KOMPENSATION
1. TEIL:
EINE ZWANGLOSE
BETRACHTUNG

von M .Roederer, Stanford University

(Ubersetzt von W.Hibl. Vorbemerkungen: 1.
Einige Passagen der angeblich "zwanglosen
Betrachtung” bedirfen m.E. durchaus einiger
Konzentration beim Lesen. 2. Das englische
Wort "spillover” wurde mit dem aus der Ton-
technik stammenden Begriff "Uber-
sprechen” [namlich von einem Kanal in den
anderen] Ubersetzt)

1. Einleitung

Kompensation ist der wahrscheinlich am we-
nigsten verstandene Prozef3 der durchfluf3zyto-
metrischen Analyse. Der Grund dafir koénnte
sein, dal? oft versucht wird, die Kompensation
mit Elementen der Linearen Algebra zu erkl&
ren. Viele von uns haben vergessen, was lineare
Algebra ist, geschweige denn wissen, wie man
mit ihr arbeitet. Nichtsdestoweniger ist eine
richtige Kompensation ein kritischer Faktor fur
viele Anwendungen der Durchfluf3zytometrie.
Eine davon ist die Messung der Antigendichte.
Ungltcklicherweise wird die Kompensation in
vielen Laboratorien nicht richtig eingestdllt,
well sie nicht verstanden wird und well so viele
Mythen Uber sie verbreitet werden.

Unter diesen Vorzeichen werde ich versuchen,
einige Punkte der Kompensation zu behandeln

und einige Mythen zu vertreiben. Ich hoffe, daf3
am Ende niemand verwirrt sondern vielmehr g-
cher sein wird, was richtige Kompensation ist.
Beginnen Sie bitte mit dem Quiz und gehen sie
nachher in der vorgeschlagenen Reihenfolge
weiter.

Wenn Sie so richtig abenteuerlustig sind, kon-
nen Sie in die detalliertere Beschreibung der
Kompensation einsteigen. Komplett mit mathe-
matischen Beispielen und den Fallen fascher
Kompensation [Anmerkung: kommt in der
nachsten Ausgabe von FM]. Das empfehle ich
aber nur nachdem Sie die zwanglose, gelassene
Betrachtung absolviert haben.

2. Quiz (Antworten am Ende des Artikels)
Siehe Abbildungen 1A und 1B.

3. Wiewichtigist richtige Kompensation
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Abbildung 1A. QUIZ 1.Frage: Die Zellen sind mit
CD3-FITC und einer Isotypkontrolle-PE gefarbt. In
welchem Diagramm ist die Kompensation von FL1
(FITC) gegen FL2 (PE) korrekt?

Wenn Sie eine oder beide Fragen des Quiz
fasch hatten, machen Sie sich nichts daraus.
Sie befinden sich bel der Mehrheit der FACS-
User. Die erste Frage, die uns jetzt vielleicht in
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den Sinn kommt: "Warum bekommen wir
schon so lange ordentliche Flow-Resultate,
wenn so wenige Leute wissen, wie man richtig
kompensiert?'. Die einfache Antwort ist, daf3
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Abbildung 1B. QUIZ 2.Frage: Die Zellen sind mit
CD3-FITC und einer Isotypkontrolle-PE gefarbt. In
welchem Diagramm ist die Kompensation von FL1
(FITC) gegen FL2 (PE) korrekt?

man fur viedle Anwendungen des letzten Jahr-
zehnts keine absolut korrekte Kompensation
bendtigte.

Wenn man nur die Frequenz von Zellpopulatio-
nen bestimmen madchte, braucht man keine ex-
akte Kompensation, weil - in den meisten Fal-
len - die Subpopulationen, die uns interessieren,
mit einem hellen Marker ganz leicht erkennbar
sind. Eine etwas ungenaue Kompensation, die
zu einer geringgradig falschen Position der Ne-
gativpopulation fuhrt, wird die Z&hlung der
Zéellen nicht beeintréchtigen, da ja immer noch
eine grof3er Abstand zwischen positiver und ne-
gativer Population ist.

Betrachten Sie zum Beispid die Abbildung 2
weiter unten. In diesem hypothetischen Beispiel
sind die PBMC mit FITC CD3 und PE CD4
oder mit FITC CD3 und PE Isotypkontrolle ge-
farbt. Die Ergebnisse dieser Farbungen sind bel
verschiedenen Kompensationsstufen dargestelIt

(paarweise, unten). Sie werden merken, dai
man bel jeder Kompensationstufe — von 0 (d.h.
komplett unterkompensiert) bis leicht tberkom-
pensiert - die CD3+CD4+ Zellen leicht erken-
nen und genau zéhlen kann. Sie werden aber
auch merken, dal3 das Gate, das man braucht
um die Zellen korrekt zu zahlen, nicht dem Qa-
dranten entspricht, den man Uber die ungeférb-
ten Zellen setzt (unterbrochene Linien), son-
dern es ist das Gate, das man auf die Iso-
typkontrolle der Zellen setzt, die FITC-positiv
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Abbildung 2. Siehe Text.

sind. Dieses Gate ist mit durchgehenden Linien
dargestellt.

Richtige Kompensation ist hingegen absolut
notwendig, wenn man Antigendichten messen
mochte. Dabel verfélscht jedes unkorrigierte
Ubersprechen (der Fluoreszenz in den anderen
Kanal) die Messung. Auch die Unterscheidung
einer schwach positiven Population von der ne-
gativen erfordert eine korrekte Kompensation:
Unterkompensation fiihrt zu einer Uberschét-
zung, Uberkompensation zu einer Unter-
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schétzung der Zahl der schwach positiven Zel-
len. Generell ist eine korrekte Kompensation
notwendig, wenn man multiple Fuores-
zenzfarbstoffe einsetzt, die in einen einzelnen
Kanal Ubersprechen. Die Grinde dafur wirden
den Rahmen dieser Diskussion sprengen.

4. Richtige Kompensation

Das Ziel der Kompensation ist, die Uberspre-
chende Fluoreszenz einer bestimmten Probe
aus dem "faschen" Kanal zu entfernen. D.h.,
obwohl die Fluoreszein-Fluoreszenz hauptsach-
lich grinist, wasim FL1 (FITC) Kana gemes-
sen wird, hat Fluoreszein auch einen signifi-
kanten gelben Anteil, der in den FL2 (PE) K&
nal falt. Eine der Eigenschaften der Fluores-
zenz ist, dald das Verhdtnis dieser zwei gemes-
senen Werte, also der Fluoreszein-Fluoreszenz
in FL1 und FL2 (griin/gelb) konstant ist (bei &-
ner gegebenen PMT Spannung, einem gegebe-
nen Filtersatz, und gegebener Instrumenten-
empfindlichkeit). In einer "idealen Welt", kon-
nen wir die Gelbfluoreszenz des Fluoreszein
(im PE Kanal) durch die Messung der Grin-
fluoreszenz des Fluoreszein (im FITC Kanal)
genau bestimmen. In einer idealen Welt konn-
ten wir daher diese Gelbfluoreszenz genau kor-
rigieren und muf3ten uns keine Sorgen Uber den
Beitrag von FITC in den PE Kana machen.
Das Resultat ist, dal3 das Ergebnis des kompen-
sierten PE Kanals nur die wahre (gelb) Fluores-
zenz, die von PE selbst kommt, reprasentiert.
Mathematisch, wird bei der Kompensation von
FITC auf PE einfach ein Teil des FITC Signas
vom PE Signal abgezogen: Je mehr FL1 (griine
Fluoreszein-Fluoreszenz) es gibt, umso mehr
Ubersprechen in FL2 (gelbe Fluoreszein-
Fluoreszenz) wird vorhanden sein (d.h. wie
oben erwahnt, die grin/gelb Ratio andert sich
nicht).

Als Beispiel: wenn die Menge der Gelbfluores-
zenz des Fluoreszein-Signals im FL2 Kand
15 % des Grunfluoreszenz-Signals im FL1 Ka
na ist (d.h. 15 Prozent Kompensation), dann
koénnen wir die wahre (oder reine) PE Fluores-
zenz einer Zelle genau bestimmen, auch wenn
bei der Zelle auch eine FITC Fluoreszenz vor-
handen ist:

Auf identische Weise wird die PE Fluoreszenz
korrigiert, die in den FITC Kana Uberspricht.
Wenn zum Beispiel die Menge des (griinen) PE
Signals im Fluoreszein Kanal 2 Prozent des gel-
ben Signals im PE Kanal ist (d.h. 2 Prozent
Kompensation), dann konnen wir die wahre
FITC Fluoreszenz einer Zelle genau bestim-
men:

FITCuuetr = FI TCemessen - 0.02 X PE genessen

Diese Gleichungen sind auch gultig, wenn eine
Zéelle sowohl FITC as auch PE Fluoreszenz be-
Sitzt (die Maschine macht diese Kompensatio-
nen unabhéngig und gleichzeitig; das heild, sie
verwendet nicht den kompensierten FITC Wert
als Eingabe in die PE Kompensation).

Wenn Sie ein Beispiel dieser Berechnungen
wollen, dann gehen Sie zur Detaillierten Dis-
kussion der Kompensation [ Anmerkung: nach-
ste FM-Ausgabe] . Bitte beachten Sie, dal3 die
Gleichungen, die auf dieser Seite angegeben
sind, nur korrekt sind, wenn Sie nur eine Kom-
pensation auf einmal machen. Deswegen sind
die Kompensationskoeffizenten und Gleichun-
gen etwas anders als jene, die im Beispid der
Detaillierten Diskussion angegeben sind. Um
gleichzeitig zwei oder mehr Farben zu kompen-
sieren braucht man fur die Kompensation eine
algemeine L6sung, die man mit Hilfe der Ma
trix-Algebra, die anderswo beschrieben ist, er-
reicht.

5. Mef¥fehler bei der Kompensation

Aus dem Vorhergesagten ergibt sich, dal3 eine
korrekt kompensierte Messung der FITC Fluo-
reszenz sowohl eine exakte Messung der Fluo-
reszenz im FITC Kana als auch eine exakte
Messung der Fluoreszenz im PE Kana erfor-
dert. In unserer idealen Welt konnte jede Zelle
exakt kompensiert werden, da man al diese
Fluoreszenzen exakt messen kann. Da das rela-
tive Ubersprechen fir ale Zellen gleich i,
wirden wir in der Lage sein den exakten Bei-
trag von FITC in den PE Kana (und umge-
kehrt) zu messen und wirden reine Messungen
erreichen.
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Und tatséchlich, auch in der realen Welt sind
unsere Geréte in der Lage, gute Ergebnisse bel
der Kompensation zu erzielen.

Es gibt jedoch einen relativ kleinen Fehler bel
der Messung der Fluoreszenz jeder einzelnen
Zelle. Und bedenken Sie, ausgehend von den
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Ubersprechen kommt) zu messen. In diesem
Fal snd selbst kleine Mel¥fehler bei der Be-
stimmung der Fluoreszenz des anderen Kanals
signifikant im Vergleich zu dem wahren Signal,
das man zu messen trachtet.

Eine Folge dieses Fehlersist eine Verbreiterung
der Verteilung der
kompensierten  Fluo-
reszenz (siehe Abbil-
dung 3): Der Fehler in
der Messung der Fluo-
reszenz ist die Summe
der Fehler der Mes
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Abbildung 3. Siehe Text.

oben angefiihrten Gleichungen, dal3 der Fehler
bei der Berechnung der wahren kompensierten
Fluoreszenz sowohl vom Fehler der priméren
Messung als auch vom Fehler in dem anderen
Kanal (multipliziet mit dem Kompensation-
koeffizienten) beeinflu® wird. Bel sehr gerin-
gem Kompensationsfaktor wird nur ein sehr
kleiner Fehler entstehen; je grofier die Kompen-
sation ist, desto grofier wird der Fehler sain.

Dieser vergrofRerte Fehler betrifft vor alem
Zéllen, die im kompensierten Kana schwach
positiv sind: Besonders deswegen, weil man
dabei versucht, einen kleinen Mefl3wert bei ai-
nem relativ grofen Hintergrundsignal (das vom

CD3 kommt, genau

gemessen werden

Korrekte  kgnnte und auch genau
Kompensation s rigiert werden

] konnte. Die Breite der

kompensierten Popula-
tion in der PE Dimen-
sion wrde die gleiche
sein, wie die der un-
kompensierten Probe
(Diagramme auf der
linken Seite der Abbildung 3). In der reden
Welt jedoch erfolgen die FITC Messungen und
die PE Messungen mit einer gewissen Unge-
nauigkeit. Es ist demnach unmdglich, exakt
festzustellen, welche Menge des Signals aus
dem PE Kana kommt von FITC CD3. Dem-
entsprechend wird dann die kompensierte Pro-
be in der PE Dimension eine Breite haben, die
gleich der urspringlichen Breite plus einen
durch den Mef¥ehler verursachten Anteil ist. D.
h. sie wird breiter (Diagramme auf der rechten
Seite der Abbildung 3). Beachten Sie, dal3 ein
einzelner kompensierter Fluoreszenzwert von -
indiesem Fall - zwei Messungen abhangt: Dar-
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aus ergibt sich, dal3 der Fehler des Kompensati-
onswerts die Summe der Fehler beider M essun-
gen sein wird.

Schluf3folgerungen aus den Fehlern bei der
Kompensationsber echnung: Wegen der Feh-
ler bel der Messung der Fluoreszenz kénnen
wir nicht garantieren, dal3 jede Zelle perfekt
kompensiert wird. Genausowenig, wie wir Si-
cherstellen konnen, dal3 die Fluoreszenz jeder
Zelle exakt gemessen wird. Aber wir kénnen
garantieren, dal3 eine grél3ere Population von
Zellen genau kompensiert wird; d.h., im Mittel
werden die Zellen richtig kompensiert. Auch
dasist analog zu der Messung der Fluoreszenz:
Wir konnen garantieren, dald3 wir die mittlere
Fluoreszenz einer grof3en Population von Zel-
len genau bestimmen kodnnen, auch wenn der
statistische Fehler die Genauigkeit der Einzel-
zellmessung beschrénkt.

6. Praktische Kompensation

Wie stellen wir die Kompensation richtig ein?
Eine richtige Kompensation liegt dann vor,
wenn im Mittel von einer Population kein Bei-
trag der FITC-Fuoreszenz in den PE Kanal er-
folgt (usw. fUr andere Kombinationen von
Fluoreszenzmolekilen). Um unser Beispidl
weiter zu verfolgen, bedeutet dies, dal3 eine Po-
pulation von Zellen, die mit Fluoreszein gefarbt
ist, aber nicht mit PE, diesslbe mediane PE
Fluoreszenz besitzen sollte wie eine Population
von Zellen, die nicht Fluoreszein gefarbt ist.
Siehe Abbildung 4: der Kompensationsfaktor
wird solange vergrof3ert, bis das Zentrum der
positiv geférbten Population auf derselben HO-
he liegt wie das Zentrum der negativ geféarbten
Population. Wegen des inharenten Mef3fehlers
bedeutet das, dal3 einige Zellen oberhab ener
Quadrantenlinie, die nach den negativen Zellen
eingestellt wurde, liegen werden! In der Tat,
beachten Sie, dal3, wenn man die Kompensati-
on so setzt, dald die positive Population unter-
hab der Quadrantenlinie ist, die Zellen in Wirk-
lichkeit Uberkompensiert sind: im Durchschnitt
haben die meisten Zellen zuvid Signal abgezo-
gen und die mittlere PE Fluoreszenz dieser Po-
pulation ist weniger as die der FITC-
Negativen. Also weniger as die Autofluores-
zenz. Das igt offensichtlich falsch. [Bei einer

Durchfluf3zytometrischen Analyse mit logarith-
mischen Achsen ist der Median im Allgemeinen
ein viel besseres Mal3, um die Tendenz des Mit-
telwertes zu messen, als der arithmetische Mit-
telwert. Der arithmetische Mittelwert kann
durch einige Ausreil3er betréchtlich nach oben
verfascht werden.] Genausowenig kennen wir
die echte Fluoreszenz eines Events, das auf der
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Abbildung 4. Die Zellen wurden mit FITC-CD3
und PE-Isotypkontrolle geféarbt. Eine korrekte
Kompensation liegt dann vor, wenn fur bestimmte
Zellpopulation kein Anteil des PE Signals vom
FITC Signal stammt. In anderen Worten, eine rich-
tige Kompensation liegt dann vor, wenn die FITC-
positiven Zellen dieselbe mittlere (oder mediane)
PE Fluoreszenzintensitat wie die FITC-negativen
Zellen (3. Diagramm, rechts oben, Abbildung 4)
haben. Die strichlierten Linien zeigen die Analy-
sengates, die verwendet wurden, um den Mittel-
wert (beziehungsweise den Median) zu berech-
nen; die durchgehenden horizontalen Linien sind
durch den Median der einzelnen Populationen ge-

unteren Achse liegt (es konnte jeden Wert un-
ter dem Minimum haben); auch das fuhrt dazu,
dal3 der arithmetische Mittelwert féschlich er-
hoht wird. Der Median jedoch wird von keinem
dieser Phdnomene signifikant betroffen. Ver-
wenden Sie daher - wenn moglich - die media-
ne Fluoreszenz, wenn Sie Kompensationen ein-
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stellen: Justieren Sie den Kompensationsfaktor
bis der Median der (FITC-)Postiven gleich

tion gegen die untere Achse "gequetscht”. Da-
her kann man den medianen Fluoreszenzkanal
der Population nicht bestimmen (er
ist kleiner als 0.1, aber wir wissen
nicht, um wieviel weniger as0.1 er
ist). Betrachten Sie Abbildung 5,

100001
1000 1 ml
100 mo}

0.11 0.1

10 —aFr— o] —f—

um eine genauere Erklarung zu er-
halten.

Legende zu Abbildung 5: In dieser
Abbildung wird keine Kompensati-
on durchgefiihrt. Die Darstellung
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der Zdlfluoreszenz auf einer log-
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keine Position fir eine echte 0
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Unsere Vier-Dekaden Ansicht der
Zellen (rechte Diagramme) ist ein-
fach ein Fenster im unbegrenzten
Bereich der moglichen Werte.
Wenn die PMT Spannung fur PE
herabgesetzt wird, sinken die 2
Zéellpopulationen (und sie sinken im
gleichen Ausmaly). Auf einer
Sechs-Dekaden Maschine  (linke
Diagramme) wirden die Zellen im-
mer auf der Skala bleiben und die
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Abbildung 5. Kompensation und Empfindlichkeitseinstellung.

Legende: siehe Text.

dem der (FITC-)Negativen ist (Stellen Sie da-
bel sicher, dai} ale Zellen einer Population im
Analysengate liegen).

Jetzt konnen sie wahrscheinlich verstehen, war-
um keines der Beispiele der Abbildung 1B (im
Quiz) as korrekt kompensiert bezeichnet wer-
den kann. Um die Richtigkeit einer Kompensa-
tion zu beurteilen, mul3 man die Mediane der
positiven und negativen Population verglei-
chen. In Abbildung 1B ist die negative Popula-

__’_

Zentren der Populationen konnten
bei jeder dieser Spannungen justiert
werden. Auf ener vier Dekaden
Maschine (rechte Diagramme) je-
doch fallen die Zellen, die eigent-
lich auRRerhalb der Skala sind, auf
die Achse. Das bedeutet, dal? der
wahre Fluoreszenzkanal der Zellen
nicht langer bekannt ist - esist un-
maoglich zu wissen, ob die Zelle auf
0,02, 0,05 oder 0,1 liegt. Deswe-
gen nimmt das Zentrum dieser Po-
pulation, die gegen die Achse ge-
drangt ist, den Achsen Wert selbst
an (0,1). Das hat einen wichtigen Effekt auf die
Kompensation: Die 2 Populationen sind um ei-
nen Faktor von etwa 100 im FITC Kana ge-
trennt und um einen Faktor 20 im PE Kanal das
bedeutet dal3 die korrekte Kompensation 20
Prozent wére. [Anmerkung: der Abstand der 2
Zellpopulationen auf der FITC-Achse ist ca.
100 und auf der PE-Achse ca. 20. Da die Zel-
len nur FITC-gefarbt sind kommt also der PE-
Achsenabstand vom Ubersprechen des FITC-

100 1000
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Sgnals. Die Kompensation mifte also 20%
des FITC-Sgnals vom PE-Sgnal abzehen].
Aber in dem Beispiel unten rechtsist die Tren-
nung zwischen dem Mittel der negativen und
positiven Population nur etwa zehnfach, was zu
einer Kompensationseinstellung von 10 Prozent
fahrt. Das ist aber inkorrekt niedrig.

7. Autofluor eszenz

In den meisten Félen beeinflufl} Autofluores-
zenz die Kompensation nicht. Autofluoreszenz
ist in alen Kanden vorhanden und wird auch
nach der Kompensation vorhanden sein
(obwohl der Absolutwert durch die Kompensa-
tion gedndert wird). Bei den meisten Anwen-
dungen kénnen wir den Beitrag der Autofluo-
reszenz zur Kompensation vernachlassigen, wir
mussen ihn aber bel der Berechnung von Anti-
gendichten abziehen (d.h. die Autofluoreszenz
ist ein Leerwert). Beachten Sie, dal3 die Au-
tofluoreszenz der positiven und negativen Po-
pulation ident sein muf3, um die Kompensation
korrekt einzustellen! In anderen Worten, wenn
Sie einen Fuoreszenzmarker verwenden, der
Monozyten farbt, und sie die Population nach
den Lymphozyten ausrichten, deren Autofluo-
reszenz signifikant geringer ist as die der Mo-
nozyten, dann wird dieses VVorgehen keine rich-
tige Kompensation ergeben.

Im algemeinen (fur die PBMC Anayse) erre-
chen Sie die beste Kompensation, indem Sie &-
wa gleiche Mengen von ungeférbten Zellen und
mit dem entsprechenden Antikorper geféarbten
Zdlen mischen, und dann, wenn Sie die Kom-
pensation eingtellen, ein Lymphozytengate ver-
wenden, um die Populationen zu analysieren. In
diesem Fall kann man die Autofluoreszenz total
ignorieren. Es ist akzeptabel, wenn Sie ene
Kompensationsférbung verwenden, die die
Lymphozyten in verschiedene Untergruppen
unterteilt (zum Beispiel CD4, CDS8, oder
CD19), wobei aber gegeben sein mul3, dai’ die
positive und negative Population (in diesem
Fdl B-Zellen oder T-Zeluntergruppen) ene
gleich hohe Autofluoreszenz aufweisen. Fals
Sie kein Lymphozytengate verwenden, verglei-
chen Sie die Fluoreszenz der positiven Zellen
(die nur aus Lymphozyten bestehen) mit den
negativ geférbten Zellen (die aus Lymphozyten

und Monozyten bestehen). Das hat zur Folge,
dal3 die Probe unterkompensiert sein wird.

8. Kompensation: Das Rezept.

Eine korrekte Kompensation braucht vier
Schritte. Diese Schritte sollten Sie bei jedem
Experiment, fir jede unterschiedliche Zdlltype,
fur unterschiedliche Reagenzien, oder wenn die
Instrumenteneinstellungen  geéndert  wurden,
durchfiihren. Eine tégliche Kompensations-
einstellung ist daher eventuell nicht haufig ge-
nug!

1. Das Kompensationsrohrchen muf3 Zellen be-
inhalten, die ungeférbt sind, und solche, die mit
einer einzelnen Farbe gefarbt sind. Die gefarb-
ten (postiven) Zellen missen dieselbe Au-
tofluoreszenz (wenn Sie ungefarbt sind) wie die
ungefarbten (negativen) Zellen haben (zum Bei-
spid: ale Zellen sind Lymphozyten).

2. Die PMT Spannungen miissen so hoch ge-
setzt werden, dal3 sich die negative Population
von der Achse in jedem Kanal abhebt.

3. Das Analysengate mul3 so gesetzt werden,
dal3 nur Zellen mit einer identischen Autofluo-
reszenz betrachtet werden (zum Beispie ein
Lymphozytengate). Das Anaysengate muf3
auch so gesetzt werden, dal3 alle negativen und
alle positiven Zellen enthalten sind.

4. Die Zentren der positiven und negativen
Zéellpopulation werden so ausgerichtet, dald die
mediane Fluoreszenz tibereinstimmt

9. Postskriptum

Ich mochte Susan Wormsley und Susan Saiget
von Pharmingen, David Parks, Adam Treister
und den anderen Mitgliedern des Herzenberg
Labors fur ihre hilfreichen Anregungen und ihre
kritische Durchsicht danken. Wenn Sie irgend-
welche Kommentare haben, dann bitte emailen
Siesemir.

[Anmerkung: ich nehme an, daf} Dr.Roederer
englisch geschriebene Rickmeldungen erwar-
tet]

Mario Roederer

FM 1/2000 Seite 76



Department of Genetics, Stanford University
Beckman BO11

Stanford, CA 94305

Phone: 415 723 7149

FACS: 415 725 8564

E-Mail: Roederer@drmr.com

ANTWORTEN ZUM QUIZ:

Abbildung 1: Dot-Plot 3

Abbildung 2: Die Einstellung der Kompensati-
on ist auf den Diagrammen nicht beurteilbar.
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