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en fur o llticolor — Durchflusszytometrie

O Earben mit Gallios / Navios

P Engere’Bedingungenibel der Probenvorbereitung

10 Antikorperdavon 5 Tandem Konjugate
- :

¢
Groferes Repertoire von Konjugaten

mitunterschiedlichen Eigenschaften

Grundlagen der Fluoreszenz Kompensation

Zusammenstellen von Antikérperkombinationen und

" Fluoreszenzfarbstoffen mit komplexen spektralen Uberlappungen



itikorper davon 5 Tandem Konjugate



E=hxv

Lagerung der fertigen Proben dunkel und kdhl



yNeue ™ Bedingungen bei der Probenvorbereitung

Data Set 1: 8APCA750 dark wash 00021776 010 ¢ Event Count: 100 000

[Lymphocytes] [Lymphocytes]

[Lymphocytes]

[Ungated] [Lymphocytes]

|ARC Distorsion| [AAT00 Distorsion|

APC Channel
AATO0 Channel

APC Channel
AATO0 Channel

'.Lym phocytes. I : 4
GEICI acln mlou ! ¢ : ‘|::|2 : ulr" 1:3‘ 1clz°
FS INT CD8-APCAYB0 CDE-APCATB0 CDB-APCATE0 CDE-APCATS0

Data Set 2: 8APCA750 light wash 00021777 011 e Event Count: 100 000

- [Lympho] - [Lympho]

[Lympho] [Lympho]

'cD8 appears There is very few
r f . . . undercompensated, but it's consequences of free APC in
APC Distorsion 15 minutes light 1 free APC that causes this phe... this channel

|AA700 Distorsion 15 min Light]

APC CHannel

AATO0 Channel
APC CHannel
AATO0 Channel

T T T T
10" 12! ? : 10° 10°

CD8-APCAVB0 CDE-APCATS0 CDB-APCATS0 CDB-APCATS0

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

(data from Olivier Jaen / BC France)
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- Dark and cooled reagent racks

Barcode tracked pipetting log and reagent administration
R Automated hardware QC

10-min-to-learn interface

Surpasses manual preparation speed



mit unterschiedlichen
Eigenschaften
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Neue rot anregbare Fuoreszenzfarbstoffe:

APC-AlexaFluor700

Spillover (%)

FLG FLY FL&
FL& 12,100 13,70
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Brightness
2 PE, APC

CD4-PacB
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NEeuerotr anreghbare Fuoreszenzfarbstoffe:

APRC-AlexakEluor750

Spillover (%)
FL6

FL6&

FL7
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Brightness
= ECD




COULTER

Dlett anregbare Fuoreszenzfarbstoffe:

[Ungated]

Brightness
=FITC
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Netuenwiolett anregbare Fluoreszenzfarbstoffe:

Kriome@range
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[Ungated]

Spillover (%)

FLo  [FL10
FL9 1,60
FL10 15,9:"""'

Brightness
<FITC
>PacOrange
>\/500
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10°
CD4-PacB

APC-AlexaFluor700:
Tandem dye,
excited at 638nm,

brightness 2 PE, APC
(wash)

APC-AlexaFluor750:
Tandem dye,
excited at 638nm,
brightness = ECD (wash)
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[Ungated]

Pacific Blue:
Synthetic dye
excited at 405nm,
brightness = FITC (wash)

2
5
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BECKMAN
COULTER

[Ungated]

Krome Orange:
Synthetic dye
excited at 405nm,
brightness < FITC (wash)
>Pacific Orange
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VVerpessernte Messempfindlichkeit am Gallios / Navios

fureinige ,;klassische Fluoreszenzfarbstoffe

ECD, PC5.5, PC7, APC

[Ungated] SS INT / FL3 INT

f:_f - . [Ungated] S5 INT / FL4 INT

ngated] SS INT / FL5 INT

1
Lo
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e
O
@
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600 800 1000

0 200 400 600 800

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

Beispiel: CD4-PC7

Beispiel: CD8-APC



Cascade Blue
Pacific Blue
Alexa 430
Cascade Yellow
Krome Orange
Pacific Orange

AmCyan
FITC

eGFP
Alexa 488
PE

ECD
PerCP

PC5

405 nm

488 nm

PC5.5

PC7
Alexa 633

APC
APC-Alexa 700
APC-Alexa 750

Alexa 647
Alexa 660
Alexa 680
Alexa 700
Alexa 750
APC-Cy7

640 nm

zfarbstoffe

COULTER

16
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Fluereszenzfarbstoffe

Histegramme Verschiedender CD8 - Konjugate

| - .
FITC ECD PECy5.5
488 nm ‘
APC

(various) APCAlexa BD)APC-H7 APCAlexa
Alexa 700 700 750
640 nm l

Pacific Blue

17



CP56-Konjugate

PerCPcys.5 PC5.5 PerCPe /80

CD56-PerCPcy5.5
CD56-PCH.S
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FL9 INT

[Ungated]

[Ungated]

CDS6-PerCPcy5.5
CD56-PCH.5

CD5S-PerCPe780




PerCPcy5.5

CD3IB-PerCPoy5.5

[Ungated]

=00

55 INT

CO38-PCS.5

PC5.5

[Ungated)

SO0

55 INT

CO3E-ParCPalBO

PerCPe/80

[Ungated]

T
S00

55 INT
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CMM9-PerCPoys.5

[Ungated]

[Ungated]

COM9-PCS.5

[Ungated]

[Ungated]

[I[LY] CD25-PC5.5
(BC)

|_[LY] CD25-
PerCPeF 710 (BD)

[y coas:
PerCPcy5.5 (ebio)

CO25- ParCPel10

CON9-ParCPeFT10

[Ungated)

[ILY) Co25-PC5.5
(BC)

[y cozs-
PerCPaF 710 (BDY)

[y cozs-
PerCPcy5.5 (ebio)

[IILY] Co1-pes.5
{BC)

[y cons-
PorCPeys.% (BO)
[LY] CO%-
Per(PeFT10 [ebia]




SignhalyfRauschabstand und Auflosung

Signal-to-Noise Ratio:
\VFl(pos) / MFl(neg),
420.15/0.37 = 1136

10! 107

FL3 INT

Gate X-AMean X-Stdev
All 78,37 161,02
Meg 0,37 0,23
Paos 420,15 82,37

10

Staining Index:

BECKMAN
COULTER

(MFI(pos)-MFl(neg))/2*SD(neg),
(420.15-0.37)/2*0.23 =913

20



Signhaly//Rauschabstand
und
Auile)sitigle

CD8-Markierung mit
verschiedenen
Fluereszenzfarbstoffen

Stain ndex = D / W

(Quelle: BD Biosciences
‘Multicolor Fluorochrome Guide)

Fluorochrome

Filter

Gallios

PE

575,30 nm
band pass

PE-CyT

755 nm long
pass

Brilliant Viclet-421

450/40 nm
band pass

660/20 band
pass

Alexa Fluor 647

660/20 band
pass

APC-CyT

755 nm long
pass

APC eFluor-T80

755 nm long
pass

52540 nm
band pass

675,20 nm
band pass

S25/40 nm
band pass

eFluor-650MC

660/20 band
pass

BD Horizon-V450

wviolet

450/40 nm
band pass

Pacific Blue

violet

450/40 nm
band pass

67520 nm
band pass

eFluor-805NC

620,30 nm
band pass

Quelle: Dartlab; http://www.dartmouth.edu/~dartlab/




Brilliant Violet Farbstoffe (biolegend)
sind Jandem Farbstoffe

Brilliant Violet 421™ Brilliant Violet 605™ Brilliant Violet 711™
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Brilliant Violet 650™
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- Kompensation



ECD

PCS or
PC5.5

PC7

488

COULTER

3 Laser foki
5+3+2 Detektoren

APC-Cy5 or APC-Cy7
APC Apc A700 or APC



@ptische Filter des Gallios / Navios

Laser Dye Options |Peak Emission | Dichroic | Collection Filter
488nm FITC 520 550 DCSP 525/38 BP
PE 575 600 DCSP 575/30 BP
ECD 620 655 DCSP 620/30 BP
zEggS 222 730 DCSP |  695/30 BP
PE-Cy7 770 755 LP
638nm APC 670 700 DCSP 675/20 BP
APCAlexaFluor700 720 745 DCSP 725/20 BP
APCAlexaFluor750 780 755 LP
APCCy7 780
405nm Pacific Blue 450 480 DCSP 430/40 BP

Pacific Orange

550

550/40 BP




BECKMAN

Grinadlagen der Eluoreszenz Kompensation COULTER

APC-Cy5 or APC-Cy7
APC aApc ATOD or APC

. laser”
Kempensation

o g o B

EED A5
s or | off vz vz s
mEy sommnme

488Mm

PC5or

FITC PE ECD PCE5




BECKMAN

Grinadlagen der Eluoreszenz Kompensation COULTER

APC-Cy5 or APC-Cy7
APC aApc ATOD or APC

3

., laser*
Kompensation

488Mm

PC5or

FITC PE ECD PCE5

Facihc
Qrange
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Ische Kompensation COULIER

Unkompensiert

Calibright Beads
Blank / FITC / PE



e Kempensation FOULIER

Y-Mean
231
631

(493

FL2 = FL2 -k* FL1

true measured
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Kalibration und Standardisierung

Applikations-spezifische und Farbstoff-spezifische
Einstellung der Verstarkung (PMT- Hochspannung)

Gate X-Med
Al 196,87 Al 11934
FL1 116,87 ME L. 4 11934
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Automatische Berechnung der relativen Ubersprechanteile
nrdielbenachbarten Messkanale

[EITC] FL4 INT

............
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Ubersprech - Matrix
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Automatische Berechnung der relativen Ubersprechanteile
nrdielbenachbarten Messkanale
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Ubersprech - Matrix
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Automatische Berechnung der relativen Ubersprechanteile
nrdietbenachbarten Messkanale

5
o

3o e
~N[o|oB|w

All 0.43
afe 94

| m
| ryea |t
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Ubersprech - Matrix




Einzeliarbungen auf 3 Geraten: AN26093 / AS19123 / AT13106

Data Set 3; PC ; AP A Data Set 1: PCL5

CDB-PC5.5
Data Set 2: AFCATSD

w low " awrl
Ch3-pC7 CO5-APCTS0 CO45-ECD CDA-PCE.5

Data Set 2: P71 : AF Data St 3: APCA Data Set 3:; ECD

O

I

|

|

|

|
A

<l

|

B

1 1 - P -
' !u’ AT ' : 1 1 : w 1P
CD3-PC7 ! COZ0-AFCATOD 750 ZDE-PC5.5




CD14-FITC

CD16/56-PE
CD4-ECD

CoBAPC Standardization of a 7 Color Panel over Time
(Berlin Campus Charite, Streck Lab controls)

CYTOMETERI

[Ungated) CO45 Fachlue /55 INT . L/ Mo Y] 55 IHT 7 CO16S56-PE

[C045+] CO45- Packlue ¢ 55 INT [MHC) CD04-FITE ¢ FS INT  [Mana) Chaa58-PE ¢ CDI4FITC
il ur

#iil=

Lo

R

P y nF i
; CIV 7% PE
HT
) [ 5 P et LT i [ 1
[Ungarted] CI45- PacBiss ¢ 55 INT [ il . |Mana] COMG/56-PE ¢ CD14-FITC i b L] 55 T ! (016, S6-PE
= 7 T 0¥ 'l— e .

(W]
B

o+

Proinflamemnatbory Mo

: - = — " - s
0% Fachlus 0% Frac Blus COH4-FITC COM & S6-PE

CD14-FITC
CD16/56-PE
CD4-ECD
CD19-PC5.5
CDa8-APC

. [GR] D=5 MacBlise ¢ CO16/ 56 PE

COE5 Paclilse



CD14-FITC

CD16/56.PE Standardisierung eines 7 Color Panels

CD4-ECD

CD19-PC5.5 tuber einen langeren Zeitraum

CD8-APC

o3 APCATS0 (Berlin Campus Charite, Streck Lab Kontrollen)

CYTOMETERI

L] IR ARCATSO ¢ LD S8 P g (VI COG-APCRTS 7 CD4-ECD L) O APCATS) | LD AR L) CEN% PCS.5 ¢ 08 APLATSHD
" -+ -+ o " 4 bl — Y

O APCASD
CI6 ! P

COW-ECD
LI AP

ir
O PCS. S

U ILY) CO% RS G ¢ OOV ARCATSD
T+ [

W

-
CIE APCAD

O ECD

=

CO6E S P

" = f ir it
L[V ARCATSE

CI-APLaArs0 0PRSS CE AP

0 AP
CD14-FITC
CD16/56-PE
CD4-ECD
CD19-PC5.5
CDa8-APC
CD3-APCA750
[t |

CYTOMETERIQf AT15121
DATE 01-Mar-12
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Darstellung der Daten COULTER

KIassisches Dotplot 4 Dekaden 2?27

Kompensationsfaktor
ZU gering?

Schragant ???
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BECKMAN

Vergleich der Mittelwerte der Verteilungen COULTER

SrueView™ Darstellung

0] 0]
o) 0O
= 23
[ =
74 P4
S, 3
|18 (18

Hohe Auflosung und grof3er Stérspannungsabstand erlaubt genaue

Bestimmung der Mittelwerte
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GallioSy/ANavios Multicolor Practice -
Basicieonsiderations on Compensation

[La]
[m]
'
=
"
i}
i

|||||||| ] 'IIIIIII ] I ] ||H|||1 ] ||||||| |||||||1 ] ||||||| ] |||||||| |||||||1
n N )
S 11 T/ T I 10° 108 10* 10f 108
L4

FLZ INT LOG

...and artificially generate negative fluorescence values in a bimodal distribution !



COULTER
PDotplets mit neuer Darstellung

feganthmisch, 4 Dekaden logical

[A] CD4-PE / 34 % PE-> FL3 1 [A] CD4-PE / 34 % PE-> FL3
c2 ] B2

[ag! [ag!
=l =l
(T (.
A M
L L
=% =%
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COULTER
PDotplets mit neuer Darstellung

[A] FL3 INT / FL4 INT

10"
FL3 IMT

Die logarithmische Skalierung wird unterbrochen und
die negativen Werte werden linear dargestellt
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Standardabweichung

[A] CD4-PE / 62% PE -> FL3

g
-
[V
A
w
[=%
a8
~
L=l

Breite der Verteilung
an dieser Stelle:
ca. K50 - K70

s= 10K




Grindlagen der Kempensation BECKMAN
Stan@dardabweichung und Variationskoeffizient

[A] CD4-PE / 62% PE -> FL3
|

(]
ol
—

!
]
=1
e
~
L=




Grnadlagen der Kempensation

Standandabweichung und Variationskoeffizient

Autefiuereszenz und
ubersprechende Verteillung haben
denigleichen Variationskoeffizient CV
aber-unterschiedliche
Standardabweichung SD

Marker X-Stdev X-CV
B Au 12,54 19,23
B Al 0,11 43,37

BECKMAN
COULTER
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Grnadlagen der Kempensation
Standandabweichung und Variationskoeffizient

BerderKempensation der.
ubersprechenden Vertellung bleibt
die'Standardabweichung
unverandert

>derC\V erhoht sich proportional
zurg\Verschiebung

Marker X-Stdev X-CV
& Au 2,15 30,00
B Al 0,00 39,16




BECKMAN

Grundiagen derr Kempensation POUUIER
Stan@ardabweichung und Variationskoeffizient

Am unteren Ende der,
logarithmischen Skalaerreichet die
linke Seite der kompensierten
Vertellung negative Werte und
Kennen nicht mehr dargestellt
Werden.

——

Marker X-5tdev X-CV
H au 1,71 397,79
B Au 0,09 40,05
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Griindliagen der Kempensation

i
CD4-PE

Die Kempensationskoeffizienten reprasentieren nur die Verstarkungseinstellunger

Emissionsspektrum des jeweiligen Farbstoffs und
des Transmissionsspektum der optische Filter sind invariant
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Ghindlagen der Kempensation

Spillover (%)

FL1 FLZ g FL4 FL3 FL6 FL7 FL8 FL9 FL10

19.30
7.30
1.90

0.40
0.10
0.00
0.00
0.00
1.00

Das Problem sind die spektralen Eigenschaften der Farbstoffe

1.70

0.20
6.60

47.50
10.30
0.50
0.20
0.00
0.00
0.00

0.30
1.30
0.70

40.70
1.20
27.60
.20
0.10
0.00

Alles nur Zahlen !

0.20
1.00
0.50
0.30

0.00
0.00
0.00
0.00
0.10
5.00

13.70
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
2.80
19.50
17.70

0.10
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00




Grnadlagen der Kempensation

Spillover (%)

22,10
2,20
0,80
0,10
0,00
0,00
0,00
0,00

0,80

12,20

0,70
0,00
0,00
0,00
0,00

0,70
28,90

13,60
0,60
0,10
0,30
0,20

CD56-PC5.5

BECKMAN

COULTER

[Ungated] CD45 |

11
CD45 P
[LY] FL3 IN



Ghiindlagen der Kempensation

Spillover (%)

0,98

8,40

1,13
0,20
0,21
0,32
0,32

3,27

41,66

24,64

CD56-PC5.5

10
CD4-CD
[LY] FL1 INT /

FL2 INT

BECKMAN

COULTER

[Ungated] CD45 |

11
CD45 P
[LY] FL3 IN



Erindlagen der Kempensation COULTER
AUReGSUNng der legarithmischen Skalierung

@ [A] FL2 INT LOG/FL3 INT LOG

1 [A] FL8 INT LOG

5
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=
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=
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=
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= - T - r
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H E .
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1] :
" w . d '
= -
= -r
o
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' S o BF
e : e ¢
R R BRI AT R LT R R R
A0t a0t wt o e A [
Region | ¥-Median 50.0 |
ALL 3479
B 290.3
c 360.6
' i
' TTTT I| I LI I T ' TTTI
2 4
10 10 10

T 3 10®
49 Vv 490 Vv Vv J V Vv Vv

¥ 900 9 000 ¥'90 000 ¥ 900 000
channels channels channels channels channels channels

Die geringe Auflosung in den unteren Dekaden erzeugen Licken
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Ghindlagen der Kempensation

Farbstoff spezifische Steigung
des Detektionslimits vs. Intensitat
im Nachbarkanal

Ubersprechen erhoht das Detektionslimit der betroffenen Kanale



Cresstalk Index ist ein Malf3 flr
denVverlust an Messempfindlichkelt

1
C[4-PE CD4-PE
Gate ¥-AMean Y-AMean Gate ¥-AMean Y-AMean
AL 47,57 0,27 AlL B6,35 0,27
B-- 0,26 0,29 0-- 0,55 0,20
fi-= 0,22 0,84 -+ 0,M 0,94
B 99,70 . D4 183,05 0,35
B++ 133,33 3 [++ 338,78 8,07

1 o

Kompensationsfaktor = 59.5 % Kompensationsfaktor = 32.5 %

Crosstalk Index = 0.918 Crosstalk Index = 0.926

LOG,,(SNR(sekundarer Messkanal))
Crosstalk Index =

LOG,,(SNR(primarer Messkanal))

(SNR = signal-to-noise ratio)
54



Cresstalk Index

[A] FLT INT 7 FLZ INT

10° 107

FL1 IMT
Gate X-AMean Y-AMean
All 23,1391 6,6440
MNeg 0,3444 0,3727
Paos 79,4133 21,0228

Kompensationsfaktor = 27.5 %

Crosstalk Index = 0.748

LOG,,(SNR(sekundarer Messkanal))
Crosstalk Index =

LOG,,(SNR(primarer Messkanal))

[A] FL3 INT 7 FLS INT

107 1

FL3 IMT
Gate X-AMean Y-AMean
All 24,5369  5,0790
Meg 0,4609 0,3620
Pos 35,7042 7,2416

Kompensationsfaktor = 19.55 %

Crosstalk Index = 0.698

(SNR = signal-to-noise ratio)
55



Cresstalk Index

[A] FL1 INT / FLZ INT [A] FL3 INT / FLS INT

10° 10°
FL1 IMNT
Gate X-AMean Y-AMean
AllL 23,1391  0,3678
Neg 0,3444 0,3650
Pos 79,4133 0,3712

10° 10°
FL2 IMT
Gate X-AMean Y—AMean
Al 24,5369 0,3
Neg 0,4609 0,
Pos 35,7042 0,3

Kompensationsfaktor = 27.5 % Kompensationsfaktor = 19.55 %

Crosstalk Index = 0.748 Crosstalk Index = 0.698

LOG,,(SNR(sekundarer Messkanal))
Streuung der Messwerte =

LOG,,(SNR(primarer Messkanal))

(SNR = signal-to-noise ratio) 54



Bandpass “Temperatur’

660nm(APC)

o
-
.
O
o
=
m
=

525nm: absolute distortion = 0.15 x LOG(SNR(secondary))
i.e. 0.15 decades distortion per decade of secondary signal intensity

660nm: absolute distortion = 0.42 x LOG(SNR(secondary)
i.e. 0.42 decades distortion per decade of secondary signal intensity

57






APCAF750
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(Fur ECD, PC7 und APCAF750 mussen ggf.
Donorfluoreszenzen berticksichtigt werden)
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PieUbersprech — Matrix fur

Gallies //Navios 3 Laser / 10 Farben

Diese Klassifikation ist spezifisch
fir jedes Konjugat bei gegebenen
Transmissionsspektren

der optischen Filter

1s ot e [
— Kompensations — und
don | [ [ [ [ [ [ [ e[ [Eveisiy




488 Excitation

633 Excitation

405 Excitation

arbstoffe und “Untouchable” Kanale

488 Excitation

633 Excitation

405 Excitation

kein signifikanter Eintrag
anderen Farbstoffen
(freie Zeile)

Kein signifikanter Ubertrag
andere Kanale
UEIERSIEUE)

COULTER
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avios Multicolor Praxis

pollent s undyuntouchable® Kanale in einer 6 Farb - Kombination

488 Excitation

633 Excitation

405 Excitation

Pacific
Blue

405 Excitation

633 Excitation

488 Excitation

BECKMAN

COULTER



COULTER

405 Excitation

633 Excitation

488 Excitation

633 Excitation

Die Kombination grof3er Liicken
und engen Nachbarkanalen ero6ffnet
erstaunliche Moglichkeiten

itation

405 Exc



Diskrete
VS
Modulierte
Expression

Detektions
Grenzen

N 4

Sterische Hinderung Emmissionsspektrum
Unspezifische Bindung
Preparation

des Farbstoffs
Transmission der
optischen Filter



BECKMAN

v y COULTER
Kombination der Marker und
Optimierung der Detektionsgrenzen
EXclusiv: exprimiert
gegenseitig sich
ausschliel3ende
Anlgers Stamm - und Subpopulation Koexpression

B2:0,77%

@
=
@

O

&
ek
3
a
O

CD4-PacBlue

' CD127-APCAT00

CDB-ECD CD3-PacO




BECKMAN
COULTER

Eallies /i Navios Multicolor Praxis

gegenseltigisichrausschlieRende Antigene

B+ :0,72% RETTE B2:0,77%

@
=
=

fd

&
&
-
]
o

10
CD8-APCATO0D CD8-ECD

Ubersprechen zwischen exklusiv exprimierten Antigenen kann toleriert werden
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UbErsprechenteines Markers einer Subpopulation zur Stamm - Population
Kannioelenerttwerden - jedoch nie umgekehrt

CD4-PacBlue

10°

CD3-PacO CD3-PacO

Q
=
o0

4

13
=
w7
oy
]
L

10

10° 10°
CD3-PacO

CD3-PacO




UBErSprechen mehrerer Marker von einer Subpopulation
zupsStamm - Population €D45 > CD3 > CD8

[Ungated]

FL3 FL4  FLS
0,90
30,90
3,40 19,80

10 3 p Il 10
CD45-PC7 CD45-PC7

10°
CDB-ECD

[Ungated]

FL4
0,00

CD3+CD8+ : 27,45% FlL4 0.00

FLS 0,00 0,00

Unkompensiert

10°
CDB-ECD

10° a i 10° i3
CD45-PC7 CD45-PC7

Garantie fur einen robusten Assay !

68
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UBErSprechenizwischen koexprimierten Antigenen ist zu vermeiden

[CD19+]

CD19-PC5.5

CD45RA-ECD CD27-PC7 CD27-PC7 CD27-PC7

Overlay

CD19-PC5.5
CD45RA-ECD

CD27-PC7 CD27-PC7
Logarithmic view
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UBErSprechenizwischen koexprimierten Antigenen ist zu vermeiden

[CD19+]

CD19-PC5.5

1 B 1E]‘ : 10 a 10 a 10
CD45RA-ECD CD27-PC7 CD27-PC7 CD27-PC7

Overlay

CD19-PC5.5
CD45RA-ECD

10°
CD27-PC7 CD27-PC7

Logicle view
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405 Excitation

633 Excitation

488 Excitation

633 Excitation

405 Excitation
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Allgemeine Regeln

O Schweachiexprimierte Marker mit Fluorochromen
oher@uantenausbeute kombinieren
Stark a;sprlmlas.e Antigenefunktionieren mit allen Farbstoffen

o

Schwach exprimierte Antigene moglichst auf
yzuntouchable®“ Messkanale legen,
Stark exprimierte Antigene auf ,,silent* Messkanéle

Die spektrale Isolation schwacher Marker von hellen Linienmarker
kann eventuell gegentber der Verwendung von Fluorochromen
mithoher Quantenausbeute zu bevorzugen sein

1
Ubersprechen zwischen sich ausschlieBendén Antigenen ist erlaubt
Ubersprechen zwischen sich koexprimierten Antigenen ist zu vermeiden

o Ubersprechen eines Markers einer Subpopulation zur Stamm -
Population kann toleriert werden
jedoch nie umgekehrt
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SchwacheExpression /[ heller Farbstoff / ,,untouched* Kanal vs
Starke Expression / schwacher Farbstoff / ,,silent” Kanal

[Ungated] . [Ungated]

wl wJ
o a
o 2
[ (=
3 3
T T

10° ? ’ g o
CD45-FITC CD45-FITC CD45-FITC

schwacher /
modulierende
Expression:

heller Farbstoff

Aber: Messkanal nicht
,suntouched*

[Ungated] [Ungated]

starke Expression:

HLADR-PE
HLADR-PE

Schwacher Farbstoff

aber nicht ,;silent ,,,

starke Expression:

»Silent” Kanal,

10° 10 107 10

CDB-APCA700 CD8-APCA700 heller Farbstoff




BECKMAN

Gallios /. Navies Multicolor Praxis COULTER

Schwache Expression / schwacher Farbstoff / ,,untouched* Kanal vs
StarKe EXpression / schwacher Farbstoff / ,,silent” Kanal

[Ungated] [Ungated]

U U
= =
= =
[~ o
] a
3 3
= =

1P 10° 107 10° L 10°
CD45-PacBlue CD45-PacBlue N PacBlue

schwacher /
modulierende
Expression:

Schwacher Farbstoff

(+ geringe sterische

: Behinderung)
starke Expression:

Isolierter Kanal

HLADR-FITC

schwacher Farbstoff

HLADR-FITC

aber ,,silent

starke Expression:
_ heller Farbstoff,

CD8-APCA700 CDB-APCA700 »Silent

10" 10




Schwache /

moduli

CD25/IL2R,
CD57,

CD279/PD-

FITC
Panel 1

CD4

FITC
Panel 2

CD57

PE
CD184

PE
CD184

"
o]
™
m
-

- APC
= APC-
A

F700 L . @
APC- _ --.
| | | |c]e|@le|ef ] |

Fll  Paciie
= Blus
E

=

el Krome
il

El Orange

ECD
CD69

ECD
CD8

PC5.5
CD25

PC5.5
CD25

PC7
CD279

PC7
CD279

COULTER

Minimierte
Detektionsgrenzen

fur T4 /T8

PacBlue KrOrange
CD57 CD45

PacBlue KrOrange
CD4 CD3



B

COULTER

Minimierte
N C Detektionsgrenzen
CD25/1L2R, - —

. @ | fur T4/ 78
BEREAR:C

. AF700 ] @
&N o | | | |*|e|®@c|@f] |
D R HEEEEEEEEE .
% Blue
_-E Krame
Ao | | e

FITC PE ECD PC5.5 PC7 PacBlue KrOrange
Panel 1
CD4 CD184 CD69 CD25 CD279 CD57 CD45
FITC PE ECD PC5.5 PC7 PacBlue KrOrange
Panel 2

CD57 CD184 CD8 CD25 CD279 CD4 CD3
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@ptimieniing der. Detektionsgrenzen

Panel 1l

(o' o'}
& &
o o

(' (R

[Py [Py

2, e

i =

J “J

10
CD184-PE




BECKMAN
COULTER

Gallies / Navies Multicolor Praxis

@ptimiening der. Detektionsgrenzen

Panel 2

o F++10,52% G++ 1 0,36%

- J
= =
L .
P~ M~
e, T
) fa
~ iJ




Gallies / Navieos Multicolor Praxis

@ptimieniing der. Detektionsgrenzen

Panel 1

P e
L J
[ [
= -
[ =
o o
P ~
e [ |
[ )
! J

10
CD25-PC5.5

10°
CD25-PC5.5

BECKMAN
COULTER
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@ptimieniing der. Detektionsgrenzen

Panel 2

H-+:56,70% H++:0,11%

P P~
L J
[ 1 [
= =
a a
o o
P P~
™ [ |
= =
J i

CD25-PC3.5 CD25-PC5H.5
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@ptimieniing der. Detektionsgrenzen

Panel 1

e e
= =
= =
= =
i Ll

10"

CD69-ECD CD69-ECD
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@ptimieniing der. Detektionsgrenzen

Panel 2

G++ 1 0,01%

sl I
= =
= =
= =
J J

10°
CD69-APC

10
CDa9-APC
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10" Farben “to go” Tips und Tricks

488 Excitation

633 Excitation

405 Excitation

405 Excitation

633 Excitation

488 Excitation

w
O
8 a
=T

FITC
AF700
APC
AF750
Pacific
Blue
Kroeme
Orang

PC5.5 und PC5 sind auch vom

llllllllll- roten Laser anregbar

Sie storen damit alle roten
Messkanale (Dominoeffekt)

PCY/,
APC,
APCA7Y00,
APCA750



/ Navios Multicolor Praxis
10" Earnben “to go” Tips und Tricks

[
I (7 5 I A I
G2 R 25
llﬂ[ﬁﬂilllllll-
- @] B8 [
1~ | [e® [Plfel |
llllﬂ[ﬂﬂtliﬂl-
.
- e I I A A 1

BECKMAN

COULTER

Sinnvolle Paarung fur
Stamm - Subpopulationen
oder sich auschlielRende
Marker:
PE - ECD,
ECD - PC5.5(PC5),
PC5 - APC,
PC5.5 — APCA700,
PC7 - APCAT750...



488 Excitation

633 Excitation

405 Excitation

Gallies / Navios Multicolor Praxis

633 Excitation

405 Excitation

BECKMAN
COULTER

,,INO wash*
Probenvorbereitung
erhdhter Hintergrund

Uberstrahlt den
Ubersprechanteil

> klassische orthogonale
Anordnung der Cluster
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\Waschen derProbe eliminiert den Background
gdernegativen Population

Wwash Nno wash

[A] FL3 INT / FL4 INT
]B++J

[A] FL3 INT / FL4 INT

T T e e
107 10° 10 107 10° 10’

FL3 INT FL3 INT
Gate X-Med Y-Med Gate X-Med Y-Med

All 56,25
B-- 0,33
B-+ 0,17
B+- 67,63
B++ 13,81

0,36
0,29

63,43
0,29

/2,10

All 55,07
B-- 1,28
B-+ 1,18
B+- 74,13
B++ 40,18

2,12

1,98

1,98

90,26
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10/ CoI6rS “no wash”

[Ungated] ] [Ungated] ) ) [wo Gr Mo TBNK]

CD45-Kro
CD14-APC
HLA-DR-PacB
CD16/56-PC7

w e 10 ; i
CD203c/CD294-PE CD45-Kr0

[wo Gran TB] ] [Lymph] ] [Lymph] ) [Lymph] i [Lymph]
D2 | Nz, | B2

CD16/56-PC7
CD5-APCAT00
CD8-FITC

10 : 10 : 10 10 : 10 ; 10
CD14-APC CD3-APCA750 CD3-APCA750 CD3-APCA750 CD3-APCA750

[CD3+] ] [CD3+] ] [Lymph] ‘ [CD3+] ‘ [Lymph]
£2

CD8-FITC
HLA-DR-PacB
CD19-PCH.5
HLA-DR-PacB
CD5-APCAT00

10° 10 10t : 10° 10 : o ; o 10
CD3-APCA750 CD3-APCA750 CDB-FITC CD19-PC5.5
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10" Earnben “to go” Tips und Tricks

suntouchable“ Backbones
sichern konsistente
Expressionsmuster
unabhangig von der
Expression anderer
Antigene

acific
=]

us wn

-

Krome [

=

Orange [

BECKMAN



Gallios / Navios Multicolor Praxis
10" Earnben “to go” Tips und Tricks

405 Excitation

633 Excitation

488 Excitation

Untouchable Backbone

488 Excitation

633 Excitation

405 Excitation

KBNEe

BECKMAN

COULTER

suntouchable“ Backbones

sichern konsistente
Expressionsmuster
unabhangig von der
Expression anderer
Antigene
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10 Farben “to go” Tips und Tricks

“Untouchable” Backbone

[LEUK] [LEUK] [LEUK]
|cD23-PE| |cD23-PE| |CD23-PE|
c = c

CD5-FITC CD5-FITC CD5-FITC
CD23-PE CD23-PE CD23-PE
CD19-ECD CD19-ECD CD19-ECD
CD25-PC5 CD38-PCH

HLA-DR-PCY CD25-PCT7

CD38-APC HLA-DR-APC

CD20-APCAT750 CD45-APCAT750

CD45-PacBlue CD20-PacBlue
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10'Earen “to go” Tips und Tricks

“Jouchable” Backbone

[Leuk] [Leuk] [Leuk]

[CD23-APCA700| [CD23-APCA700| [CD23-APCA700|
o) : o) - o) :

Cos-pC7]

(CD19-ECD)

CD19-ECD]

CD20-FITC HLA-DR-FITC CD19-ECD

HLA-DR-PE CD25-PE CD5-PC7
CD19-ECD CD19-ECD CD23-APCAT00
CD25-PCH CD38-PCH
CD5-PC7 CD5-PC7

CD38-APC CDZ20-APC

CDZ5-APCATOO
Lad-APCASOU

CDZ5-APCATOD
Lia3-Facblue
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“to go” Tips und Tricks

488 Excitation 633 Excitation 405 Excitation

| BgeTe-| | |
of | [

488 Excitation

633 Excitation

405 Excitation

BECKMAN

COULTER

Duch ,,Silent” Backbones
werden die Nachweisgrenzen
fur koexprimierte Marker
nicht ernoht
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“to go” Tips und Tricks

488 Excitation 633 Excitation 405 Excitation

0
3

»
-
L

el | | |
ERNDODEEE

Duch ,,Silent* Backbones
werden die Nachweisgrenzen
fur koexprimierte Marker
nicht ernoht

488 Excitation

633 Excitation

@
=!

Pacific
Blue

405 Excitation

Krorme
Orange

BECKMAN



COULTER
Wichtungen fur Separation und Messempfindlichkeit
Helligkeit
Koexpressionsmuster
Klassifizierung von
Farbstoff und Messkanal
Lymphome
1-2 Linienmarker Leukemia
bekannte Phanotypen,
aber atypische Ausnahmen Abnorme Linien Antigene
. Grof3e Variation der Expression
Bekannte Phanotypen einige sich gegenseitig GroRe Vielfalt an Phinotypen

ausschlieBende Phanotypen
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