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Que se passe t’il au niveau des filtres

Filtre FITCParticule FITC

PMT

Pourquoi la FITC est-elle détectée dans le canal RPE ?
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PMT
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1. Normalisation :

FL1mesuré= α . FITCspectre

FL2mesuré= γ  . FITCspectre

Posons α . FITCspectre = FITCpure

=> FL1mesuré= FITCpure

=> FL2mesuré= γ  . FITCspectre = γ/ α . FITCpure = C21 . FITCpure

FL1mesuré = 100% FITCpure

FL2mesuré = C21 . FITCpure = 20% FITCpure

Nous ferons de même pour toutes les autres fluorescences



Coefficient de fuite

Increasing wavelength of the lights
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Coefficient de fuite
De FL1 dans canal FL2
Défini comme:
Le rapport de l’aire sous la courbe
aux bornes FL2 par l’aire sous la 
courbe aux bornes FL1

C21 = B/A = b/a = constant

Ce rapport est indépendant de 
l’intensité des signaux.
MAIS dépend des tensions aux PMT



1. Normalisation :

La quantité de fluorescence de FITC reçue au détecteur FL1 est d’environ 
50% de la quantité totale du spectre de fluorescence FITC
La quantité de fluorescence de FITC reçue au détecteur FL2 est d’environ 
10% de la quantité totale du spectre de fluorescence FITC
Nous normaliserons à100%, la quantité de fluorescence FITC reçue au 
détecteur FL1 que nous nommerons FITCpure.  Donc, FITCpure = 100% et 
la quantité de FITC reçue au dans le canal FL2 vaut 20% de FITCpure.  
Nous nommerons fuite optique de la FITC dans le canal PE, cette quantité
de FITC reçue dans le canal FL2 et sera représentée par le coefficient C21
FL1mesuré = 100% FITCpure
FL2mesuré = C21 x FITCpure = 20% x FITCpure
Nous ferons de même pour toutes les autres fluorescences



2. Système lorsque deux fluorochromes sont 
utilisés

FL1mesuré = a + b = FITCpure + C12.RPEpure

FL2mesuré = c + d =  RPEpure + C21.FITCpure

Avec C12 : facteur de la fuite optique du fluorochrome 2 dans canal 1

Et     C21 : facteur de la fuite optique du fluorochrome 1 dans canal 2

Comment déterminer les valeurs de FITCpure et RPEpure à partir de 
FL1 mesuré et de FL2 mesuré ?



2.1 Détermination des valeurs de FITCpure et RPEpure à
partir de FL1mesuré et de FL2 mesuré

RPEpure = FL2mesuré - C21.FITCpure équation (1)

FITCpure = FL1mesuré – C12.RPEpure

On obtient après remplacement de FITCpure dans l’équation (1):

RPEpure = (FL2mesuré – C21 FL1mesuré) . 1/(1 – C12 C21)

On procède de la même façon pour calculer FITCpure

FITCpure = FL1mesuré – C12 [(FL2mesuré – C21 FL1mesuré) . 1/(1 – C12 C21)]

? Détermination des facteurs C12 et C21 ?

N.B. FITCpure correspond au paramètre compensé de la FITC càd FL1comp



2.2. Détermination des facteurs Cij pour une 
utilisation de 2 fluorochromes (FITC, RPE).

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

2.2.1 Tube contenant de la FITC seule – détermination de C21

Détermination de la fuite optique de FITC (FL1) dans le canal 
FL2 (C21 ) :  

C21 = (Ymax – Ymin)/(Xmax-Xmin)



2.2. Détermination des facteurs Cij pour une 
utilisation de 2 fluorochromes (FITC, RPE).

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 (C12 ) :  

C12 = (Ymax – Ymin)/(Xmax-Xmin) 



3. Systèmes d’équation pour une utilisation de 3 
fluorochromes

Le système d’équation (1) caractérisant les valeurs détectées par l’instrument de 
FL1, FL2 et FL3 pour une utilisation de trois fluorochromes FITC, RPE et RPE-Cy5. :

FL1mesuré = FL1 =      FITCpure + C12.RPEpure + C13.RPE-Cy5pure
FL2mesuré = FL2 = C21.FITCpure +       RPEpure + C23.RPE-Cy5pure
FL3mesuré = FL3 = C31.FITCpure + C32. RPEpure +      RPE-Cy5pure

Où Ci j est la contribution du fluorochrome j dans le canal FLi

On peut aussi écrire : 

équation 1
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3.2 Le système d ‘équation donnant les valeurs correctes 
de FITC, RPE et RPE-Cy5 après compensation est donné
par (voir rappel calcul matriciel) :
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Équation 2

On sait par le calcul matriciel que :
Si A= B x C alors C = B-1 x A
Avec B-1 = 1/detB x Adj B
Ou Adj B = matrice transposée des cofacteurs de B

n

Et detB = Σ b1j Cof1j (règle de Laplace pour calcul du det par rapport ligne 1
j=1

On obtient donc les valeurs « compensées » de FL1,  de FL2 et de FL3 :

FL1comp = FITCpure = 1/detC [(1-C23.C32).FL1 – (C12-C13.C32).FL2 + (C23.C12-C13).FL3]

FL2comp = RPEpure = 1/detC [-(C21-C23.C31).FL1 – (1-C13.C31).FL2 - (C23 -C13.C21).FL3]

FL3comp = RPE-Cy5pure = 1/detC [C21.C32 -C31).FL1 – (C32-C12.C31).FL2 + (1 -C12.C21).FL3]



4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de 
3 fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5).

FL1mesuré =     FITCpure
FL2mesuré = C21.FITCpure
FL3mesuré = C31.FITCpure

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

4.1 Tube contenant de la FITC seule – détermination de C21, C31

En effet, en passant le tube contenant de la FITC seule alors les 
facteurs C12, C32, C13 et C23 sont nuls et l’équation (1) devient :

C21 = (Ymax – Ymin)/(Xmax- Xmin) 
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4.2. Tube contenant de la RPE seule – détermination de                     
C12 et C32
Si l’on passe le tube RPE seul alors les facteurs C13 , C21 , 
C23 et C31 sont nuls et l’équation (1) devient :

FL1mesuré = C12.RPEpure
FL2mesuré =      RPEpure
FL3mesuré = C32.RPEpure

4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de 3 
fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5).

C12 C32
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4.3. RPE-Cy5 seule détermination de C13 et C23
Si l’on passe le tube RPE-Cy5 seul alors les facteurs C12 , C21 , C31 et 
C32 sont nuls et l’équation (1) devient :

FL1mesuré =  C13.RPE-Cy5pure
FL2mesuré =  C23.RPE-Cy5pure
FL3mesuré =        RPE-Cy5pure

4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de 3 
fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5).
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En pratique, comment ça marche ?

Pas de panique, les logiciels font tout ce travail pour vous !

Exemple : logiciel Summit 4.3.02 :

Fonction Autocompensate… à partir des tubes monomarqués en biparamétriques

4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de 3 
fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5).

Auto-Comp provides a fast 
user defined semi-automatic

(Wizard) approach to 
compensation

S
et

 it
R

ec
or

d 
it

C21 = (<Y>Bright – <Y>dim)/(<X>Bright-<X>Dim)



En pratique, comment ça marche ?

Logiciel Gallios :

Fonction Autoscheduler… Calcul de la matrice à partir des histogrammes des 
tubes monomarqués.

Logiciel Kaluza : 

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

4. Détermination des facteurs Cij pour une utilisation de 3 
fluorochromes (FITC, RPE, RPE-Cy5).



5. Résultats

Après avoir déterminé 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).



6. Distribution des données après compensation

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

Attention : Placement des seuils = discrimination entre cellules négatives et 
positives  -> FMO

~ sqrt (Intensité signal 
de fuite)



Tubes nécessaires pour marquage 6 couleurs : tubes 
réglages, tubes comp, tubes FMO, tube 6 couleurs

333333T12 FMO PC5.5

333333T13 FMO APC

333333T14 FMO APC 
A750

333333T11 FMO ECD

333333T10 FMO RPE

333333T9 FMO FITC

333333T8 Verification

333333T7 APC A750comp

333333T6 APC comp

333333T5 PC5.5 comp

33333T4 ECD comp

333333T3 RPE comp

333333T2 FITC comp

333333 T1 PMT

APC 
A750

APCPC5.5ECDRPEFITCIso

APC A750

Iso

APC

Iso

PC5.5

Iso

ECD

Iso

RPE

Iso

FITC



6. Distribution des données après compensation

Impact de l’étalement de la distribution du signal après compensation 
sur les données

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

Avec FS = <pop(+)> - <pop(-)> / SQRT [SD2pop(+) + SD2pop(-)]
CD3 PC5.5



6. Distribution des données après compensation

Impact de l’étalement de la distribution du signal après compensation 
sur les données

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

Placement du Quadrant Hinged par FMO
Si dispersion trop importante :

Pas d'information pour cellules CD62Ldim 
CD161high car elles se situent dans la dispersion 
càd CD62L(-)CD161(+)



Cas où les anticorps d’intérêt marquent les cellules suffisamment 
fort

Préparer les N + 1 tubes reprenant cellules mono-marquées par 
les différents anticorps d’intérêt  et le tube contenant les cellules non 
marquées

Cas où les anticorps d’intérêt ne sont pas conjugués à des 
tandems et ne marquent pas suffisamment fort les cellules pour 
pouvoir être utilisées pour le réglage des compensations.

Préparer les N + 1 tubes reprenant cellules mono-marquées par 
les différents anticorps d’intérêt  et le tube contenant les cellules non 
marquées.  Pour les anticorps d’intérêt trop faiblement 
exprimés, on utilisera un marqueur fortement exprimé (CD8) 
conjugué avec le même fluorochrome que l’anticorps d’intérêt

Cas où les anticorps d’intérêt sont conjugués à des tandems et ne 
marquent pas suffisamment fort les cellules pour pouvoir être 
utilisées pour le réglage des compensations.

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

7. Cas de figure



8. Comment réduire le facteur de fuite Cij

Régler les voltages  aux PMT de façon optimales

FL2 FL3
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