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http://www.isac-net.org/images/stories/documents/Standards/fcs3.1_normativespecification_20090813.pdf 

 

Spidlen, J. et al. Cytometry. Part A : the journal of the International Society 

for Analytical Cytology 77, 97-100, (2010). 
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FSC ~ cell size 

FL-1 (530/30nm) ~ green fluo. 

FL-2 (585/42nm) ~ red fluo. 
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AD převodníky 
Počet bitů # kanálů rozlišení 

8 256 39.1 mV 

10 1024 9.77 mV 

12 4096 2.44 mV 

14 16384 610 V 

16 65536 153 V 

18 262144 38.1 V 

20 1048576 9.54 V 

22 4194304 2.38 V 

24 16777216 596 nV 

28 = 256 

210 = 1024 

. 

. 

. 

 

Full scale measurement range = 0 to 10 volts  

ADC resolution is 12 bits: 212 = 4096 quantization levels  

ADC voltage resolution is: (10-0)/4096 = 0.00244 volts = 2.44 mV  
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http://en.wikipedia.org/wiki/Full_scale




Analýza dat 

 Zobrazení dat 

– histogram 

– dot plot 

– isometric display 

– contour plot 

– chromatic (color) plots 

– 3 D projection 

 Gating 



Způsoby pro zobrazení dat 
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Histogram distribuce četnosti 

 Histogram zobrazuje četnost částic pro jeden parametr 

 Jednoduchý výstup 

 Nekorelujeme s dalším parametrem 

 Problém s identifikací populací 
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Dot plot 

 Zobrazuje korelaci dvou libovolných parametrů 

 Jednotlivé tečky představují konkrétní změřené buňky (částice) 

 Hodnoty pro řadu částic mohou ležet ve stejném místě  

 Nemáme informaci o relativní denzitě částic 

 Problémy s vykreslením v případě velkých objemů dat 
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Density & contour plot 

Density plot: 

 Zobrazuje dva parametry jako frekvenci četnosti 

 barva a nebo její odstín odpovídá četnosti částic 

 

Contour plot: 

 spojnice spojuje body (částice) se stejnou 

hodnotou signálu 

 

 V podstatě simulujeme 3D graf – třetí rozměr je 

frekvence 
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Čas jako jeden z parametrů  

R1
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3D zobrazení 

 2 parametry + četnost 

 

 

 

 

 

 3 parametry společně 
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3 Color Combinations 
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3 Color Combinations 
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„Gating“ 

Real-time gating vs. softwarový 

„gating“ 

Určení regionů 

Strategie „gatingu“ 

Analýza kvadrantů 

Boolean „gating“ 

zpětný „gating“ 

 



Real-Time vs. Software Gating 

Real-time (live) gating: 
 -omezuje akceptovaná data během 
měření 

 
Software (analysis) gating: 
-vyřazuje určitá data během následné 
analýzy 

upraveno podle J.P.Robinson 



Určení regionů 

Objektivní nebo subjektivní? 
-školení/schopnosti/trénink 

 
Možné tvary:  

-obdelník 
-elipsa 
-“free-hand“ (polygon) 
-kvadrant 

     
Statistika 
- počet 
- podíl (%) 
- průměr, medián, S.D., CV, …. 



Region, gate 

oblast (plocha) v grafu definovaná 
uživatelem 
mnoho regionů v jednou grafu 
ohraničujeme pomocí nich populace našeho 
zájmu 
je možné je barevně odlišit 
je definován stejně pro všechny vzorky v 
analýze 
lze je kombinovat pomocí logických 
operátorů (AND, OR, NOT; Booleova logika) 
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Statistika 

 Aritmerický průměr 

 Geometrický průměr 

 Medián  

– odhad střední hodnoty 

– není ovlivněn extrémními hodnotami 

 Směrodatná odchylka 

 Koeficient variance  

 Modus – nejčastější hodnota 
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Statistika pro histogram 
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Analýza kvadrantů 

(+ +) ( - +) 

(+ -) (- -) 
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Logický „Gating“ (Booleova logika) 

S překrývajícími se oblastmi máme mnoho možností:  
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Boolean GatingBoolean Gating  

Not Region 1:Not Region 1:  
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Boolean GatingBoolean Gating  

Not Region 2:Not Region 2:  
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Boolean GatingBoolean Gating  

Region 1 or Region 2:Region 1 or Region 2:  
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Boolean Gating 

Region 1 and Region 2:Region 1 and Region 2:  
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Not (Region1 and Region 2):Not (Region1 and Region 2):  

Boolean Gating 
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Back Gating 
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upraveno podle J.P.Robinson 



Back Gating 
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Nástroje pro analýzu dat 

• Výrobci HW 

• Beckman Coulter 

• Kaluza 

• Becton Dickinson 

• FACSDiva 

• FACSSuite 

• FlowJo 

• BioRad 

• Sony 

• Milteney 

• … 

• Univerzální platformy 

• Komerční 

• FlowJo 

• FCS Express 

• … 

• Freeware 

• Flowing Software 

• Cyflogic 

• BioConductor - Flowcore 



Vícebarevné analýzy generují 
mnoho dat… 
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Další způsoby vizualizace 

vícerozměrných dat 
 t-SNE, viSNE 

– t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding  

– viSNE is a tool for reducing high-parameter data down to two dimensions 

– visually identify interesting and rare biological subsets 

– allow to gate single cell events across different samples. 

 SPADE  

– Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized Events 

– way to automatically identify populations in multidimensional flow cytometry data files 

– clusters cells into populations and then projects them into a tree 





 https://docs.flowjo.com/flowjo/advanced-features/dimensionality-reduction/tsne/ 



Dimensions reduction 

AMID, Ehsan; WARMUTH, Manfred K. TriMap: Large-scale dimensionality reduction using 

triplets. arXiv preprint arXiv:1910.00204, 2019. 



Dimensions reduction 
„… to create a map.“ 

t-SNE 
t-Stochastic Neighborhood 
Embedding 

 
Opt-SNE/FIt-SNE 
Fast Fourier Transform-accelerated 
Interpolation-based t-SNE 
 

Local structure 
 

10x faster than t-SNE 

UMAP 
Uniform Manifold Approximation 
and Projection 

 
Average in Local and 
Global structure 
 

Transition of cells 

EmbedSOM 
Efficiently embed FlowSOM maps 
into 2D 

 
Poor in Local and 
Global structure 
 

Fast algorithm 

TriMap 
Dimensionality reduction technique 
based on triplet constraints 

 
Excellent in Global 
structure 
 

Transition of cells 
Preprint 

Courtesy of B. Kvokačková, R. Fedr 





The Flow Cytometry: Critical Assessment of Population 

Identification Methods (FlowCAP)  

The goal of FlowCAP is to advance the development of computational 

methods for the identification of cell populations of interest in flow 

cytometry data. FlowCAP will provide the means to objectively test 

these methods, first by comparison to manual analysis by experts using 

common datasets, and second by prediction of a clinical/biological 

outcome. 



Kontrola kvality: 

1.  Odstranění „doublets“ 
2.  Čas jako parametr pro kontrolu kvality 
 
 

Příklad -  pro DNA analýzu je třeba: 
- odstranit „debris“ a shluky 
- odstranit „doublets“ 
- udržovat konstantní průtok 
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https://www.flowjo.com/learn/flowjo-university/flowjo/tutorial/33 



https://www.flowjo.com/learn/flowjo-

university/flowjo/qc-and-organization/77 



Co je problém při vícebarevné 

detekci? 
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Emission Spectra–Spectral 

Overlap 



Kompenzace fluorescenčního  

signálu při vícebarevné detekci 

 

 

 

 

 

 
 

 Proces při kterém dochází k eliminaci 

všech fluorescenčních signálů kromě 

signálu z fluorochromu který má být na 

příslušném detektoru detekován 

 Nastavení pomocí mixu  mikročástic či 

buněk označených/neoznačených 

příslušnými fluorochromy. 
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Co je problém při vícebarevné 

detekci? 
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Kompenzace fluorescenčního  

signálu při vícebarevné detekci 
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“Bright” = good resolution sensitivity 



Various fluorochromes-stain index 



Choices for 6,- 8,- 10,- and more colors 



Fluorochrome selection considerations 



FITC Spillover 
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FITC Compensation 
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FITC Compensation 

        

Dot plot showing 

uncompensated FITC 

data 

Dot plot showing 

compensated FITC data 

 

Biexponential dot plot 

showing 

compensated FITC 

data 









Kompenzace fluorescenčního  

signálu 
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FITC positive & 

negative 

PE negative beads 
#2 



Kompenzace fluorescenčního  

signálu 
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FITC positive & 

negative 

PE negative beads 
NONE! 



Kompenzace fluorescenčního  

signálu 

 



Nastavení kompenzací 

parametr - detektor amp. 

FL1 - 544 

FL2 - 434 

kompenzace 

FL1 - 1.1%FL2  
FL2 - 17.5%FL1  

 značené mikročástice – pro běžně konjugované fluorochromy 

 značené buňky – pro vitální značení 



Effects of Changing PMT 

Values 

FITC Voltage Increased by 5 V 

FITC Voltage Decreased by 5 V Correct Compensation 



Which marker for compensation? 

Small errors in compensation of a dim control (A) can result in large 

compensation errors with bright reagents (B & C).  

Use bright markers to setup proper compensation. 



BD Comp Beads 

• Always positive 

 

• Bright staining 

 

• Save sample (HIV 
patients)  

 

• Use the same antibody 
for compensation and the 
real experiment  



BD Comp Beads 



 

PBMC were stained as shown in a 3-color experiment.  

Compensation was properly set for all spillovers 

Courtesy Mario Roederer 

Fluorescence Minus One 



Tandemové značky 



Tandemové značky 



Tandemové značky - příklad 



Tandems are light sensitive 

0 hours 

2 hours 

22.5 hours 

PE 

(FL2) 

CD8 CD3 
PE-Cy5 PE-Cy7 Time Sample 

Left in Light 



https://www.bdbiosciences.com/en-

us/resources/bd-spectrum-viewer 

https://www.bdbiosciences.com/en-us/resources/bd-spectrum-viewer


Kompenzace - literatura 

 Mario Roederer - Compensation in Flow Cytometry 

 Current Protocols in Cytometry (2002) 1.14.1-1.14.20 John Wiley & Sons, Inc. 

 

 M. Loken, D. R. Parks, & L. A. Herzenberg (1977). Two-color 
immunofluorescence using a fluorescence-activated cell sorter. J. Histochem. 
Cytochem. 25:899-907. 
 
M. Roederer & R. F. Murphy (1986). Cell-by-cell autofluorescence correction for 
low signal-to-noise systems: application to EGF endocytosis by 3T3 fibroblasts. 
Cytometry 7:558-565. 
 
S. Alberti, D. R. Parks, & L. A. Herzenberg (1987). A single laser method for 
subtraction of cell autofluorescence in flow cytometry. Cytometry 8:114-119. 
 
C. B. Bagwell & E. G. Adams (1993). Fluorescence spectral overlap 
compensation for any number of flow cytometry parameters. in: Annals of the 
New York Academy of Sciences, 677:167-184. 

 

 Maciorowski, Z., Chattopadhyay, P.K., & Jain, P. (2017). Basic multicolor flow 
cytometry. Current Protocols in Immunology, 117, 5.4.1–5.4.38. doi: 
10.1002/cpim.26  
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No Data Analysis No Data Analysis 

Technique CanTechnique Can  MakeMake  

Good Data Out of Good Data Out of 

BadBad  Data!Data!  
Shapiro’s 7th Law of Flow CytometryShapiro’s 7th Law of Flow Cytometry  



Shrnutí  

 zpracování signálu  

 vizualizace dat a „gating“ 

 kompenzace 

 

  

Na konci dnešní přednášky byste měli: 

1.

2.

3.

4.

5.  

 

 

Na konci dnešní přednášky byste měli: 

 

1. Popsat způsob zpracování signálu, 

2. rozumět lin / log zesílení signálu, 

3. rozeznat jednotlivé způsoby vizualizace dat, 

4. chápat základní principy „gatingu“, 

5. znát princip kompenzace signálu při vícebarevné detekci.  
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