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What	  is	  Compensa3on?	  	  



What	  is	  Compensa3on?	  	  
Simply,	  it	  corrects	  for	  spillover/overflow	  of	  one	  fluorochrome’s	  
emission	  into	  the	  detector/channel	  meant	  for	  another	  	  	  



Expecta3on?	  



Reality	  



Ground	  State	  

Λ excitation photon	  

Excited	  State	  

e-‐	  



Auto	  and	  Manual	  Compensa3on	  

CH1A	  =	  CH1O	  -‐	  (CH2O)	  (%S21)	  
PEA	  =	  PEO	  –	  (7AADO)	  (%S)	  

%S	  =	  -‐	  (PEA	  –	  PEO)	  /	  7AADO	  	  	  

From	  single-‐stained	  	  
7-‐AAD	  control	  sample	  

No	  fluorophors	  added	  to	  sample	  	  
Only	  background	  signal	  present	  



PEA	  =	  PEO	  –	  (7AADO)	  (%S)	  

Manual	  Compensa3on	  



Manual	  Compensa3on	  for	  APC	  on	  8	  Color	  Panel	  

An	  experiment	  with	  8	  colors	  will	  require	  56	  instances	  of	  manual	  
compensa3on	  	  

Auto	  Comp	  Values	  

http://docs.flowjo.com/vx/experiment-based-platforms/plat-comp-overview/plat-comp-matrixwindow/ 



Spillover	  of	  7-‐AAD	  into	  PE	  channel	  

%S	  =	  -‐	  (139	  –	  1337)	  /	  15785	  	  

	  	  	  	  	  =	  7.59%	  

PEA	  =	  PEO	  –	  (7AADO)	  (%S)	  
%S	  =	  -‐	  (PEA	  –	  PEO)	  /	  7AADO	  	  	  

Sample	  w/only	  7-‐AAD	  Membrane	  Impermiable	  DNA	  Dye	  	  



Common	  ga3ng	  
strategy	  
• SSC	  v	  Dead	  Dye	  

Rare	  cells	  lost	  
w/out	  
compensa3on	  
applied	  

Fully	  Compensated	  

Rare	  cells	  recovered	  



Reasons	  to	  Perform	  Compensa3on	  

• Mul3color	  (>	  3	  color	  panels)	  flow	  experiments	  –	  too	  may	  parameters	  to	  track	  to	  
guarantee	  accurate	  analysis	  and/or	  cell	  sor3ng	  –	  or	  simply	  too	  3me	  consuming	  

• Low	  surface	  an3gen	  density	  



Reasons	  to	  Perform	  Compensa3on	  

• Mul3color	  (>	  3	  color	  panels)	  flow	  experiments	  –	  too	  may	  parameters	  to	  track	  to	  
guarantee	  accurate	  analysis	  and/or	  cell	  sor3ng	  –	  or	  simply	  too	  3me	  consuming	  

• Low	  surface	  an3gen	  density	  

• Repor3ng	  MFI	  (mean/median	  fluorescence	  intensity)	  	  



• Repor3ng	  MFI	  (mean/median	  fluorescence	  intensity)	  	  

No Tx MFI 

Compensated 533 

Uncompensated 802 

Tx 1 MFI % Change 

Compensated 615 15.4% 

Uncompensated 978 21.9% 

Tx 2 MFI % Change 

Compensated 616 15.6% 

Uncompensated 858 7.0% 

Tx3 MFI % Change 

Compensated 782 46.7% 

Uncompensated 944 17.7% 



Reasons	  to	  Perform	  Compensa3on	  

• Mul3color	  (>	  3	  color	  panels)	  flow	  experiments	  –	  too	  may	  parameters	  to	  track	  to	  
guarantee	  accurate	  analysis	  and/or	  cell	  sor3ng	  –	  or	  simply	  too	  3me	  consuming	  

• Low	  surface	  an3gen	  density	  

• Repor3ng	  MFI	  (mean/median	  fluorescence	  intensity)	  

*Aesthe3cally	  pleasing	  figures	  for	  publica3on	  or	  supplemental	  data	  that	  will	  not	  
make	  other	  flow	  cytometrists	  ques3on	  your	  experimental	  methods	  	  



3	  Rules	  of	  Compensa3on	  

1.  Single-‐color	  controls	  must	  be	  as	  bright	  or	  
brighter	  than	  samples	  that	  compensa3on	  will	  
be	  applied	  to	  

2.  Single	  color	  compensa3on	  controls	  must	  use	  
the	  same	  fluorochromes	  as	  are	  used	  in	  the	  
experiment	  	  

3.  Each	  individual	  control	  must	  have	  the	  same	  
background/autofluorescence	  	  
CH1A	  =	  CH1O	  -‐	  (CH2O)	  (%S21)	  -‐	  (CH3O)	  (%S31)	  …	  -‐	  (CHnO)	  (%Sn1)	  	  



Spillover	  of	  7-‐AAD	  into	  PE	  channel	  
%	  =	  7.59%	  w/specific	  gate	  

	  	  	  	  =	  8.51%	  w/broad	  gate	  

PEA	  =	  PEO	  –	  (7AADO)	  (%S)	  
%S	  =	  -‐	  (PEA	  –	  PEO)	  /	  7AADO	  	  	  

Sample	  w/only	  7-‐AAD	  Membrane	  Impermiable	  DNA	  Dye	  	  

1.  Single-‐color	  controls	  must	  be	  
as	  bright	  or	  brighter	  than	  
samples	  that	  compensa3on	  
will	  be	  applied	  to	  



1.  Single-‐color	  controls	  must	  be	  as	  bright	  or	  brighter	  than	  samples	  that	  
compensa3on	  will	  be	  applied	  to	  

Ground	  
State	  

Λ excitation photon	  

Excited	  
State	  

e-‐	  



1.  Single-‐color	  controls	  must	  be	  as	  bright	  or	  brighter	  than	  samples	  that	  
compensa3on	  will	  be	  applied	  to	  
•  Fluorophore	  emission	  probability	  will	  not	  change	  

Dim	  Compensa3on	  Control	   Bright	  Sample	  



1.  ibs	  
2.  Single	  color	  compensa3on	  controls	  must	  use	  

the	  same	  fluorochromes	  as	  are	  used	  in	  the	  
experiment	  	  

Note:	  
Compensa3on	  controls	  and	  samples	  using	  tandem	  fluorophores	  must	  use	  the	  
same	  lot	  ID	  	  	  

CH1A	  =	  CH1O	  -‐	  (CH2O)	  (%S21)	  -‐	  (CH3O)	  (%S31)	  …	  -‐	  (CHnO)	  (%Sn1)	  	  



2.  Single	  	  
3.  Each	  individual	  control	  must	  have	  the	  same	  

background/autofluorescence	  	  

CH1A	  =	  CH1O	  -‐	  (CH2O)	  (%S21)	  



Avoid	  Many	  Problems	  and	  Simply	  Use	  
Compensa3on	  Beads	  

Beads	  and	  the	  3	  Rules	  

1.  Single-‐color	  controls	  must	  be	  as	  bright	  or	  brighter	  than	  samples	  that	  compensa3on	  will	  be	  applied	  to	  
–  Tend	  to	  be	  very	  bright	  and	  stain	  well	  with	  an3body	  

•  On	  rare	  occasion	  they	  will	  be	  more	  dim	  but	  bright	  beads	  are	  sold	  and	  a	  mix	  of	  cells	  for	  some	  controls	  and	  beads	  for	  other	  controls	  
can	  be	  used	  

2.  Single	  color	  compensa3on	  controls	  must	  use	  the	  same	  fluorochromes	  as	  are	  used	  in	  the	  experiment	  	  
–  Use	  same	  an3body	  on	  sample	  and	  control	  beads	  

•  *Note:	  not	  all	  species	  available	  

3.  Each	  individual	  control	  must	  have	  the	  same	  background/autofluorescence	  	  
–  Compensa3on	  bead	  kits	  always	  contain	  unstained	  beads	  or	  can	  be	  purchased	  separately	  	  
–  Some	  cell	  types	  have	  very	  high	  autofluorescence	  and	  so	  it	  will	  not	  be	  possible	  to	  keep	  beads	  and	  sample	  on	  scale	  with	  

matching	  detector	  voltage	  gain	  sehngs	  	  

CH1A	  =	  CH1O	  -‐	  (CH2O)	  (%S21)	  -‐	  (CH3O)	  (%S31)	  …	  -‐	  (CHnO)	  (%Sn1)	  	  

Final	  Note:	  	  
NEVER	  change	  laser	  voltage	  or	  detector	  gain/voltage	  

aier	  sehng	  compensa3on	  controls	  


