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Que se passe t'll au niveau des filtres

Pourquoi la FITC est-elle détectée dans le canal RPE ?

- Filtre RPE
Particule FITC P Filtre FITC
—_ B — g
— - PMT -
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1. Normalisation :
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. |:|—2mesuré: T - I:rl_Cspectre

= Posons a. FITCspectre = FITCpure

" =2 |:L:I'mesuré: |:”—Cpure

= F>FL2 e ¥ - FITCpecre =V 0. FITC (o = Cyy . FITC e
* FL1esure = 100% FITC

" FLZeeure = Cop - FITC, o = 20% FITC

= Nous ferons de méme pour toutes les autres fluorescences



& o

COULTER.
Coefficient de fuite

Coefficient de fuite
% De FL1 dans canal FL2
Défini comme:
Le rapport de 'aire sous la courbe
aux bornes FL2 par |'aire sous la
courbe aux bornes FL1

C,; = B/A =Db/a = constant

Ce rapport est indépendant de
I'intensité des signaux.
MAIS dépend des tensions aux PMT

Inthesité de la FITC

FL1 FL2

Increasing wavelength of the lights
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Simplify « Automate + Innovate
e fal RN

a0 -

G 1

40 4

201

1]

Wavelength (nm)
La quantité de fluorescence de FITC recue au détecteur FL1 est d’environ
50% de la quantité totale du spectre de fluorescence FITC
La quantité de fluorescence de FITC recue au détecteur FL2 est d’environ
10% de la quantité totale du spectre de fluorescence FITC
Nous normaliserons a100%, la quantité de fluorescence FITC recue au
détecteur FL1 que nous nommerons FITCpure. Donc, FITCpure = 100% et
la quantité de FITC recue au dans le canal FL2 vaut 20% de FITCpure.
Nous nommerons fuite optique de la FITC dans le canal PE, cette quantité
de FITC recue dans le canal FL2 et sera représentée par le coefficient C,,
FL1mesuré = 100% FITCpure
FL2mesure = C,, x FITCpure = 20% x FITCpure
Nous ferons de méme pour toutes les autres fluorescences
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2. Systeme lorsque deux fluorochromes sont
utilisés

100,
Emission Spectra

Bandpass Filter 530/30 &
807 | Bandpass Filter 585/42 @

60

10 1T

207

352 402 452 502 552 602 652 702
Wavelength (hm)

FL1mesuré = a+ b = FITCpure + C,.RPEpure
FL2mesuré = c + d = RPEpure + C,,.FITCpure
Avec C,, : facteur de la fuite optique du fluorochrome 2 dans canal 1
Et C,,:facteur de la fuite optique du fluorochrome 1 dans canal 2

Comment déterminer les valeurs de FITCpure et RPEpure a partir de
FL1 mesuré et de FL2 mesuré ?
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2.1 Détermination des valeurs de FITCpure et RPEpure a
partir de FL1mesuré et de FL2 mesuré

Simplify - Automate - Innovate

RPEpure = FL2mesuré - C,,.FITCpure éequation (1)
FITCpure = FL1mesuré — C,,.RPEpure
On obtient apres remplacement de FITCpure dans I'équation (1):
RPEpure = (FL2Zmesuré — C,, FL1mesure) . 1/(1 - C,,C,,)
On procede de la méme facon pour calculer FITCpure
FITCpure = FL1mesuré — C,, [(FL2mesure — C,, FL1mesuré) . 1/(1 - C,, C,,)]

? Détermination des facteurs C,, et C,, ?

N.B. FITC

correspond au parametre compense de la FITC cad FL,,,,

pure
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2.2. Détermination des facteurs Cij pour une SO

utilisation de 2 fluorochromes (FITC, RPE).

Simplify « Automate - Innovate

Pour déterminer les facteurs Cij (pourcentages de compensation), on doit
analyser chaque fluorochrome individuellement cad créer n.(n-1) plots

2.2.1 Tube contenant de la FITC seule — détermination de C,,

Détermination de la fuite optique de FITC (FL,) dans le canal
FL, (C,):

[A] CD4 FITC / CD36 PE ) / [A] CD4 FITC / CD36 PE )
—T—, TN T e Ly ) - . U
; E T iB-+

I[}?B-— B++ I&T
[}
1d / _ _ ] . RGN
! A FL1 0.00
4 rd !/ o " " FL2  19.94
‘ 2 10 % 10
34 e sl
o o B Bl 4 S %
1 | u& k 1-p-- )
(=] i :{c _?;:n_ " el ‘
5 1 |:| 24 0+ ﬁ.ﬁ o I S e
In]
o 1- T T T T T -1- T T T T T
A1 0 1 100 1R 10° -1 0 1 10 10° 10°
CDd4 FITC CD4 FITC
1014 Gate Y-Med Gate Y-Med
All 0.82 All 0.1
B~  0.18 B- 011 @—
B-+ N/A B-+ N/A
B+- 1.62 B+- 011 44—
100 4= I T B+ 21.24 B++  3.32
100 101 102 103 10+
FITC Log - _ ] _ )
C21 (Ymax len)/(xmax Xmln)
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2.2. Détermination des facteurs Cij pour une SO

utilisation de 2 fluorochromes (FITC, RPE).

Simplify « Automate - Innovate

Pour déterminer les facteurs Cij (pourcentages de compensation), on
doit analyser chaque fluorochrome individuellement.

2.2.2 Tube contenant de la RPE seule — détermination de C12

Détermination de la fuite optique de RPE (FL2) dans le canal
FL1 (Cp,):

[A] CD56 PE / CD4 FITC . [A] CD56 PE / CD4 FITC
ICL?FB+- B++ | ICP’_§FE3;+- E
10+ FL1 FL2
10F 107
FL1 0.85
8] 8] FL2 19.94
103 E oy E g
L
Bl e 3 5
1024 " 10° <B-- B-+ 107 JB-- B-+
- C i X . P
e e | R
@ | & | a%
o 5 ) W
o i 10 it 1 0 1 10 1 10
JgoE : (D36 PE CD56 PE
100 [|1 1EII2 |: -1|:||3 10+ gﬁte X_I'g"?g Gate Y-Med
PE Lo C : AL 0.2
"G tom B-  0.29 B~  0.22
19.75 -+

0.22

B-+ B
— B+ N/A B+~  N/A
C12 - (Ymax - Ymin)/(xmax_xmin) Bre 1398 Bes 213



3. Systemes d’equation pour une utilisation de 3 COULTER
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530030 A32r33
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Le systéme d’équation (1) caractérisant les valeurs détectées par I'instrument de
FL,, FL, et FL; pour une utilisation de trois fluorochromes FITC, RPE et RPE-Cy5. :

FL
FL

=FL,= FITC,,, +C,,RPE . +C, RPE-Cy5
=FL,=C,,.FITC,,,+ RPE, +C,.RPE-Cy5

pure
=FL,=C, .FITC  _+C,.RPE _+ RPE-Cy5

pure

1mesuré pure

2mesuré pure

3mesuré pure pure

Ou C;; est la contribution du fluorochrome j dans le canal FL,

On peut aussi écrire :

FL1 1 Ciz Cus FITCpure _
FLo|=|Ca 1 Cuz| RPEpure equation 1
FLs Ca Cs2 1 |\ RPE-Cy5pure
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3.2 Le systeme d ‘équation donnant les valeurs correctes

de FITC, RPE et RPE-Cy5 apres compensation est donnée
par (voir rappel calcul matriciel) :

Simplify - Automate - Innovate

On sait par le calcul matriciel que :
SiA=Bx calors c=81x 4
Avec B! =1/detBx Adj B

Ou Adj 8= matrice transposée des cofacteurs de 38
n

Et det3 - X blj Coflj (regle de Laplace pour calcul du det par rapport ligne 1
j=1
FITCpure 1-C2.Ca —(C12—C13.C32) Cx.C12—Cus FL:
RPEpure ZLC —(Ca—C2.Ca) 1-C1.Ca —(C23—C13.C2) || FL2 Equation 2
RPE—Cy5pure) | CaCw—-Cs —(C2—CuCs) 1-CuCa | FLs

On obtient donc les valeurs « compensées » de FL,, de FL, et de FL,:

|:I—lcomp = I:ITCpure = 1/detC [(1'C23'C32)-FL1 - (C12'C13'C32)-FL2 T (C23'C12'C13)-FL3]
|:I—Zcomp = RPEpure = 1/detC ['(C21'C23'C31)-FL1 - (1'C13'C31)-FL2 - (C23 'C13'C21)-FL3]
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4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de COULTER.
3 fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5). Sonls et Spwin

Pour déterminer les facteurs Cij (pourcentages de compensation), on doit
analyser chaque fluorochrome individuellement cad créer n.(n-1) plots

4.1 Tube contenant de la FITC seule —détermination de C,,, C;,

En effet, en passant le tube contenant de la FITC seule alors les
facteurs C,,, C,,, C,;5 et C,; sont nuls et I'equation (1) devient :

[
mmmmm
5

FL.Y (1 0 0Y FITCpure Flimesws = FITCoue

FL2|(=|Cz 0 O RPEpure FLomesure = Co1-FITC e

FLs) (Ca O 0 RPE—Cy5pure Flamesure = Ca1-FITCpyre
N L Ca

0
FFFFFFF

C21 = (Ymax - Ymin)/(xmax' Xmin)
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4. Determination des facteurs Cij pour une utilisation de 3 -
imp: « Automate - Innovate

fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5).

= 4.2. Tube contenant de la RPE seule — détermination de

C12 et C32
Si I’on passe le tube RPE seul alors les facteurs C;, C,,,

C,; et C,, sont nuls et I'équation (1) devient :

FL.) (0 Cuz O FITCpure FL1mesure = C12-RPE e
FL.|=|0 1 0| RPEpure FL =  RPEy,.

2mesuré ~
FLs) (0 Csz O0)\RPE-Cy5pure = CooRPE e

|:|—3mesuré

—
[
-
—
=
-

=
[1)
O
=
N
=
(]
O
w
N

—
=

FITC Log
o
2]

PE-Texas Red Log
=
L]
P
“"K

100 101 102 103 10t 100 T T
FE Log Comp 100 101 102 103 104
PE Log Comp




4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de 3
fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5).
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= 4.3. RPE-Cy5 seule determination de C et C,,
SiI'on passe le tube RPE-Cy5 seul alors les facteurs C, , C,,, C;, et

C,, sont nuls et I'equation (1) devient :

FITCpure
RPEpure

FL: 0 0 Cus
FL2[={0 0 Cu23
FLs 0 0 1 \RPE-Cy5pure
104
1034
C13
1024

FITZ Log

101

100

100-F22

T
101

e T
102 103
PE-CyS Log

104

Fleesuré = C13'R|:)E_CySpure
FL = C23-RPE'Cy5pure

2mesuré
RPE-Cy5,,,¢

|:|—3mesuré =

104

103
C23

102+

FPE Log

107 enit

I
1004+ T T
100 101 102

PE-Cva Log

T
103 104
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4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de 3 GO R,

fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5).

Simplify - Automate - Innovate

En pratique, comment ¢ca marche ?
Pas de panique, les logiciels font tout ce travail pour vous !

Exemple : logiciel Summit 4.3.02 :

Fonction Autocompensate... a partir des tubes monomarqués en biparameétriques

B || Sample_11_CD3 FITC ML (G2: R2) MU ||| B | sample_11_cD3FITC ML (G2: RZ) X
10t 104
Bright Bright
(%]
ensating Sample_11_CD3 FITC ML control 103+ 103

mpen: b
lease adjust the dim and bright regions ko conkain the
im and bright populations.

PE-Texas Red Log
=

=
e -_Next > Cancel " b
q) 100 T ; 10 T T
(j) e CD31F?1?CL09103 o R cna1|=?72cmgwJ 1o
AUtO-Comp prOVIdeS a faSt Region Count | % Hist %o AI\‘ Region Counk | % Hist % AII|
. . . Total 5647  100.00 16.71 Tokal 5647 100,00 16.71
user defined semi-automatic Dim 2029 50.09 8,37 Bim 2029 50,09 8.37
X Bright 912 49.80 8.32 Bright 912 4980 8.32
(Wizard) approach to
compensation Co1 = (Y>gright = <Y>gim) (SX>gright-<X>pim)
- Compensation: 5 bis
.= Parameker Z04 FITC Log D56 PE Log D3 PE-Texas ... | COI9PE-CyES ... | DS PE-Cy7 Log D45 PE Log D8 APC Log CO16 APC-Cy7 ...
D El—i'—CD‘l FI... 100.0000 0.8979 0.3091 0.1702 0.1543 0.o0oo0 0.0214 0.2551
b %I%CDSS P... 25.8Z09 100.0000 22 .45885 5.6935 11.5873 o.g0ooo 0.0052 0.z094
O H-)Z'-CDS FE... 4.2718 15.12668 100. 0000 1.1348 Z2.0061 o.oooo 0.oooo 0.oooo
U %I-i‘—CDlQ P... 0.0000 1.9407 19,2586 100.0000 0.5300 o.oooo 0.1000 0.oooo
q) %l—i'—CDS FPE... 0O.0000 0.4348 5.7627 55.35899 100.0000 0.0ooo O.00o0 0.7639
m %I-,ﬁ'-CD‘lS P... 0O.5120 0.0499 0.1830 O.o0ooo 0.0839 100. 0000 0.0382 0.3348
%l-)ﬁ'—CDEi AP... 0O.0000 0.0345 0.2511 12.1500 0.1304 o.oooo 100.0000 41.9400
%I—pf'—CDlE A... O0.0000 o.o0ooo 0.o0oo0 14.5744 5.5509 0.o0oo0 3.0976 100.0000




4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de 3 @ngmcxmu
fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5). ’
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En pratigue, comment ¢ca marche ?

Logiciel Gallios :

Fonction Autoscheduler... Calcul de la matrice a partir des histogrammes des
tubes monomarqueés.

Logiciel Kaluza :

Fonction Add Selected to new compensation. Calcul de la matrice a partir des
histogrammes des tubes monomarqués et du vecteur d’Autofluorescences

Data Set 2: FL1-20090901 FITC

final 002 Data Set 2: FL1-20090901 FITC Data Set 1: 20090901 autofluo 001 Data Set 1: 20090901 autofluo 001
[FL1 Cont L_‘ga tral Population] final 002 [Autofluorescent Population] [Autofluorescent Population]
L g ot Fopuiatien [FL1 Control: FL1] FL2 INT FL1 INT FL2 INT
50
204 20+ 50
20
15 15 404
S 10 w104 J o
20 204
. (FL1 Qutrol: FL1 ,JFL1 Control: FL2
] 10
0= ] " T T 0- & T T 0- T T
10 1 o 1 100 1o 102 108 10° 10° 108 10° 100 10° 10 10
FL1 INT FLZ INT FLTINT FL2 INT
Gate Number X-Mean Gate Number X-Mean Gate Number X-Med Gate Number X-Med
All 235 7.1 All 1169  2.67 All 3976 0.64 All 4262 0.4

FL1 Control: FL1 1169 13.84 FL1 Control: FLZ 1169  2.67
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5. Résultats

Apres avoir déeterminé tous les facteurs Cij , le logiciel calculera l'inverse
de la matrice des Coefficients de fuite automatiquement pour donner
directement les valeurs compensées (FITCpure, RPEpure, RPE-

Cy5pure).

10+ 10+ 104
[=1]
1034 203 103
g T g
— ey d
2 1g2-] 3 s
= % 102 R UES B
= = a
g i g
- @ =
101 5101_ 1014 .
L
100 T .
100 . 100 f T T
1] 1 2 3 [}
10 10 CDSLDPE Lo 10 10 100 101 102 103 10+ 100 101 102 103 104
CDSE PE Log D56 PE Log
104 10+ 10+
[~3
E
o103 51071 21034
E 2 E
5] = 2 )
& o g
1021 B (2 WRDES i
1029
o ] = B
= b ) ;
[T x !
o L &
D101 §101— 21014
o
0 o0 -
. S o
014 i 01 14
100 0 10" 1! 1 1o T 2 3 ' P ' '
- o -1at 0 10 1|:|” 10 10 Aot oot 102 103 10+
CDe3E PE WisiComp CDSE PE WisiComp CDSE PE WisiComp




6. Distribution des donneées apres compensation

L’etalement de la distribution du signal apres compensation est _
proportionnelle a la racine carrée du signal dans le canal ou a lieu la fuite
(La cytométrie en Flux, Xavier Ronot & all, Lavoisier-2006, p73, p420

T
100 101 102 103 104
PE-Cy5 Log

~ sqrt (Intensité signal
de fuite)

- I
100 101 102 103
PE-Cywa Log

104

BECKMAN
COULTER.
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Attention : Placement des seuils = discrimination entre cellules négatives et

positives ->FMO




Tubes nécessaires pour marquage 6 couleurs : tubes @Bm

réglages, tubes comp, tubes FMO, tube 6 couleurs S‘ .-C?UUE.R@
Iso Iso Iso Iso Iso Iso FITC RPE ECD PC5.5 AF’Cplflr ﬁssco
FITC RPE ECD PC5.5 APC APC A750

TLPMT v v v |v |v |v

T2 FITC comp v v v |v |v v

T3RPEcomp | v Iv v |v v

TaECDcomp | | v v v

T5 PC5.5 comp v v v v v v

TearCeomp | | || v v

EEERERN IV IV IV IV v

T8 Verification v v v v v v

T9 FMO FITC \/ \/ \/ \/ \/ \/

T10 FMO RPE v v v |v v v

T11FMO ECD v v oV v v v

T12 FMO PC5.5 v v o |lv v v v

T13 FMO APC \/ \/ \/ \/ \/ \/

Egolzmo APC v v |V v |V v




& o

6. Distribution des données apres compensation COULTER.
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Impact de I'étalement de la distribution du signal apres compensation
sur les donnees

Diminution du Facteur de Séparation entre pop(-) et pop(+) sur canal de fuite

[A] CD3 PE-Cy5 / CD4 APC [A] CD4 APC
1074
a i =3
g 10" - : 3
S 5 : .
D_- | $
54 T T T - T < . > o
a 10° 10° 108 10° CD4 APC
CD3 PE-Cy5
[A] CDd APC
. [A] CD3 PE-Cy5 / CD< APC
1 s
1074 1
] S
= w0 o =
S i L 20
] -.--"P ! "o i i
i e T |
4 0=
-5 1P A 1P e
a ¥ 10 @ Cd APC

0° R
CD3 PC5.5

Avec FS = <pop(+)> - <pop(-)>/ SQRT [SD?pop(+) + SD=pop(-)]



CD62L ECD

CD62L ECD
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6. Distribution des données apres compensation COULTER.
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Impact de I'étalement de la distribution du signal apres compensation
sur les donnees

Perte d’information pour les cellules dim sur canal de fuite

[LT] CD161 PE / CDE2L ECD [A] CD&ZL ECD [A] CO1&1 PE

Count
Count

JIS (Ij 1||:F 1:3' 1P 1 11 1 1o 108 108
CD161 PE

" i 0 i L
[LT] CD161 PE / CDB2L ECD CDAZL ECD Chie1 PE

Placement du Quadrant Hinged par FMO
Si dispersion trop importante :
Pas d'information pour cellules CD62Ldim
CD161high car elles se situent dans la dispersion
cad CD62L(-)CD161(+)

I[I)" 1IL'I:' 1‘0' 1ID2 10
CD161 PE



/. Cas de figure @Bm

COULTER.
» Cas ou les anticorps d’intérét marguent les cellules suffisamment g wwmse o

fort

= Préparer les N + 1 tubes reprenant cellules mono-marquées par
les differents anticorps d’'intérét et le tube contenant les cellules non
marquées

= Cas ou les anticorps d’intérét ne sont pas conjugués a des
tandems et ne margquent pas suffisamment fort les cellules pour
pouvoir étre utilisées pour le réglage des compensations.

= Préparer les N + 1 tubes reprenant cellules mono-marquées par
les différents anticorps d’intérét et le tube contenant les cellules non
marquées. Pour les anticorps d’'intérét trop faiblement
exprimeés, on utilisera un marqueur fortement exprimé (CD8)
conjugué avec le méme fluorochrome que I'anticorps d’intérét

= Cas ou les anticorps d’intérét sont conjugués a des tandems et ne
marguent pas suffisamment fort les cellules pour pouvoir étre
utilisées pour le réglage des compensations.

= Préparer les N + 1 tubes reprenant les billes ‘capture’
(Spherotech COMPtrol CMIgP-30-2K) mono-marquées par les
differents fluorochromes et des cellules non marquées ainsi que le
tube contenant les cellules non marquées



8. Comment réduire le facteur de fuite Cij

Régler les voltages aux PMT de fagcon optimales

[A] FLZ INT / FL3 INT

[A] FLZ INT / FL3 INT

T T T
1 10" 10

FLZ INT
O
=
LL
©
)
©
‘O
=
%)
(b)
c
)
e

FL3 INT

FL2

0.00
0.00
0.00 33.26
0 i e
FL2 INT

FL3

PE-Texas Red

[Ungated] PE / PE-Texas Red

.I T T
10 10 108 108
PE

Intnesité de la FITC

FL2

PE-Texas Red
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. [Ungated] PE / PE-Texas Red

FL1 FL2
3| FL1 0.00
FL2 0.00
3 FL3 0.00 17.74

T T T T
0 10 10 10° 104
PE

FL3
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