
10 Farb - 
 

Immunphänotypisierung 
 
 



Bedingungen für die Multicolor ï Durchflusszytometrie  

¾ Engere Bedingungen bei der Probenvorbereitung  
  
10 Antikörper davon 5 Tandem Konjugate 
 
 

¾ Größeres Repertoire von Konjugaten  
 
mit unterschiedlichen Eigenschaften 
 

¾ Grundlagen  der  Fluoreszenz Kompensation 
 
 

¾ Zusammenstellen von Antikörperkombinationen und  
 
Fluoreszenzfarbstoffen mit  komplexen  spektralen Überlappungen 

 

3 Laser / 10 Farben mit Gallios / Navios 



Bedingungen bei der  

Probenvorbereitung  
  

10 Antikörper davon 5 Tandem Konjugate 

 
 



ĂNeueñ Bedingungen bei der Probenvorbereitung 

¾         Reduzierte Beleuchtung beim Pipettieren   
 

¾ Inkubation im Dunkeln 

 

¾ Lagerung der fertigen Proben dunkel und kühl 

 

Lichtempfindliche Fluorochrome ! 

E = h x ɜ 



CD8-APCA700 Aliquots:  15 min Exposition im Tageslicht vs  dunkel gelagerte Probe 
 

(data from Olivier Jaen / BC France) 

ĂNeueñ Bedingungen bei der Probenvorbereitung 



Dark and cooled reagent racks 

Barcode tracked pipetting log and reagent administration 

Automated hardware QC 

10-min-to-learn interface 

Surpasses manual preparation speed 

é 

 

Biomek ACP 



Größeres Repertoire von  

Konjugaten  
 

mit unterschiedlichen  

Eigenschaften 
 
 

 
 



Brightness 

Ó PE, APC 

Neue rot anregbare Fuoreszenzfarbstoffe: 
 
 APC-AlexaFluor700 



Brightness 

= ECD 

Neue rot anregbare Fuoreszenzfarbstoffe: 
 
 APC-AlexaFluor750 



Brightness 

= FITC 

Neue violett anregbare Fuoreszenzfarbstoffe: 
 
 Pacific Blue 



Brightness 

<FITC 

>PacOrange 

>V500 

Neue violett anregbare Fluoreszenzfarbstoffe: 
 
 Krome Orange 



APC-AlexaFluor700: 

Tandem dye, 

excited at 638nm, 

brightness Ó PE, APC 
(wash)  

APC-AlexaFluor750: 

Tandem dye, 

excited at 638nm, 

brightness @ ECD (wash)  

Pacific Blue: 

Synthetic dye 

excited at 405nm, 

brightness @ FITC (wash)  

Krome Orange: 

Synthetic dye 

excited at 405nm, 

brightness < FITC (wash) 

>Pacific Orange 

Neue Fluoreszenzfarbstoffe 



ECD,  PC5.5 , PC7,  APC 

Verbesserte Messempfindlichkeit  am Gallios / Navios 
 
f¿r einige Ăklassische Fluoreszenzfarbstoffe 

Beispiel: CD8-ECD Beispiel: CD19-PC5.5 

Beispiel: CD4-PC7 

Beispiel: CD8-APC 
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Cascade Blue 
Pacific Blue 

Alexa 430 
Cascade Yellow  
Krome Orange 
Pacific Orange 

AmCyan   
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eGFP 

Alexa 488 
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PC7  
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Alexa 633 
APC 

APC-Alexa 700 
APC-Alexa 750 

Alexa 647 
Alexa 660 
Alexa 680 
Alexa 700 
Alexa 750 
APC-Cy7  
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Fluoreszenzfarbstoffe 
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Krome  Orange 

FITC PE ECD PC5 PECy5.5 PC7 

APC (various) 

Alexa 700 

Pacific Blue 

488 nm 

(LT) Pacific 

Orange 

(BD)APC-H7 APCAlexa 

750 

APCAlexa 

700 

640 nm 

405 nm 

Histogramme verschiedender CD8 - Konjugate 

Fluoreszenzfarbstoffe 



PerCPcy5.5            PC5.5           PerCPe780 

BD BC ebio 
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CD56-Konjugate 
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PerCPcy5.5            PC5.5           PerCPe780 

CD19 

CD38 
 

CD25 



Signal-to-Noise Ratio: 

MFI(pos) / MFI(neg), 

420.15/0.37 = 1136 

Staining Index: 

(MFI(pos)-MFI(neg))/2*SD(neg), 

(420.15-0.37)/2*0.23 = 913 
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Signal / Rauschabstand  und Auflösung 



Stain index = D / W 

(Quelle:  BD Biosciences 

'Multicolor Fluorochrome Guide) Quelle: Dartlab; http://www.dartmouth.edu/~dartlab/ 

CD8-Markierung mit 

verschiedenen 

Fluoreszenzfarbstoffen 

Signal / Rauschabstand 

und 

Auflösung 



Brilliant Violet Farbstoffe (biolegend)  
sind Tandem Farbstoffe 
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Grundlagen der  

Fluoreszenz ï  

Kompensation 



405nm 

638nm 488nm 

3 Laser / 10 Farben mit Gallios / Navios 

3 Laser foki  

5+3+2 Detektoren 



  

Laser Dye Options Peak Emission  

  
Dichroic   

488nm   FITC   520     525/38 BP 

  PE   575     575/30 BP   

  ECD     

  

620     620/30 BP   

  PE-Cy5 

PE-Cy5.5 

680 

695 
  

  
695/30 BP   

  770   755 LP   

638nm   A PC   670     675/20 BP   

  APCAlexaFluor700 720     725/20 BP   

  APCAlexaFluor750 

APCCy7   

780 

780 
    755 LP   

405nm   Pacific Blue 450   430/40 BP   

  Pacific Orange 
550   

  
550/40 BP 

550 DCSP 

600 DCSP 

655 DCSP 

700 DCSP 

745 DCSP 

480 DCSP 

Collection Filter 

PE-Cy7 

Optische Filter des Gallios / Navios 

730 DCSP 



405 nm 

638 nm 

ĂIntralaserñ 

Kompensation 

Grundlagen der Fluoreszenz Kompensation 

488 nm 



405 nm 

638 nm 

ĂInterlaserñ 

Kompensation 

Grundlagen der Fluoreszenz Kompensation 

488 nm 



Calibright Beads 

Blank / FITC / PE 

Unkompensiert  

Klassische Kompensation  



FL2   =  FL2       - k * FL1 
true measured 

Übersprech Matrix 

Klassische Kompensation  



Applikations-spezifische und  Farbstoff-spezifische 

Einstellung der Verstärkung (PMT- Hochspannung) 

Kalibration und Standardisierung  



= FL2 / FL1 

= FL3 / FL1 

Übersprech - Matrix 

Automatische Berechnung der relativen Übersprechanteile  

in die benachbarten Messkanäle  



Übersprech - Matrix 

Automatische Berechnung der relativen Übersprechanteile  

in die benachbarten Messkanäle  



Übersprech - Matrix 

Automatische Berechnung der relativen Übersprechanteile  

in die benachbarten Messkanäle  



Einzelfärbungen auf 3 Geräten: AN26093 / AS19123 / AT13106 



Standardization of a 7 Color Panel over Time 

(Berlin Campus Charite, Streck Lab controls) 



Standardisierung eines 7 Color Panels  

über einen längeren Zeitraum 

(Berlin Campus Charite, Streck Lab Kontrollen) 



Kompensationsfaktor  

zu gering? 

Schrägant  ??? 

ñClassicò View 

Darstellung der Daten 

Klassisches Dotplot 4 Dekaden ??? 



ñTrue Viewò Darstellung 

Vergleich der Mittelwerte der Verteilungen  

Hohe Auflösung und großer Störspannungsabstand erlaubt genaue 

Bestimmung der Mittelwerte 



éand artificially generate negative fluorescence values in a bimodal distribution !  

Gallios / Navios Multicolor Practice - 

Basic Considerations on Compensation 



Dotplots mit neuer Darstellung 

logical Logarithmisch, 4 Dekaden 



Die logarithmische Skalierung wird unterbrochen und  

die negativen Werte werden linear dargestellt 

Dotplots mit neuer Darstellung 



Breite der Verteilung  

an dieser Stelle:  

ca. K50 ï K70  

s å 10 K 

Standardabweichung 



Grundlagen der Kompensation 

Standardabweichung und Variationskoeffizient 



Autofluoreszenz und 

übersprechende Verteilung haben 

den gleichen Variationskoeffizient CV 

aber unterschiedliche 

Standardabweichung SD 

Grundlagen der Kompensation 

Standardabweichung und Variationskoeffizient 



Bei der Kompensation der 

übersprechenden Verteilung bleibt 

die Standardabweichung 

unverändert  

 

> der CV erhöht sich  proportional 

zur Verschiebung  

Grundlagen der Kompensation 

Standardabweichung und Variationskoeffizient 



Am unteren Ende der 

logarithmischen Skala erreichet die 

linke Seite der kompensierten  

Verteilung negative Werte und 

können nicht mehr dargestellt 

werden. 

Grundlagen der Kompensation 

Standardabweichung und Variationskoeffizient 



 Die Kompensationskoeffizienten  repräsentieren nur die Verstärkungseinstellungen 

 

Emissionsspektrum des  jeweiligen Farbstoffs und  

des Transmissionsspektum der optische Filter sind invariant 

34% 46% 62% 

Grundlagen der Kompensation 

 


