová délka 
laseru 

Detektor FITC 

Detektor PE 

Emisní spektrum 
fluorochromu (PE) 



A když změříme PE? 

• Co se stane když změřím PE? 

Detektor pro FITC Detektor pro PE FITC vs PE 

PE 

FITC 



Realita mnohobarevného panelu 



• emise fluorochromu detekována sousedními 
detektory 

• „zbytková“ fluorescence tandemu 

• stejné emisní spektrum při cross laserové excitaci 

Jak vzniká „nechtěný“ signál? 



Co to je tandem? 

PE 

Cy7 
488nm 

donor 
akceptor 

APC 

Cy7 
633nm 

donor 
akceptor 



Není tandem jako tandem! 

APC 

H7 
633nm 

donor 
akceptor 

APC 

Ax 
750 

633nm 

donor 
akceptor 

Kompenzace  
2-3% 

Kompenzace  
10-15% 



Rozdíly mezi tandemy 

Variabilita mezi  

• jednotlivými konjugáty (např. APC-H7 vs APC-Ax750) 

• jednotlivými protilátkami (např. CD8 APC-H7 vs CD45 APC-
H7) 

• jednotlivými šaržemi 

• stejnou protilátkou po určité době používání (expozice 
světlu) 

 



• emise fluorochromu detekována sousedními 
detektory 

• „zbytková“ fluorescence tandemu 

• stejné emisní spektrum při cross laserové excitaci 

Jak vzniká „nechtěný“ signál? 



Cross laser excitace 

Excitační 
křivka 

PE-Cy5: excitace 488nm laser 

PE-Cy5: excitace 633nm laser 

Excitační křivka 



Týká se: 

• Tandemů (excitace akceptoru) 
• Např. PE-Cy7: akceptor Cy7 excitace 633nm laserem 

 

 

 

 

• Netandemů excitovatelných více lasery 
• Např. FITC: malá excitace i 405nm laserem 

 

 

Cross laser excitace 



• Signál na detektoru vzniká jako souhrn signálů 
pocházejícího z fluorochromu, který na daném 
detektoru detekovat chceme, a přesvitů z ostatních 
fluorochromů 

 

• Pro přesnou analýzu skutečné exprese daného 
znaku proto musíme tyto přesvity kompenzovat 

Souhrn I 



SSM matrix 

Nguyen, Perfetto et al. Quantifying Spillover Spreading for Comparing Instrument Performance and Aiding in Multicolor 
Panel Design”. Cytometry A. 2013. ........This metric is intrinsic, as it is independent of fluorescence intensity. The 
combination of all such values for one instrument can be represented as a spillover spreading matrix (SSM)..... 

SSM matrix FITC PE PerCP Cy5-5 PE Cy7 APC APC R700 APC H7 PacBlue PacOrange BV605 BV711 BV786 

FITC 0.00 0.43 0.94 0.21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.25 0.12 0.27 

PE 0.11 0.00 3.36 0.53 0.00 0.09 0.00 0.00 0.00 1.20 0.76 0.27 

PerCP Cy5-5 0.07 0.07 0.00 1.00 0.28 1.06 0.49 0.00 0.00 0.00 1.20 0.95 

PE Cy7 0.00 0.75 0.90 0.00 0.10 0.16 0.66 0.00 0.00 0.09 0.22 1.53 

APC 0.00 0.00 0.43 0.12 0.00 1.95 0.88 0.00 0.00 0.00 0.35 0.34 

APC R700 0.00 0.00 0.60 0.23 0.70 0.00 2.03 0.00 0.00 0.00 0.67 0.60 

APC H7 0.00 0.00 0.00 0.39 0.72 0.55 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.04 

PacBlue 0.34 0.20 0.71 0.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.69 0.58 0.35 0.29 

PacOrange 0.28 0.00 0.00 0.00 0.00 0.30 0.00 0.34 0.00 3.46 1.07 0.89 

BV605 0.10 0.17 1.25 0.22 0.13 0.43 0.08 0.51 0.23 0.00 1.29 1.08 

BV711 0.00 0.00 1.56 0.44 0.23 2.58 1.12 0.49 0.00 0.00 0.00 2.68 

BV786 0.00 0.00 0.00 0.40 0.10 0.22 0.75 0.26 0.00 0.13 0.39 0.00 



• emise fluorochromu detekována sousedními detektory 
• „zbytková“ fluorescence tandemu 
• stejné emisní spektrum při cross laserové excitaci 

Jak data upravit? 

Není (až tak moc) důležité jak, ale co s tím! 

Matematická korekce:  
Na detektoru, do kterého fluorochrom přesvěcuje (PE), odečteme % 
signálu detekovaném na primárním detektoru (FITC) 

10-15% 



• Jednobarevné zkumavky: 
• Změříme přesvit fluorochromu na ostatní (nežádoucí) 

detektory (nehledě na to, jak vzniká) 

 

• Kompenzace se spočítá tak, aby měl po kompenzaci 
(=procentuálního zmenšení signálu) medián 
pozitivní populace a negativní populace stejnou 
hodnotu MFI 

Jak kompenzovat? 



Jak kompenzovat? 

Neznačená zkumavka=stejný typ 
buněk, jako pozitivní kontrola! 

Pozitivní kontrola: 
Signál ve FITC je 
pravda 
Ostatní signály 
jsou přesvit! 



Výsledkem je matice 

Např. FITC (B-
530/30) 
přesvěcuje do 
detektoru pro 
PE (B-585/42) 
11.89% 

Co svítí 

Do čeho svítí 

11.89% 



• Pro kompenzaci vybrat takové znaky, které jsou 
exprimovány alespoň tak silně, jako v experimentu 

• Správná negativní kontrola – musí mít stejnou 
autofluorescenci 

Na co nezapomenout 



Souhrn II 

• % kompenzace můžeme změřit pomocí jednobarevných 
zkumavek 

• Hodnoty jsou spočítány tak, aby medián pozitivní a negativní 
populace byl stejný 

• Spočítat kompenzaci umí BD Diva software, ale lze i 
dodatečně – FlowJo, Summit… 



A jsme zpátky u tandemů 

Každý tandem je 
trochu jiný 

CD4 PE-Cy7 vs CD19 PE-Cy7 

Specifická 
kompenzace pro 
každou protilátku 
konjugovanou s 

tandemem! 



Generic vs specific 

Generic 
FITC  
(Alexa Fluor 488)  
PE  
PerCP  
APC  
Alexa Fluor 700  
Pacific Blue  
… 
 

Tandem  
dyes 
PerCP-Cy5.5  
PE-Cy5  
PE-Dy647  
PE-Cy7  
PE-Dy747  
APC-Cy7  
APC-Dy747 
… 

Název zadaný v matici je rozpoznán v experimentu (pozor na 
překlepy!) 



Kuličky nebo buňky? 
Obojí je správně! A dokonce 
to můžeme i kombinovat! 
 
Rozhoduje: 
• Exprese/intenzita 

• mám materiál s 
pozitivní populací? 
Např. CD25, CD34 

• Není na buňkách vyšší 
než na kuličkách? 
Např. CD57 

• Nebo obráceně např. 
CD49d 

• Počet buněk/kuliček 
(ideálně cca 1000) 

• Přítomnost negativní 
populace a její gating 
• Např. CD14 vs. CD138 

 
 

Pozor na správný gating 
negativní populace! Je jen 
jedna!! 
 



Souhrn III 

• Tandemy potřebují reagent specific kompenzaci: 
• Buď pro každý experiment (zkumavku) příprava matice 

zvlášť 

• Nebo velká matice s generic a specific kompenzacemi 

 

• Kompenzace můžeme měřit na buňkách –a to 
různých typech, nebo na kuličkách – jen musí vždy 
odpovídat negativní populaci! (autofluorescence!) 



PMT FITC PMT PE % 
kompenzace 

566V 469V ↑ 17.27 

566V 459V 14.60 

586V ↑ 459V 11.30 

Jakou roli hraje PMT? 

Změna PMT=>změna MFI (poměru MFI mezi 
oběma detektory) =>změna kompenzace! 

Dříve se říkalo: nastav PMT, pak změř kompenzaci, ta platí pro experimenty s daným PMT 

+ 10V PE 

17.27% 

+ 20V FITC 

11.30% 14.60% 



• Není důležité PMT, ale MFI populace  v jednotlivých kanálech (resp.poměr) 

• Pokud dosahuji stále stejného MFI, kompenzace je stejná 

 

• Princip Application settings na BD přístrojích: 
• pomocí CST Změna PMT tak, aby MFI byla stále stejná=> kompenzace 

stejná! 

Application settings 



• Nastavení „Lyse Wash settings“ – kompenzace se 
změří v něm 

• Při měření s použitím jakýchkoli PMTV se 
kompenzace přepočítá z nastavení Lyse Wash bez 
nutnosti měření 

 

BD FACS Lyric 



• Kompenzace je jen číslo 

• Emisní spektrum se změnou PMTv nemění, mění se 
jen poměr mezi detekovaným signálem v 
primárním kanálu a sekundárním 

 

• Pokud je poměr signálů stejný, kompenzace je 
stejná 

 

• Primárně jde o intenzitu fluorescence, ne o PMTv! 

 

• SSM matrix – vystihuje skutečný přesvit nezávisle 
na voltážích (charakteristika přístroje) 

 

 

Souhrn IV 



• U application settings/standardizovaného nastavení 
(každodenní úprava PMT k dosažení cílových hodnot) 
teoreticky jen pokud se: 
• Mění spektrum fluorochromů: 

• Tandemy – nová šarže, degradace 
• Mění optika cytometru 
• (doporučení výrobce) 

 

• U cytometer settings (stejné PMT) 
•  Mění MFI fluorochromů na jednotlivých detektorech 

(jejich poměr) 
• Mění spektrum fluorochromů: 

• Tandemy – nová šarže, degradace 
• Mění optika cytometru 

Jak a kdy měřit kompenzaci? 





Drmr.com 



3  zlatá pravidla kompenzace 

• Jednobarevné kompenzační zkumavky musí mít alespoň 

tak vysokou intenzitu jako v experimentu 

• Vždy používat stejnou protilátku jako v experimentu (platí 
pro tandemy! U netandemů nevadí)  

• Vždy shodná pozitivní a negativní populace se stejnou 
autofluorescencí (kuličky s kuličkami, buňky s buňkami) 



Děkuji za pozornost! 


